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ABSTRACT. Polimorphisms in Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab (Diptera, Culicidae) detected by PCR-
RAPD. Genetic variability in individuals from same progeny. Genetic variation in broods of Anopheles cruzii
was studied. Mosquitoes were collected in Morretes and Paranagua (two municipalities in the State of Parana,
Southern Brazil) from which broods were reared. DNA was collected from these broods, from which six random-
sequence primers were used in PCR. In within-brood analyses, all markers revealed a high-degree of polymor
phisms within the broods. Detailed studies of the within-brood variability will help solve taxonomic problems in
this group, since differences in fragment patterns are used to distinguish species.
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RESUMO. A variabilidade genética entre individuos de Anopheles cruzii procedentes de mesma progénie foi
estudada. As progénies foram obtidas a partir de mosquitos coletados em Morretes e Paranagua (dois municipi-
os do estado do Parana, regido sul do Brasil). DNA foi extraido de cada individuo das diferentes progénies e seis
iniciadores foram utilizados na PCR. Nas analises, todos os iniciadores revelaram alto grau de polimorfismos. O
estudo detalhado da variabilidade existente entre individuos de mesma progénie podera auxiliar a resolver
problemas taxondmicos nesse grupo, tendo em vista que diferentes padrdes de fragmentos sio utilizados para

identificar espécies.
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A utilizacdo de caracteres moleculares para caracterizacdo de uma
espécie, ou de suas populacdes, deve levar em consideracdo a
diversidade genética existentes entre diferentes niveis (ex. indi-
vidual, populacional e especifico). Entretanto, a maioria dos es-
tudos realizados com anofelineos (Culicidae, Anophelinae) tem
despendido pouca atencdo ao estudo da variabilidade genética
individual, e menos ainda a diversidade entre individuos irmaos,
0 que pode gerar problemas no momento da determinacdo de
caracteres a serem utilizados em estudo taxondémicos ou ecol6-
gicos.

A andlise de popula¢des naturais através de determina-
dos marcadores moleculares, por exemplo RAPD, pode revelar
grande numero de polimorfismos, que nem sempre apresen-
tam significado taxondmico. Em alguns casos, a determinacdo
de quais bandas sdo realmente informativas torna-se ainda mais
dificil quando ha suspeita de existéncia de espécies cripticas.
Desta forma, a andlise de individuos que certamente perten-
cem a um mesmo taxon (ex. individuos irmaos) pode auxiliar
no entendimento do grau de diversidade genética do grupo e

na escolha dos caracteres mais informativos ao problema pro-
posto.

Dentre as espécies de anofelineos neotropicais, Anopheles
(Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 destaca-se por ser considera-
do vetor potencial de Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885 nos
litorais sul e sudeste do Brasil. Aquela espécie apresenta conside-
ravel nimero de polimorfismos genéticos, revelados por anali-
ses citogenéticas (Ramirez & Dessen 2000a,b), isoenzimaticas (CAr-
VALHO-PINTO & LOURENCO-DE-OLIVEIRA 2004) e moleculares
(MALLAFRONTE et al. 1997), podendo constituir um complexo de
espécies. Porém, essas analises tém sido realizadas ao nivel
populacional e nenhuma tem abordado a variabilidade entre
individuos de mesma geracdo filial, o que poderia auxiliar no
entendimento do significado taxonémico dos polimorfismos
observados na espécie. Por isso, este trabalho teve como objeti-
vo analisar a variabilidade genética entre individuos de Anopheles
(K.) cruzii pertencentes a mesma progeénie, a fim de obter infor-
macoes que possam ser utilizadas em estudos que utilizem mar-
cadores RAPD para caracterizacdo de populacoes desse taxon.
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Figura 1. Comparacdo entre os fragmentos amplificados através de PCR-RAPD, em individuos de mesma progénie, obtidos com o iniciador
OPY-15. Anopheles cruzii (a, b, ¢) e Anopheles bellator (g, k). (M) marcador 100pb DNA Ladder (Invitrogen). Letras iguais indicam individuos

irmaos.

MATERIAL E METODOS

Método de coleta e amostras analisadas

A analise da variabilidade genética entre individuos de
Anopheles (K.) cruzii pertencentes a mesma progénie foi realiza-
da a partir da geracao F1 de fémeas capturadas em campo. As
capturas de anofelineos adultos foram realizadas em 4rea de
Floresta Atlantica do litoral paranaense, nas localidades de
Morretes (48°49’'W, 25°30’S) e Ilha do Mel (Paranagud)
(48°18’44.7"W, 25°30'36.0”S), utilizando a técnica de pouso-
homem. Em laboratério, as fémeas capturadas foram individu-
alizadas para obtencdo de posturas e posterior identificacdo. O
namero de descendentes analisados foi diferente para cada fé-
mea, tendo em vista a dificuldade de manutencdo e obtencao
de posturas em laboratoério. Para efeito de comparacdo, amos-
tras de Anopheles (Kerteszia) bellator Dyar & Knab, 1906 tam-
bém foram analisadas. A comparacao entre amostras de
Anopheles (K.) cruzii foi realizada a partir de 41 individuos per-
tencentes a seis progénies diferentes (denominadas A-F) e para
Anopheles (K.) bellator 36 individuos de seis progénies (denomi-
nadas G-L) foram analisados.

Extracio de DNA e PCR-RAPD

A extracdo de DNA foi realizada segundo protocolo de
CHEUNG ef al. (1993) modificado por CarvaLHo & Viera (2001).
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A reacdo de amplificagdo foi conduzida em volume total
de 25 pl, contendo 15-30ng de DNA, 1X PCR buffer, 3 mM de
MgCl, 100 pM de cada dNTP, 5 pmol de iniciador (Operon
Technologies Inc. Alameda, CA.), 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen) e dgua Milli-Q estéril para completar o volume fi-
nal. A PCR foi realizada em termociclador PTC-100™ (M]
Research, Inc. Watertown, MA), utilizando-se os seguintes ciclos
de temperatura: desnaturacdo inicial a 94°C por trés minutos,
41 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento a
35°C por um minuto e extensdo a 72°C por dois minutos, e ex-
tensao final a 72°C por quatro minutos. Cada reac¢ao foi repetida
uma a duas vezes para confirmacdo da posicao e reprodutibilidade
das bandas. Controles negativos foram incluidos. Seis iniciado-
res, OPA-11, OPY-02, OPY-05, OPY-15 e OPY-16, foram utiliza-
dos para comparacgdo entre os diferentes individuos.

Eletroforese

Os produtos de PCR foram fracionados em gel de agarose
1,5% contendo 0,5X TBE, a 5V/cm durante trés horas e cora-
dos com solucdo de brometo de etidio (0,5-1 pg/ml) por 20-30
minutos. Como marcador de peso molecular foi utilizado 100pb
DNA Ladder (Invitrogen). A captura das imagens (sob luz ultra-
violeta) e o calculo do peso molecular aproximado das bandas
foram realizados com auxilio do sistema Kodak Digital Science
EDAS 120.
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Figura 2. Comparacdo entre os fragmentos amplificados através de PCR-RAPD, em individuos de mesma progénie, obtidos com o
iniciador OPY-10. Anopheles cruzii (a, b, c) e Anopheles bellator (g, k). (M) marcador 100pb DNA Ladder (Invitrogen). Letras iguais

indicam individuos irmaos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis obtidos através da amplificacio do DNA de
Anopheles (K.) cruzii e Anopheles (K.) bellator com os iniciadores
OPA-11, OPY-02, OPY-05, OPY-10, OPY-15 e OPY-16 revelaram
grande numero de fragmentos polimorficos, indicando consi-
derével variabilidade genética entre individuos irmaos, a qual
é variavel de acordo com o iniciador utilizado. Nas figuras 1 a
4, sdo apresentados os perfis obtidos com os iniciadores OPY-
15, OPY-10, OPY-16 e OPA-11, nas diferentes progénies das duas
espécies analisadas.

A sensibilidade da PCR-RAPD na deteccdo de polimor-
fismos € grande, sendo possivel a identificacdo de gendtipos e
obtencdo de “fingerprints” gendmicos. Desta forma, os polimor-
fismos observados podem ser resultantes de pequenas altera-
¢oes na seqiiéncia de DNA de diferentes individuos, decorren-
tes de mudancas na seqiiéncia do sitio de iniciacdo (insercoes/
dele¢des/substitui¢des) ou de alteracdes que modifiquem o ta-
manho da seqiiéncia a ser amplificada (inser¢oes/delecdes).
Diferencas em apenas um par de bases podem ser detectadas

pela técnica (WiLLiams et al. 1990) e por isso, grande ntimero de
polimorfismos pode ser revelado em individuos proximamen-
te relacionados, inclusive irmaos.

Dentre os fragmentos obtidos em Anopheles (K.) cruzii, al-
guns foram observados em todas as progénies, enquanto outros
se mostraram exclusivos a determinada familia ou a um conjun-
to de individuos dentro da progénie. Por exemplo, os fragmen-
tos de aproximadamente 2550pb, 2250pb, 1350pb e 880pb (OPY-
05), 550pb (OPY-10), 1120pb e 1150pb (OPY-02), 1300pb (OPA-
11) e 2500pb (OPY-15) foram amplificados em todas as progéni-
es, enquanto a banda de aproximadamente 650pb amplificada
com o iniciador OPY-10 foi observada somente em alguns indi-
viduos da progénie B. Em Anopheles (K.) bellator, também foram
observadas diferencas quanto ao padrao de bandas geradas en-
tre individuos irmdos e entre progénies, e todos os iniciadores
foram capazes de revelar polimorfismos. As bandas de 2300pb,
2000pb e 1200pb (OPY-02), 1000pb (OPY-10), 1700pb (OPA-11)
e 470pb e 570pb (OPY-16) foram observadas em todas as famili-
as analisadas, enquanto as demais foram polimorficas entre in-
dividuos irmaos e/ou entre as progénies.
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Figura 3. Comparacdo entre os fragmentos amplificados através de PCR-RAPD, em individuos de mesma progénie, obtidos com o
iniciador OPY-16. Anopheles cruzii (a, b, c) e Anopheles bellator (g, k). (M) marcador 100pb DNA Ladder (Invitrogen). Letras iguais

indicam individuos irmaos.

Em Culicidae, poucos trabalhos tém analisado a variabi-
lidade genética entre individuos irmaos e, portanto, torna-se
dificil a comparagdo com os resultados aqui obtidos. Entretan-
to, os polimorfismos observados entre individuos de mesma
geracdo filial podem estar associados ao tipo de reproducdo
exibido pelas espécies, tendo em vista que a reproducao sexuada
constitui-se num dos principais mecanismos responséaveis pela
amplificacdo da variacdo genética. Em organismos com esse
tipo de reproducdo, o niimero de polimorfismos detectados pela
PCR-RAPD ¢ grande e os loci considerados polimérficos podem
estar presentes em um ou ambos parentais (BALLINGER-CABTREE et
al. 1992). No presente trabalho, apenas fémeas foram coletadas
e como nao foi possivel a manutencdo de espécies de Anopheles
(Kerteszia) em laboratério, ndo foi permitido verificar a segre-
gacao das bandas de parentais para descendentes e nem o pa-
drao de heranca. Porém, algumas bandas RAPD podem segre-
gar como marcadores mendelianos (Favia et al. 1994, Tavares et
al. 2001). Favia et al. (1994) verificaram que quando uma fé-
mea de Anopheles (Cellia) gambiae Gilles, 1902 heterozigota para
um dado locus RAPD era cruzada com um macho que ndo apre-
sentava determinado fragmento, a presenca dessa banda era
observada em parte da progénie, 8 em 18.

Outra possibilidade para explicar o nimero de fragmen-
tos polimoérficos entre individuos irmados nas espécies analisa-
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das, envolve a cépula com mais de um macho. Embora em Aedes
(Stegomyia) aegypti, as fémeas tornem-se refratarias a subsequentes
copulas devido a acao de substancias produzidas pelas glandulas
acessorias do macho, em Anopheles existem evidéncias de que
podem ocorrer multiplas copulas (KLowpex 2001). Em Anopheles
(C.) gambiae, por exemplo, o macho produz uma massa gelati-
nosa que forma um tampao de cépula para impedir a fertiliza-
¢do da fémea por outros individuos. Entretanto, esta protecao
nao é efetiva e o tampdo pode ser dissolvido em menos de 24
horas (Forarrint 2002), permitindo que a fémea possa ser fecun-
dada mais de uma vez. Como os exemplares analisados sdo ori-
gindrios de fémeas fecundadas em campo, nao héa garantia de
que todos os individuos produzidos por uma mesma fémea se-
jam resultantes da cépula exclusiva com um macho.

Apesar do grande namero de bandas geradas pela PCR-
RAPD, poucas podem constituir caracteres informativos para
estudos taxondmicos ou para caracterizacdo de diferentes po-
pulacdes dessa espécie, pois mostraram-se altamente polimor-
ficas entre individuos irmaos. Desta forma, o estudo da varia-
bilidade em progénies permite o melhor reconhecimento de
fragmentos variaveis dentro da espécie, e que poderiam ser er-
roneamente utilizados como caracteres taxonomicos para iden-
tificacdo de espécies semelhantes ou indistinguiveis morfologi-
camente (cripticas), especialmente quando poucas amostras sao
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Figura 4. Comparacdo entre os fragmentos amplificados através de PCR-RAPD, em individuos de mesma progénie, obtidos com o
iniciador OPA-11. Anopheles cruzii (a, b, c) e Anopheles bellator (g, k). (M) marcador 100pb DNA Ladder (Invitrogen). Letras iguais

indicam individuos irmaos.

analisadas. Além disso, a andlise de individuos irmaos permite
o melhor entendimento da variabilidade dentro e entre dife-
rentes popula¢des, ou seja, se certa heterogeneidade quanto
aos fragmentos RAPD amplificados é observada entre indivi-
duos de mesma geracao filial, conseqiientemente, grande vari-
abilidade genética entre individuos de uma populagado local ou
de localidades diferentes também ¢é esperada. A utilizacdo de
PCR-RAPD em diferentes populacdes de Anopheles (K.) cruzii
deverd revelar consideravel diversidade genética, com poucas
bandas sendo constantes em todas as amostras analisadas.
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