Biologia de Anofelinos amazdnicos. V. Polimorfismo
cromossomico de Anopheles darlingi Root (Diptera, Culicidae)(

Resumo

Foi analisado o polimorfismo cromossémico de
Anopheles darlingi, cuja amostra foi obtida na Rodovia
BR-174 (Manaus/Boa Vistd). Foram descritas duas no-
vas inversdes independentes, estendendo-se para doze
o nimero de rearranjos de A. darlingi. Trés regides
de despareamento também foram descritas, sendo uma
no cromossomo X e duas no cromossomo 2. Ocorreu
uma alta incidéncia de inversdes no estado heterozigo-
to e o nimero médio por individuo foi elevado (4,13 =
0,13). As freqiiéncias elevadas e significativas de he-
terozigotos para a maioria das inversdes foram inter-
pretadas como indicativas de uma adaptabilidade maior
dos mesmos em relagdo & heterogeneidade ambiental.
Os testes para associacdo de Inversdes evidenciaram
a ocorréncia de uma associagdo intracromossémica
(bracos 3R e 3L) e quatro intercromossdmicas (cromos-
somos X - 3 e 2 - 3). Os dados de polimorfismo cro-
mossdémico de Anopheles darlingi corroboram a hipéte-
se de que populagdes centrais da drea de distribuicéo
geogréafica de uma espécie sdo mais polimérficas que
as populacdes marginais. As populagdes de A. darlingi
da Amazbdnia sdo altamente polimérficas quando com-
paradas com as populacdes do sul nas quais foram fi-
xados determinados arranjos com reduzido polimorfis-
mo.

INTRODUGAO

Anopheles darlingi, do subgénero Nysso-
rhynchus, é o principal vetor da malaria huma-
na no Brasil, sendo, praticamente, o transmis-
sor em todo o interior do pais (Rachou, 1958;
Ferrzira, 1964) . Esta espécie apresenta uma
ampia distribuicao geogréfica, ocorrendo desde
o México até o norte da Argentina (Forattini,
1962; Kreutzer et al.,, 1972; Pessoa & Martins,
1978) . No Brasil, foi constatada em todos os
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estados brasileiros, com exceg¢do de Santa Ca-
tarina e Rio Grande do Sul (Ferreira, 1964) .

Os primeiros registros relativos ao polimor-
fismo cromossomico de Anopheles darlingi
foram realizados por Guedes et al. (1957),
Schreiber & Guedes (1960, 1961) . Esses auto-
res assinalaram a ocorréncia de duas inversoes
em um dos autossomos no estado heterozigoto,
de material procedente da regido de Bocaiuva
(MG) . Posteriormente, Kreutzer et al. (1972)
realizaram um estudo mais amplo e descreve-
ram nove inversdes independentes e um arran-
jo complexo. Analisaram duas populagoes
brasileiras, uma da Amazonia e outra do sul
do pais, e verificaram que a populagéo do norte
é altamente polimérfica quando comparada
com a populacdo do sul. Esta dltima, segundo
os autores, aparentemente fixou determinados
arranjos com reduzido polimorfismo.

Com o objetivo de contribuir para o conhe-
cimento do polimorfismo cromossémico de
Anopheles darlingi, neste trabalho sao apresen-
tados dados relativos a uma populagdo da
Amazoénia, em uma drea onde a maléria é en-
démica.

MATERIAL E METODOS

A amostra de Anopheles darlingi analisada
foi obtida no Km 137 da Rodovia BR-174 (Ma-
naus/Boa Vista), nos meses de outubro e no-
vembro de 1976. A regido caracteriza-se por
uma alta incidéncia de casos de malaria, sende
as infeccOes causadas por Plasmodium vivax e
P. faiciparum (Ferraroni & Hayes, 1979). E uma
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area de colonizacdo recente (1973-1974) e as
linhagens de P. falciparum apresentaram resis-
téncias as cloroquinas (Ferraroni et al., 1977) .
Amostra de A. darlinngi da regido revelaram
um comportamento de resisténcia ao DDT
(Hayes & Chariwood, 1977) .

As laminas foram preparadas a partir de
larvas de 49 estddio e os cromossomos das
glandulas salivares foram analisados. A téc-
nica empregada foi a de French et al. (1962) .
As fémeas coietadas na natureza foram trans-
portadas para o laboratério e postas para de-
sovar individualmente. Apés a eclosao, as
larvas oriundas de cada desova foram mantidas
até o 4% estadic e entdo utilizadas no preparo
das laminas. De cada desova foram feitas, em
média, quatro laminas. O meio de montagem
da Zeiss para contraste de fase-L15 (nD=
1,615) foi utilizado nas preparagdes perma-
nentes.

RESULTADOS

As populactes de Anopheles darlingi estu-
dadas por Kreutzer et al. (1972) eram proce-
dentes de Manaus-ltacoatiara, Estado do Ama-
zonas e de Araraquara, Estado de Séo Pauio.
As nove inversdes independentes, descritas
por esses autores, estdo distribuidas em todos
os cromossomos da seguinte forma: uma no
cromossomo X e designada In(1)1; trés no 2R
e designadas In(2R)1, In(2R)2 e In(2R)3; uma
no 2L, In(2L)1; e duas em cada um dos bragos
do cromossomo 3: In(3R)1, In(3R)2 e In(3L) 1,
In(3L)2.

O arranjo complexo esta localizado no bra-
¢o 2L e € designado arranjo “Manaus” (Kreut-
zer et al.,, 1972) . Em relagéo a este brago cro-
mossOmico, além do arranjo “Manaus”™ ocorre
também um outro arranjo descrito pelos mes-
mos autores, denominado “Araraquara”, que
apresenta a inversdo (2L)1 no estado homozi-
goto, cujos limites sdo 22A-21A. O arranjo
“Manaus” contém, além da inversao (2L)1,
uma nova inversdo, designada In(2L)2, a qual
é superposta em relacao a primeira, abrangen-
do as regides 22B-22A em In(2L)1 e as regides
21B-20A ford dos limites dessa inversdo.

INo presente trabalho, a analise da amostra
da populacdo do Km 137 da BR-174 revelou

354 —

duas novas inversoes e trés regides de despa-
reamento (Fig. 1). Uma inversdo esta locali-
zada no cromossomo 2R, na regido proximal e
a ouira no cromossomo 3R, entre as inversdes
(3R)1 e (3R)2. Uma das regides de desparea-
mento estd localizada na extremidade proximal
do cromossomo X; a segunda na extremidade
distal do 2R e a terceira no inicio do ultimo
terco na extremidade proximal do cromossomo
2L. Na determinacado dos limites das duas in-
versoes e das regides de despareamento foi
utilizado o mapa cromossdmico proposto por
Kreutzer et al. (1972), o qual é considerado
como arranjo padrédo tendo sido preparado ne-
los autores a partir de uma populagdo de Ma-
naus.

A inversdo localizada no braco 2R, logo
ap6s a in(2R) 3, préximo a regido centromeérica,
abrange desde aproximadamente 2/3 da regiéao
14A até a regido mediana de 14C. A inversdo
localizada nc 3R abrange uma parte da regiéo
32B e a regiao 33A. As inversdes foram desig-
nadas 2Rd e 3Rc, respectivamente, seguindo-se
a denominagado usualmente utilizada em Dro-
sophila, particularmente por Wassermann
(1963), Carson et al. (1967), Bicudo (1973) e
para Anopheies stephensi e A. superpictus por
Coluzzi et ai. {1973). As inversdes descritas
por Kreutzer et al. também foram redenomina-
das seguindo-se esta mesma nomenclatura. Na
tabela 1 constam todas as inversbes de A.
darlingi descritas, com as denominacdes ante-
riores ¢ as adotadas para este trabalho. No
diagrama da figura 2, as inversdes estao re-
presentadas scgundo as delimitacoes feitas
por Kreutzer et al., com excegdo de 2Rd e 3Rc.
cujos limites foram determinados neste traba-
lho.

As trés regides de despareamento também
estdo representadas na fig. 2, sendo que a pri-
meira, localizada no cromossomo X, abrange
desde a regidao mediana de 4B até a parte final
de 5B. A segunda, situada na extremidade
distal do brago R do cromosso 2, envolve toda
a regido 6 e parte de 7A. A terceira regido
localizada no cromossomo 2L, compreende
parte da 18A e inteiramente a 18B.

Na tabela 2 sdo apresentadas as freqiién-
cias de fémeas que produziram descendentes
com os desparcamentos. E apresentada tam-
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bém a freguéncia com que os despareamentos
foram detectados entre os descendentes de
cada fémea. O fato de terem sido constatados
entre os descendentes de cada fémea indivi-
duos com pareamento normal e individuos com
despareamento para as regides consideradas,
torna-se evidente que na populagédo ocorrem
as duas formas cromossoénicas. Os dados da

tabela 2 indicam que feram mais freqiientes as
fémeas que produziram descendentes com des-
pareamento no cromossomo X e 2L, represen-
tando 41% e 52% respectivamente, do total
de fémeas analisadas em cada caso.

Em relacdo ao cromossomo X, foram compu-
tadas apenas as larvas fémeas. Foram anali-
sados 50 individuos, descendentes de 13 fé-

Fig. 1%~ A — Inversdo 2Rd do brago 2R (seta ,) e regido de despareamento do brago 2L (seta,). B — Despareamen-
to da regido proximal do cromossomo X (seta ;) e associacdo ao nucléolo, indicando que este cromossomo é organi-
zador do nucléolo. C — Despareamento da regido distal do brago 2L (seta,). D — Inverséo 3Rc do braco 3R (seta;).
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meas, e 52% apresentaram despareamento.
Para o cromosscmo 2R, o nimero de individuos
analisados foi de 32, descendentes de 7 fé-
meas, e exatamente 50% mostraramn o despa-
reamento. Quanto ao cromossomo 2L, foi ana-
lisado o maior nimero de individuos — 73,
descendentes de 16 fémeas, e 40% apresenta-
ram despareamento.

A analise da constituicdo cromossdmica
dos 32 fémeas estudadas foi realizada reco-
nhecendo-se os homozigotos para o arranjo
padrdao (PP), homozigotos para o arranjo das
inversoes (ll) e heterozigotos (PI). Os resul-
tados mostraram que nenhuma das fémeas
analizadas produziu descendentes homozigotos
para os trés pares de cromossomos simulta-
neamente. Na tabela 3, sao apresentadas as
fregiiéncias de fémeas que produziram descen-
dentes homozigotos e fémeas que produziram
descendentes homo e heterozigotos para cada
uma das inversdes nos trés pares de cromos-
somos. Em uma primeira observacgao, verifica-
se que ocorre elevada incidéncia de fémeas
que produziram descendentes homo e heterozi-
gotos para as diferentes inversoes. Os valores
foram especialmente altos para 2Rb, 2Rc, 2Lb,
3Rb e 3La. Resultados opostos foram verifica-
dos para a inversdo 2Ra, cuja freqiiéncia de
homo e heterozigotos foi apenas de 8% . Para
o cromossomo X, também foi elevada a fre-
qiténcia de homozigotos (75%) . Valores inter-
med:arios ccorreram para as inversdes 3Ra e
3Lb.

Para a analise das freqiiéncias das inver-
sdes, todos os descendentes das 32 fémeas
estudadas foram reunidos, totalizando 118 in-
dividuos. Na tabela 4 constam as freaiiéncias
observadas para os trés pares de cromosso-
mos, considerando-se os arranjos PP, Pl e Il.
Os dados para o cromossomo X referem-se
apenas as larvas fémeas analisadas e as fre-
qiiéncias verificadas s@o coincidentes com
aquelas observadas na tabela 3. FéEmeas homo-
zigotas para o arranjo da inversdo Xa nio fo-
ram detectadas. Em relagdo ao cromossomo
2R, as férmulas cromossémicas PP, Pl e Il fo-
ram observadas para as inversoes 2Ra e 2Rc.
Individuos Romozigotos 2Rb ndo foram obser-
vados. Homozigotos 2Ra para o arranjo padrio
(PP) foram os mais freqlientes (85%). Para
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TABELA 1 — Inversbes de Anopheles darlingi com as
denominagdes de Kreutzer et al. (1972)
e as adotadas neste trabalho.

Inversao
Cromossomo

denominacéo denominacao
de Kreutzer et al. neste trabalho

X In (1)1 Xa

2R In (2R)1 2Ra

In (2R)2 2Rb

In (2R)3 2Rc

— 2Rd

2L In (2L)1 2La

Arranjo 2Lb

‘(Manaus’}

3R In (3R)1 3Ra

In (3R)2 3Rb

-— 3Rc

3L In (3L)1 3La

In (3L)2 3Lb

2Rb, os heterozigotos foram os mais frequentes
(63%): contudo, os homozigotos para o arran-
jo padrao (PP) também apresentaram freqién-
cias elevadas (37%). No caso de 2Rc, os he-
terozigotos mostraram os niveis mais altos
(84%); os homozigotos para o arranjo padréo
(PP) e para a inversao (Il) apresentaram fre-
quiéncias baixas (13% e 3%, respectivamente).
A inversdao 2Rd foi computada apenas no es-
tado heterozigoto porque os homozigotos PP
e Il nado foram diferenciados. Essa inverséo
ocorreu em niveis proximos daqueles observa-
dos para Xa (24%) .

As trés férmulas cromossdmicas também
foram verificadas para 2Lb. Individuos homo-
zigotos para o arranjo padrao (PP) e heterozi-
gotos (PI) foram os mais freqlientes, porém
os ultimos apresentaram os niveis mais altos
(63%) . Individuos homozigotos para 2Lb re-
presentaram apenas 8% da amostra analisada.

Para o cromossomo 3, os trés arranjos fo-
ram observados para todas as inversdes, com
excecao de 3Rb, cujos homozigotos para o ar-
ranjo da inversdo (ll) ndo foram detectados.
A inversdo 3Rc também foi computada apenas
no estado heterozigoto e na freqiiéncia de 18%.
Valores aproximadamente iguais foram obser-
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Fig. 2 — Diagrama das inversdes e regides de despareamento de Anopheles darlingi. ———— = inversdes pre-
viamente descritas. -------- = inversdes novas, [T | = regides de despareamento.
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vados para os arranjos PP e Pl da inversdao 3Ra
(respectivamente, 49% e 48%) . Para 3Rb, os
valores para os arranjos PP e Pl também foram
proximos, porém com divergéncia maior (46%
e 54%]. Para o brago 3L, as freqiiéncias ob-
servadas dos arranjos PP e Pl para 3La e 3Lb
foram opostos para as duas inversdes. Enquan-
to na primeira foi mais freqiiente o arranjo PI
(6092), na segunda foi o arranjo PP (65%) .
A observacao dos dados da tabela 4 possi-
bilita visualizar que a classe dos heterozigotos
(P1) . para as diferentes inversdes, ocorreu em
freqliéncias superiores a 50% em 5 dos 9 ca-
sos analisados, nos quais os trés arranjos fo-
ram estudados. Possibilita visualizar também
que a classe dos homozigotos PP €, freqliente-
mente, muitas vezes maior que a dos homozi-
gotos Il. Na tabela 5 s@o apresentados os des-
vios entre as fieqliéncias observadas e espe-
radas segundo o teorema de Hardy-Weinberg,
calculados a partir dos dados constantes na
tabela 4, para os trés arranjos de todas as in-
versoes. O qui-quadrado nao foi calculado no
caso das inversGes Xa, 2Ra e 3Lb, pois existem
freqiiéncias esperadas abaixo de 5. No entanto,
por inspecdo dos dados, torna-se evidente que
ndo existem diferengas estatisticas entre o
observado e o esperado para as inversdes Xa
e 3Lb. Nao se pode tirar conclusées em rela-
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cdo a inversdo 2Ra. Para as demais inversoes,
os desvios foram significativos e os valores
observados para a classe dos heterczigotos
foram maiores que os esperados, segundo o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Alguma morta-
iidade diferencial favorecendo os heterozigotos
e discriminando contra os homozigotos deve
ocorrer na popuiacéo.

As inversbes dos trés pares de cromosso-
mos foram testadas quanto a ocorréncia de
associacdn, por meio do qui-quadrado. Para
anélise, uma inversdo foi considerada em re-
lacdc a outra e os testes foram intra e inter-
cromossdmicos. No primeiro caso, fcram ve-
rificadas as inversdes dentro de cada braco
cromossomico e entre os dois bracos de cada
cromossomo e no segundo caso, as inversdes
de um cromossomo em relagdo as de outro.
Como a andlise cromossomica foi desenvolvi-
da reconhecendo-se os homozigotos para o ar-
ranjo padrdo, para o arranjo da inversdo e 0s
heterozigotos, em cada teste de associacdo
era possivel verificar nove combinacdes. No
entanto, como a classe dos homozigetos para
o arranjo da inversdo mostrou sempre freqiién-
cias baixas e foi mesmo inexistente em alguns
casos (tabela 4), os testes foram realizados
considerando-se apenas as classes dos homo-
zigotos para o arranjo padrdo e heterozigotos.
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Desta forma, apenas quatro combinacdes foram
testadas em cada caso, e uma tabela de con-
tingéncia 2 x 2 foi utilizaca,

Na tabela 6 constam os dados relativos aos
testes de associagdo intracromossdomico. Con-
siderando as inversdes dentro de cada brago
crornossdmico, foram possiveis quatro combi-

nagdes no braco 2R e uma combinacdo para
cada um dos bracos do cromossomo 3. Os
desvios nao foram significativos para o cro-
mossomo 2 nem para o 3. Entre as inverstes
dos dois bragos de cada cromossomo, de sete
combinagdes possiveis, uma apresentou o va-
lor de qui-quadrado significativo — 3Rb x 3Lb

TABELA 2 — Fregiiéncia de fémeas que produziram descendentes com despareamento nos cromossomos X e 2 e fre-
giiéncia do despareamento entre os descendentes de cada fémea. ( ) = percentagem.

total de fémeas

Cromossomo ;
analisadas

descendentes
analisados em

fémeas que produ-
ziram descendentes
com despareamento

descendentes

pareamento
normal

cada caso despareamento

X 32 13(41)

2R 29 7(24)

2L 3 16(52)
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total 73 44(60) 29(40)
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TABELA 3 — Fragiiéncias de fémeas que produziram descendentes homozigotos, e homo e heterozigotos para cada
uma das inversbes dos trés pares de cromossomos.

Homozigoto %

Homo e Heterozigoto %

Namero de fémeas inversao inversao
Cromossomo arallsadis
a b c a b [+
X 32 75 — — 25 — —
2R 29 92 28 8 8 72 92
2L 31 — 16 —_ —_ 84 —_—
3R 27 37 30 —_— 63 70 —_
3L 30 17 43 — 83 57 —

(X,* = 5,557; P < 0,05). Para as combinagdes
2Ra x 2Rb (dertro de cada brago cromossomi-
co) e 2Ra x 2L» (entre os bragos de cada cro-
mossomo) o qui-quadrado ndo foi calculado
pois existem freqiiéncias esperadas abaixo de
5. Entretanto, os valores observados e espera-
dos s@c proximos, tornando evidente que néo
existem diferencas significativas. Porém em
relacdo a 2Ra x 2Rc os dados ndo permitem
conclusdes.

Os testes para combinacdes intercromos-
sdmicas (tabela 7) revelaram que a grande
maioria das inversdes se distribuem ao acaso,
como ocorreu também para as combinagdes
intracromossomicas. De 24 combinacoes tes-
tadas no total, quatro apresentaram valores de
qui-quadrado significativo. Para os testes en-

tre os cromossomos X e 2 ndao ocorreram com-
binacoes significativas. Das quatro combina-
coes possiveis entre os cromossomos X e 3,
duas apresentaram desvios significativos —
Xa x 3Rb (X? = 4549; P < 0,05) e Xa x 3lb
(Xi? = 4,933; P < 0,05). Os testes entre as
16 combinagOes para os cromossomos 2 e 3
evidenciaram que 2Rc x 3Ra e 2Lb x 3Ra nao
se distribuem ao acasoc e os valores de qui-
quadrado foram, respectivamente, 5,135; P <
0,05 e 5,754; P < 0,05. Pelas mesmas razoes
ja expostas quando da descricdo da tabela 6,
o qui-quadrado nao foi calculado para as com-
binagboes Xa x 2Ra, Xa x 2Rc, 2Ra x 3Ra, 2Ra x
3Rb, 2Ra x 3La, 2Ra x 3Lb e 2Rc x 3Lb. Contu-
do, a observacdc dos dados possibilita verificar
que ndo existem desvios estatisticamente sig-

TABELA 4 — Fregiiéncias dos arranjos na descendéncia das fémeas analisadas. P = arranjo padrao; | = arranjo

da inverséo.

Nimero de descendentes

Cromossomo Inverséao

Arranjos observados %

analisados PP PI I

» Xa 77 75 25 0
2R 2Ra 94 85 S o
2Rb 98 a7 63 0

2Rc 105 13 84 S

2Rd 105 = o -

2L 2Lb 118 29 63 8
3R 3Ra 11 49 48 3
3Rb 89 46 54 0
3Rc 89 - " =

L]
aL 3La 111 39 60 1
3Lb 100 65 32 P
Biologia. .. =



TABELA 5 — Fregiiéncias observadas e esperadas dos arranjos e as respectivas diferencas e valores de qui-qua-
drado. P = arranjo padrdo; | = arranjo da inverséo.

Arranjos
Cromossomo inverséo Xz
PP PI 1l d
X Xa obs. 59 19 0
esp. 59,2 16,6 1,2
dif. — 1,2 + 24 — 1.2 4+
2R 2Ra obs. 79 5 10
esp. 70,6 21,7 1,7
dif. + 84 — 16,7 + 83 <+
2Rb obs. 36 62 0
esp. 45,8 42,4 9.8
dif. — 98 + 19,6 — 98 20,96***
2Rc obs. 14 88 3
esp. 32,0 519 21,1
dif. — 18,0 + 36,1 — 181 50,76***
ZL 2Lb obs. 34 75 9
esp. 433 56,4 18,3
dif. — 93 + 18,6 — 93 12,86***
3R 3Ra obs. 55 53 3
esp. 59,8 433 7.9
dif. — 48 + 97 — 49 560*
3Rb obs. 41 48 0
esp. 474 35,1 6,5
dif. — 64 + 129 — 6,5 {24Qnre
3L 3La obs. 44 66 1
esp. 53,5 471 10,4
dif. — 95 + 189 — 94 2 Y e
3Lb obs. 65 32 a
esp. 65,6 308 3,6
dif. — 06 + 1,2 — 0,6 +
* = Pg005 *** = P 0005 4 = qui-quadrado ndo calculado.

nificativos para as cinco ultimas combinacdes.
O mesmo ndo se estende as duas primeiras.
cujos dados na@o possibilitam conclusoes.

Nas tabelas 8 e 9 sdo apresentados dados
sobre testes de associacao envolvendo as trés
regibes de despareamento. Na primeira sao
apresentados os resultados sobre as associa-
coes entre as regioes de despareamento e as
inversoes de cada braco cromossOmico, e na
segunda entre as regidoes de despareamento
do cromossomo X e 2. Em relagéo a tabela 8,
os homozigotos para o arranjo das inversdes
também nao foram considerados nas combina-
coes, comowocorreu para os dados das tabelas
6 e 7. De cinco combinagGes possiveis, o qui-
quadrado foi calculado para trés e nao foi sig-
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nificativo em nenhuma delas. Para 2Ra e 2Rc,
a observacdo dos dados também mostra que
ndo existem diferencas significativas. Nas
combinagdes entre as regides de despareamen-
to (tabela 9) também nao ocorrem desvios
significativos. Embora os valores de qui-qua-
dradc ndo tenhzm sido calculados, os observa-

dos e os esperados sdc préximos em todas as
combinacoes.

DiIscussAO

Populacdes naturais de Anopheles freqlien-
temente apresantam polimorfismo cromosso-
mico de inverstes. Estudos intensivos em cro-
mossomos politénicos de glandulas salivares
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e de células nutritivas de ovérios possibilita-
ram evidenciar espécies com elevado polimor-
fismo cromossémico e espécies moderada-
mente polimérficas. Espécies monomérficas
também tém gsido detectadas (White, 1974,
Kitzmiller, 1976) . Anopheles darlingi, analisa-
da no presente trabalho, esta incluida entre as
primeiras e apresenta 10 rearranjos resultantes
de nove inversoes independentes e duas possi-
velmente superpostas (Kreutzer et al., 1972).
A descricdo de duas novas inversdes, a partir
da analise da populegdo do Km 137, possibili-
tou elevar para doze o numero de rearranjos
de A. darlingi, corroborando assim os dados
existentes na literatura de que a espécie é
altamente polimérfica. Anopheles gambiae es-
pécic B da Africa também é considerada espé-

cie de elevado polimorfismo e apresenta doze
inversbes distintas. Anopheles messeae apre-
senta um ndmero mais elevado de inversoes
tendo sido descritas 27 diferentes inversoes
autossdmicas em amostras procedentes de
trés localidades da Bulgaria (Kitzmiller, 1976).

As inversdes de Anopheles darlingi distri-
buem-se por todos os cromossomos, nao ha-
vendo, de acordo, com o teste de qui-quadrado
que realizamos. ocorréncia preferencial em
quaiquer um dos cromossomos ou mesmo em
qualquer um dos bracos dos cromossomos. O
braco 2R, sendo o mais longo do lote, apresen-
ta o maior nimero de inversdoes. O mesmo
fendmeno também foi observado para algumas
espécies de Drosophila, nas quais as inver-
sbes distribuem-se entre o0s cromossomos

TABELA 6 — Associacdo de inversdes: analise intracromossémica de cada braco (bloco superior) e entre os dois

bracos de cada cromossomo (bloco inferior). P = homozigoto para o arranjo padrdo; | = homozigoto
para a inversdo; H = heterozigoto.
2
Cromossomo Inversoes Larvas P xP P H HxP HxH X
computadas 1
2R 2Ra x 2Rb 82 obs. 33 45 3 1
esp. 34,24 43,76 1,76 2,24 -
2Ra x 2Rc 83 obs. 9 70 3 1
esp. 11,42 67,58 0,58 3,42 +
2Rb x 2Rc 95 obs. 6 30 5 54
esp. 417 31,83 6,83 52,17 1,463
3R 3Ra x 3Rb 84 obs. 21 28 19 16
esp. 23,33 25,67 16,67 18,33 1,066
3L 3La x 3Lb 95 obs. 32 9 33 21
esp. 28,05 12,95 36,95 17,05 3,098
2 2Ra x 2Lb 83 obs. 26 53 2 2
esp. 26,65 52,35 1,35 2,65 -
2Rb x 2Lb 92 obs. 12 24 17 39
esp. 11,35 24 65 17,65 38,35 0,089
2Rc x 2Lb 97 obs. 4 9 30 54
esp. 4.56 8,44 29,44 54,56 0,122
3 3Ra x 3La 99 obs. 20 28 24 27
esp. 21,33 26,67 22 67 28,33 0,290
3Ra x 3Lb 91 obs. 28 21 31 11
esp. b § i 17,23 27,23 14,77 2,756
3Rb x 3La 84 obs. 19 21 24 20
esp. 20,48 19,52 22,52 21,48 0,418
® 3Rb x 3Lb 84 obs. 30 10 22 22
esp. 2476 15,24 27,24 16,76 5,557
* = P 005 4 = qui-quadrado ndo calculado,
Biologia. . . = 361



TABELA 7 — Associacao de inversdes: anélise intercromossdémica, considerando os trés pares de cromossomos. P =
homozigoto para o arranjo padrao; | = homozigoto para a inversao; H = heterozigoto.

Cromossomo Inversdes Larvas PXP PxH HxP HxH xz
computadas 1
Xx2 Xa x 2Ra 55 obs. 41 1 10 3
esp. 38,95 3,05 12,05 0,95 -+
Xa x 2Rb 65 obs. 22 29 8 6
esp. 23,54 27,46 6,46 7.54 0,869
Xa x 2Rc 66 obs. 4 47 5 10
esp. 6,95 44,05 2,05 12,95 -+
Xa x 2Lb 68 obs. 17 35 5 e
esp. 16,82 35,18 5,18 10,82 0,012
Xx 3 Xa x 3Ra 70 obs. 31 20 10 9
esp. 29,87 21,13 11.13 787 0,380
Xa x 3Rb 68 obs. 35 17 6 10
esp. 31,35 20,65 9,65 6,35 4,549*
Xa x 3la 72 obs. 25 28 7 12
esp. 23,56 29,44 8,44 10,56 0,600
Xa x 3Lb 67 obs. 38 12 8 9
esp. 34,33 15,67 11,67 5,33 4,933*
2x3 2Ra x 3Ra 66 obs. 27 36 2 1
esp. 27,68 35,32 1,32 1,68 o
2Ra x 3Rb 73 obs. 38 30 3 2
esp. 38,19 29,81 2,81 2,19 -
2Ra x 3la 82 obs. 37 40 3 2
esp. 37,56 39,44 2,44 2,56 o
2Ra x 3Lb 79 obs. 55 19 5 0
esp. 56,20 17,80 3.80 1,20 g
2Rb x 3Ra 97 obs. 18 18 35 26
esp. 19,67 16,33 33,33 27,67 0,497
2Rb x 3Rb 85 obs. 17 16 24 28
esp. 15,92 17,08 25,08 26,92 0,231
2Rb x 3lLa 92 obs. 20 16 24 32
esp. 17,22 18,78 26,78 29,22 1,413
2Rb x 3Lb 20 obs. 29 7 36 18
esp. 26,00 10,00 39,00 15,00 2,077
2Rc x 3Ra 110 obs. 1 3 41 45
esp. 6,62 6,11 45,38 41,89 5,135*
2Rc x 3Rb 79 obs. 5 5 36 33
esp. 5,19 4,81 35,81 33,19 0,017
2Rc x 3lLa 89 obs. 7 7 37 38
esp. 6,92 7,08 37,08 37,92 0,002
2Rc x 3Lb 91 obs. 9 5 56 21
esp. 10,00 4,00 55,00 22,00 -+
2Lb x 3Ra 101 obs. 12 21 42 26
esp. 17,64 15,36 36,36 31,64 5,754"
2Lb x 3Rb 85 obs. 10 16 31 28
esp. 12,54 13,46 28,46 30,54 1,432
2lb x 3la 94 obs. 16 14 26 38
esp. 13,40 16,60 28,60 35,40 1,339
» 2Lb x 3Lb 94 obs. 23 6 42 23
esp. 20,05 8,95 4495 20,05 2,034
* = P 005 4 = qui-quadrado ndo calculado,
362 — Tadei et al.



TABELA 8 — Anélise das associacoes entre as regides de despareamento e as inversdes de cada braco cromossémi-
mo. Des. = regides de despareamento; homo = homozigoto para as regides de despareamento. P =

homozigoto para o arranjo padrdo; H =

he terozigoto.

: . Larvas P P H H 5
AVENS20 computadas X X X X X,
desp homo desp homo
Xa 77 obs. 15 43 8 11 1,795
esp. 17,32 40,68 5,68 13,32
2Ra 84 obs. 11 68 1 4 +
esp. 11,28 67,71 0,72 4,29
2Rb 92 obs. 6 30 7 49 0,311
esp. 5,09 3091 791 48,09
2Re 96 obs. 2 10 8 76 -+
esp. 1,25 10,75 8,75 75,25
2Lb 108 obs. 11 22 15 60 2,236
esp. 7.94 25,06 18,06 56,94
4+ = qui-guadrado ndo calculado

aproximadamente em proporgéo ao comprimen-
to (Da Cunha, 1955; Dobzhansky, 1973). No
entanto, em Anopheles gambiae espécie B as
inversdes nao estédo distribuidas ao acaso en-
tre os cromossomos, ocorrendo em maior nu-
meiro no brago 2R (Coluzzi & Kitzmiller, 1975).

A descricdo de duas novas inversdes para
as populacées da Amazonia vem reforcar o
fato ja mencionado por Kreutzer et al. (1972)
de que a populagdo de Anopheles darlingi do
norte é mais pelimérfica do que a populagéao
do sul, em relacdo aos diferentes tipos de in-
versoes presentes. Alguns arranjos sao mais
comuns no norte, outros sdo mais comuns no
sul.

Os autores acima citados ressaltaram que
a caracteristica mais marcante da populacdo
de Anopheles darlingi da Amazdnia é a alta
incidéncia com que ocorrem inversdes no es-
tado heterozigcto. Os autores mencionaram
que cerca de 90% dos individuos estudados
eram heterozigotos para uma ou mais inver-
sbes. O mesmo aspecto também foi verificado
por nos para a populagdo do Km 137, porém
com um grau dz heterozigose ainda mais acen-
tuado. De 32 fémeas estudadas, nenhuma pro-
duziu descendentes homozigotos para os trés
paresede cromossomos sumultaneamente. O
nimsro de inversdes por individuos, no estado
heterozigoto, variou de um a sete entre os des-
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cendentes, sendo a média 4,13 = 0,13. Indivi-
duos com trés a cinco inversdes foram os mais
freqlientes, totelizando 689 da amostra estu-
dada. Individuos com uma ou com sete inver-
sbes foram os menos freqiientes (4%).

As populacdes da Amazonia (Manaus e do
Km 137) sé@o concordantes quanto ao fato de
mostrarem um alto grau de heterozigese. Po-
rém, quando sdo comparadas as fregliéncias
das inversoes das duas localidades, sZo obser-
vadas algumas variacées. Para o cromossomo
2, a seqliéncia padrao do braco 2R foi o arranjo
mais freqliente na populacdo de Manaus, en-
quanto que no Km 137, ocorreram variacoes
em relacdo as trés inversoes. Para 2Ra, homo-
zigotos para o arranjo padrio foram os mais
freqlientes e para 2Rb e 2Rc foram os hetero-
zigotos. No brago 2L, o arranjo 2Lb foi muito
freqliente no Km 137, no estado heterozigoto;
no entanto, na populacdo de Manaus, este ar-
ranjo foi observado na proporcédo aproximada
de 1:2:1, de heterozigotos e homozigotos.

Cuanto ao cromossomo 3, as variacbes
ohservadas entre as duas localidades estdo
relacionadas com as freqiiéncias dos heterozi-
gotos e homozigotos para o arranjo padréo.
Os homozigotos para ¢ arranjo das inversdes
sé@o raros em ambas as localidades. Em rela-
¢do ao brago 3R, a inversido 3Ra, comum na
_populacdo de Manaus em heterozigose (67%
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da amostra analisada), foi verificada na fre-
qliéncia de 48% no Km 137. Resultades opos-
tos foram observados para a inversao 3Rb, que
mostrou no Km 137 alta incidéncia de hetero-
zigotos, enquanto que na populagdo de Manaiis
foram freqlientes os homozigotes para o arran-
jo padrao. Também, freqiiéncias diferentes =m
relacdo a populagdo de Manaus, foram obser-
vadas para as duas inversdes do braco 3L.
Para 3La, esta inversdo ocorre, no estado he-
terozigoto, em 50% da amcstra de Manaus e
em 60% do m=terial procedente do Km 137.
A inversac 3Lb toi verificada, em heterozigose,
em apenas 32% do material do Km 137, enquan-
to que foi fregliente também em heterozigose
em Manaus.

As variagbes acima mencionadas podem
ser interpretadas como respostas seletivas di-
ferentes das variantes genéticas, que nao sao
igualmente adaptativas para os varios nichos
ecologicos explorados pela espécie. Variagoss
nas freqliéncias de arranjos génicos, ao longo
da drea de distribuicdo de uma determinada
espécie, tém sido extensivamente observadas
em Drosophila. Diferencas, quer qualitativas,
quer quantitativas, foram verificadas em D.
guaremunu (Bracic, 1953; Salzano, 1955), D.
pseudocbscura e D. persimilis (Dobzhansky,
1956; Anderson et al., 1975), D. robusta (Car-
son, 1958), D. athabasca (Miller & Volker,
1972), D. prosaltans (Bicudo, 1973; Bicudo et
al., 1978), D. subobscura (Krimbas & Loukas,
1980) e outras. No género Anopheles, diferen-

¢as quanto ao polimorfismo cromossdomico iém
sido utilizadas para caracterizacéo de espécies
como, por exemplo, no complexo A. maculipen-
nis da Europa, complexo A. gambiae da Africa
Em A. albitarsis, Kreutzer et al. (1976) identi-
ficaram trés populagdes dessa espécie que
diferem quanto aos arranjos génicos.

Além das freqliéncias das inversdes, as
duas localidades da Amazbnia também mos-
tram diferenciacdo quanto aos arranjos presen-
tes. As inversdes 2Rd e 3Rc nao foram detec-
tadas por Kreutzer et. al. (1972), quando da
analise da populacdo de Manaus. Além dos
arranjos, também as trés regides de desparea-
mento nao foram mencionadas por aqueles
autores.

O nivel de diferenciacdo torna-se maior
quando as populactes da Amazdnia sdo compa-
radas com as populacoes do sul. Kreutzer et al.
(1972) verificaram reduzido polimorfismo cro-
mossdmico na populacédo do sul e, aparente-
mente, alguns arranjos foram fixados. Algumas
inversoes, que foram comuns no estado hetero-
zigoto nas populacdes do norte. foram chserva-
das apenas na forma homozigota no sul. Tam-
bém, algumas inversbes que foram freqiientes
no norte, aparentemente estdo ausentes no
sul. As inversoes 2Rd e 3Rc, descritas neste
trabalhe, assim como as trés regides de des-
pareamento, permitem ampliar ainda mais o
nivel de difererniciagdo entre as duas popula-
coes.

Os dados acima mencionados estdao em
acordo com a hipétese de Da Cunha et al.

TABELA 9 — Valores observados e esperados nos testes de associacéo entre as regides de despareamento dos cro-
mossomos X e 2. Desp = regides de despareamento; homo — homozigoto para as regioes de despa-

reamento.

desp desp homo homo

Cromossomos Larvas:l X X b 4 X
computacias desp homo desp homo

X x 2R 77 obs. 2 20 8 a7
esp. 2,86 19,14 714 47 86

X x 2 75 obs. 3 19 10 43
esp. 3,81 18,19 9,19 43,81

2R x 2Le 105 obs. 7 9 22 67
esp. 4,42 11,58 24,58 64,42
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(1950) e Da Cunha e Dobzhansky (1954) de
que a quantidade de polimorfismo cromossé-
mico tende a ser proporcional as variedades
de habitats explorados pela espécie, na area
de distribuicdo geografica. Esses autores evi-
denciaram que populacoes de Drosophila wil-
listoni da area marginal tendem a ser menos
polimérficas do que populagbes da &area cen-
tral de distribuigdo, ecologicamente mais di-
versificada. A nopulacdo de Anopheles darl'ngi
do Amazonas, ccupando uma posicdo mais cen-
tral da area de distribuicdo, apresenta elevado
polimorfismo; = a populacdo de Araraquara,
estando mais préxima da area marginal, apa-
rentemente fixou determinados ararnjos com
reduzido polimerfismo.

A observacao das freqiiéncias dos arranjos
das inversbdes possibilita verificar a ocorréncia
de heterozigotos em freqliéncias superiores a
50% e os nimeros sdo estatisticamente signi-
ficativos, na maioria dos casos. Estes resulta-
dos séo indicatlivos de que em populacdes na-
turais de Anopheles darlingi, os heterozigotos
apresentam valor adaptativo superior, ocorren-
do selecdo contra os homozigotos. A selecéo
natural estabeleceria entdo uma situacdo de
polimorfismo balanceado. Estudos em popula-
cbes naturais de Drosophila tém proporcionado
evidéncias de que o polimorfismo cromossd-
mico é usualmente balanceado. Dobzhansky
& Pavlovsky (1958) estudando populacoes de
Drosophila willistoni, D. paulistorum e D. tro-
picalis verificaram que em algumas popula-
coes dessas espécies da América do Sul, mais
da metade dos individuos encontrados na na-
tureza sdo heterozigotos para certas inversoes.
No presente trabalho, embora os dadcs apre-
sentados resultem da analise de 118 individuos
que nao foram coletados diretamente da natu-
reza, mas sdo descendentes F; de 32 fémeas
inseminadas na natureza, constituem elemen-
tos indicativos de que em populacdes naturais
de Anopheles darlingi poderia ocorrer uma es-
trutura genética semelhante a verificada por
Dobzhansky & Pavlovsky para as trés espécies
de Drosophila acima citadas.

A amostra de Anopheles darlingi estudada
neste trabalho foi obtida no Km 137, em um
ponto localizado na margem da rodovia. Os
espécimes coletados vinham se alimentar nas
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iscas que ai permaneciam e, provavelmente,
eram procedentes de diferentes habitats da
mata das proximidades, considerando-se que a
espécie apresenta um raio de voo de cerca de
2.000 metros (Deane, 1947). Como as flores-
tas tropicais apresentam grande heterogenei-
dade ambiental dentro de pequenos territérios,
é razoavel admitir que nossa amostra seja
formada de individuos procedentes de habitats
diversos. Como ocorrem freqiiéncias eleva-
das de heterozigotos para a maioria das inver-
sbes, os resuitados s@o indicativos de uma
adaptabilidade maior dos heterozigotos em re-
lagdo a heterogeneidade amktiental. Sugerem
tamhém que os homozigotos para o arranjo
padrdo sdo superiores em relacdo aos homozi-
gotos para o arranjo das inversdes, pois estes
ocorrem em freqiiéncias sempre muito baixaes.

Os testes para associacdo de inversoes
evidenciaram cinco casos em que as inversdes
ndao se distribuem ao acaso, sendo uma intra-
cromossOmica (tabela 6) e as restantes inter-
cromossOmicas (tabela 7). Em relacdo a pri-
meira, trata-se de uma interacdo entre inver-
sbes localizadas em bracos diferentes e que
estdc separadas por sete regides cromossomi-
cas (fig. 2). Considerando que este segmento
cromossdmico seja suficientemente grande
para possibilitar permutagdo entre elas, pode-
mos admitir qua as inversées 3Rb e 3Lb estdo
em associacdo, pois todas as demais. dentro
de cada braco cromossdmico, apresentam dis-
tancias menores e se distribuem ao acaso. A
divergéncia favcrece os individuos heterozigo-
tos para inversdes em ambos os bragos e indivi-
duos homozigotos para o arranjo padrao, tam-
hém para ambos os bragos. Nes casos em que
foram verificadas associacoes intercromosso-
micas, excetuando-se 2 combinagao 2Lb x 3Ra, a
divergéncia também favorece o duplo heterozi-
goto e o duplo homozigoto para o arranjc padréo.
Este fato é indicativo de que provavelmente os
mesmos processos seletivos que ocorrem ao
nivei das interagoes intracromossdmicas, esta-
riam ocorrendo também ao nivel das intercro-
mossdmicas. Para a combinacdo 2Lb x 3Ra o
fenémeno seria oposto, pois o desvio favorece
as combinacdes homozigotas para o arranjo
padré@o de 2Lb e heterozigotas para 3Ra e a for-
ma inversa.
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Estudos de associacédo de arranjos génicos
em espécies de Drosophila tém mostrado que
as inversoes em associagéo (cis) e em repul-
sao (trans) ocorrem em freqiiéncias diferen-
tes, conforme a espécie considerada e a loca-
lidade. Em D. guaramunu arranjos em associa-
cao sao favorecidos enquanto que em repulsédo
sdo selecionados contra (Levitam & Salzano,
1959) . Em D. robusta ocorre fendmeno inverso,
sendo favorecidos determinados arraznjos em
repulsao (Levitan, 1958) . Bicudo et al. (1978)
evidenciaram que em duas localidades brasilei-
ras, quatro arranjos de D. prosaltans apresen-
tam valoras adaptativos semelhantes quando
0os bragos cromossOmicos sao considerados
isoladamente, mas valores adaptativos opostos
quando os bragos IIL e IIR sdo considerados
simultaneamente. Em uma localidade predomi-
nou arranjo em repulsd@do e na outra em asso-
ciagdo. Em Anopheles darlingi, os efeitos das
interagGes intra e intercromossOmicas sé&o
desconhecidos. Contudo, como ocorre em es-
pécies de Drosaophila, provavelmente tratam-se
de interagOes adaptativas, nas quais a seiegac
favorece a reunido de arranjos independentes.
Uma anélise pormenorizada em A. darlingi das
frequiéncias dos arranjos em associacdo e em
repuls@o e inclusive incluindo dados de outras
regides brasileiras, sera objeto de um préximo
trabalho.

Ainda um ponto a ser destacado em relagéo
as associacbes intercromossémicas e mesmo
intracromossomicas, refere-se & recombinagao.
Extensivos estudos em espécies de Drosophila
evidenciaram que as inversdes, no estado he-
terozigoto, estendem seus efeitos sobre a re-
combinagéo também as regides adjacentes ao
segmento invertido no mesmo cromossomo e,
sob determinadas circunstancias, apresentam
efeitos ainda sobre a recombinagdo em outros
cromossomos (Morgan et al., 1930; Sturtevant
& Beadle, 1936; Dobzhansky & Epling, 1948;
Schuitz & Redfield, 1951; Carson, 1953; Euge-
nev, 1970) . Os dados apresentados neste tra-
balho ndo abrangem esse aspecto. No entanto,
considerando que a populagao estudada apre-
senta altas freqliéncias de individuos no estado
heterozigot® (68% da amostra apresentaram
de trés a cinco inversdes), é razoavel admitir
que estas associacoes devem ter algum efeito

366 —

sobre a recombinacdo intra e intercromosso-
mica. Neste caso, os efeitos devem ser adap-
tativos, considerando a alta incidéncia com
que ocorrem individuos com inversoes no es-
tado heterozigoto.

Um outro aspecto ainda a ser discutido re-
fere:se as trés regices de despareamento.
Eugenev (1971), estudando o pareamento cro-
mossomico entre hibridos interespecificos de
Drosophila virilis, D. texana e D. littoralis, ve-
rificcu que o mesmo ndo resulta de interacéao
genética especifica no hibrido, mas depende
das propriedades dos loci dos préprios cromos-
somos. Segundo o autor, a extensdo em que
a atracéo entre os homélogos é diminuida em
hibridos interespecificos, depende, provavel-
mente, da quantidade de trocas moleculares
que ocorreu nos cromossomos das espécies
relacionadas. Admitindo-se que as trés regioes
de despareamento mencionadas representam
segmentos onde tenha ocorrido diferenciacéo
genética, essas regides evidenciam a existén-
cia de duas formas cromossdmicas na popula-
¢ao — a normal e a com diferenciacéo gené-
tica.

Dentre as regides de despareamento, torna-
se particularmente importante, o segmento lo-
calizado no cromossomo X, considerando-se
que o mesmo pode ser elemento indicativo de
um processo de especiacdo em desenvolvi-
mento. Conforme os dados da literatura, o
cromossomo X, durante o processo evolutivo
do género Anopheles, tem sido o mais sensivel
a rearranjos (Kitzmiller, 1977). As espécies
de Anopheles, nos diferentes grupos, podem
ser identificadas com base no padrdo de ban-
das deste cromossomo que apresenta, na maio-
ria dos casos, seqiiéncia Unica para cada es-
pécie. Dentre os mecanismos que levariam a
fixacao de rearranjos neste cromossomo, Kitz-
miler (1977) sugeriu que o padrdo atual pode-
ria ter resultado de inversdes que foram fre-
qlentes e que se fixaram durante o processo
evolutivo, talvez em periodo de rapida adapta-
cao para uma variedade de ambiente. As trés
regioes de despareamento representam a nosso
ver, formas alternativas de constituicdo gené-
tica e poderao ter papel no processo de adap-
tacao da populacéo aos diferentes habitats em
que a espécie ocorre.
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A analise do polimorfismo cromossémico
de Anopheles darlingi proporciona dados rela-
cionados a aspectos evolutivos e também da-
dos que podem ser correlacionados a capaci-
dade vetora da espécie. A ocorréncia de doze
rearranjos diferentes possibilita um ndmero
elevado de combinagbes cromossdmicas que
é ampliado ainda mais se forem consideradas
também as trés regides de despareamento.
Como a freqliéncia de espécimes de Anopheles
darlingi infectados por Plasmodium em popu-
lagbes naturais é muito baixa, este fato sugere
que alguns individuos podem néo ser suscep-
tiveis de infeccdo. Desta forma, o conhecimen-
to da estrutura citogenética da populagdo,
correlacionada ao grau de susceptibilidade a
infecgdes por Plasmodium, podera constituir-se
em um parametro fundamental para avaliagéo
da capacidade vetora de uma dada populacao
de Anopheles darlingi .
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SUMMARY

Jhe chromosomic polymorphism of Anopheles dar-
lingi, whose sample was obtained in Highway BR-174
(Manaus/Boa Vista), was here analyzed. Two new
independent inversions were described, and the number

Biologia. ..

of rearrangements was raised to twelve. Three asynap-
sed regions were also described, being one in chromo-
some X and two in chromosome 2. There was a high
occurence of inversions at the heterozygote state and
the medium number per individual was high (413 =
0,13). The higher and meaningful frequencies of hete-
rozygote indicated their larger adaptability to the envi-
romental heterogeneity. The tests for the association
of inversions showed the occurrence of an intrachro-
mosomic association (arms 3R and 3L) and four inter-
chromosomic ones (chromosomes X-3 and 2-3).

The data of the Anopheles darlingi chromosomic
polymorphism support the hypothesis that the central
populations of a geographic area are more polymorphic
than the marginal populations. The A. darlingi popu-
lations of Amazdnia are highly polymorphic as compared
to the southern ones, where certain arrangements with
reduce polymorphism were determined.
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