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RESUMO

Sao relatados resultados preliminanes sobre ¢ poldmongismo protiieo de populagies
natunals de Anopheles darfingd, prccedentes de duas focalidades da negido amazonica-An
quemes (Rondonia) e Rodovia PA-427 (Pana). Para asesterases, fod detfectada variacde pa
na o Eocus Est-2 na pepulacde de Aniguewmes, enguanto {od wonomdtgico wna populagdo  da
PA-422, sende vendficados nesta alidma, apenad {adividucs com o genciipo ESLZ*F /Est2¥F,
A fregiiencda do alefo ESX2*F fod estimada em 0,80 na popufacdc de Aniquemes, valor esle
multe malon do que o cbseavade na popufacae da BR-174 (Manauws /Boa Vistal, em eatudes
anteriones, que fod de 0,48, 08 nesuliados para o sisfema da Leucina amdne pe plidase
[LAP) sugenem que ¢ enzima & contholada por this Locd, apairentemente monomoriicos en
ambas as populacaes.

Anopheles darlingi, do subgénero Nyssorhynchus, apresenta uma ampla distribuigao
geografica, ocorrendo desde o México até ao norte da Argentina, e € o principal  vetor
da maldria humana no Brasil {(Rachcu, 1958; Forattini, 1962; Ferreira, 1964).

Dados de po!imorfismo crompssdmico foram obtidos por Kreutzer et al. (1972) e Ta-
del et at. (1982}, os quais evidenciaram gue & especie € altamente polimorfica no cen-
tro da distribuicao geografica. 0O valor médio por individucs obtido por esses Qltimos
autcres em populagoes da Amazlnia, para inversoes no estado heterczigoto, foi de 4,13+
0,13 e medidas realizadas em diferentes épocas do ano nessas mesmas populacoes evidencl
aram que o indice médio oscila, porém sio mantidos indices elevados de heterczigotes
{Tadei & Santos, 1982).

Estudos isoenzimicos em A. darlingi foram realizades per Santos (1979) e  Narang
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et al. (1979) em populagées da Rodovia BR-174 (Manaus/Boa Vista).

Santos estudou a genética de um sistema esterdsico na fase de larva de 4¢ instar,
controlade por dois alelos denominados Est2*F e Est2*S sendo a freqiidncia desse dltimo
estimada em 0,52. Um dado interessante obtido e a partir do estudo desse sistema isoen
zimatico foi a estimativa do nimero de machos que se acasalam com uma fémea, usando-se
como parametro as fregiéncias desses alelos em descendentes de uma mesma postura (San-
tos et al., 1981).

Narang et al. (1979) estudaram 19 loci que controlam a sintese de diferentes enzi
mas e verificaram que a proporgao de loci polimdrficos € 0,632 e que a proporgac de in-
dividuos heterozigotos por locus € de 0,125,

0 presente trabalhe € um relato preliminar sobre um projeto no qual se pretende
estudar polimorfismos cromossémicos e protéicos, em amostras de diferentes regices que
abrangem a distribuicac geoqrifica de A. darlingi no Brasil. Até o momento, foram cole
tadas amostras de Ariquemes (Ronddnia}, da Rodovia PA-422 (Pard) e de Cruzeiro do  Sul
(fcre) ; posteriormente, as coletas deverao ser feitas em populagoes do Brasil  Central
e da regiao Sudeste.

As femeas fecundadas, coletadas na natureza, sao transpottadas para o laborataric
para postura, isoladamente. Quando surgem as larvas, elas sao mantidas ate atingir o
¥ instar e entdo sac utilizadas para a preparacac de laminas dos cromossomes salivares
e para analise eletroforética, inicialmente de esterases e leucina-aminopeptidases. A
técnica empregada € a eletroforese em gel amido (11%). Nas cubas, é utilizado  tampao
Borato 0,34, pH 8,6 e o gel feite com Tris-citrato 0,081M, pH 8,6 (Poulik, 1957}.

A revelacdo das zonas indicando atividade esterdsica € feita tanto com w-naftii
proplonato como com propionato de umbeliferonz (substrato fluoregénice). No  primeiro

aso, 05 géls sao incubados durante aproximadamente 30 minutos numa mistura contendo:

100 m! de tampac fesfato 0,1M, pH 6,5; 1 ml de solugac de w-naftil propionate (1% em
agua: acetona, v:v) e 200mg de Fast Blue RR salt, HNo segundo, 1 mg de propicnato de
wbeliferona é dissolvido previamente em 0,5 ml de acetona, 10 ml de tampao acetato,

0,24, pH 5,5 sao adicionados ao substrato dissclvido em acetona e colocados imediatamen
te sobre o gel, que & observado sob luz U.V.

Para revelar iscenzimas da leucima-aminopeptidase a parte homéloga do gel acima
¢ incubada em 100 ml de Tris-maleato 0,054, pH 6,0 contendo 25 mg de l-leucil B—nafti]g
mide (previamente dissolvidas em 0,5 m! de dimetil-sulfdxido} & 50 mg de Fast Garnet
GBC Salt.

Resultados preliminares quanto a anilise do polimorfismo cromossomico ja foram
obtidos nas amostras da rodovia PA-422 e de Cruzeiro do Sul e os mesmos  evidenciaram,
também para essas populacoes, altos indices de inversdes nc estado heterozigoto (Tadei
em desenvolvimento) .

Quanto acs polimorfismos enzimaticos, até o momento, foram analisadas amostras de
Ariquemes (32 individuos) e da rodovia PA-422 {110 individuos), para os dois sistemas
¢itados acima. Os resultados sugerem gue © sistema de leucina aminopeptidase & contro-

lado por 3 loci, aparentemente monomorficos em ambas as populagoes. As 3 isoenz imas
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codificadas por esses loci foram denominadas de LAP-1 a LAP-3, a partir da mais eletro

negativa, conforme esta mostrado na Figura 1.

Em relacao as esterases (Figura 2}, confirmamos a presenca de duas regides prins
cipais de atividade detectadas nessa fase do desenvolvimento, Est-1 e Est-2, que Ja
haviam sido descritos numa populacac da BR-174 (Rodovia Manaus/Boa Vista) por  Santos

{1379}).

Est-1 mostrou-se monomorfica nas duas populagdes analisadas, no presente trabalhg,
Contudo, sao observadas duas bandas para este locus {Figura 2) indicando gue, possivel.
mente, possa ser produte de dois aleles. Entretanto, o nldmero de individuos analisades
ainda & pequenc para observacao de variabilidade nessa regido e os dados serZo amplia-
dos para estudc desta esterase. Quanto a Est-2, da mesma maneira como reiatado para
amostras da BR-174, mostrou-se polimorfica, mas somente na populacdo de Ariquemes onde
encontramos segregacao dos dois aleios Est2*S e Est23F (Figura 3). HNa populacio da Re-
dovia PA-422, encontramos somente individuos com qendtipo EstZ*F/Est23F enquanto que g
freqiiéncia do alelo Est2*F na populagac de Ariguemes foi estimada em 0,80, Esse valor
revelou-se muito maior que o estimado para a BR-174 o qual, conforme ja relatado

infcio dessa comunicagao, foi de 0,48,

no

ABSTRACT

We have related preliminary resubls on pretein pelymonphism Ln twe nafural populs
tions of Anopheles darnfingi grom the Amazon reglon (Ardlquemes, state of Rondewda, and
the Highway PA-42, in the state of Panal. For the esterases there were obsenved vauiy
tions in the Pocus Eat-2 in the Ariquewes populetion, while this Locus was monomotphic
in the Highway PA-422 populatien. In the fater populalion we found Laddviduals Showing
the genotype EstZ=F/Est2+F. The atlele frequency EsLZ*F has been estimated at 0,80 i
the pepulation of Ariquemes, this value being much higher than the one refated Lo our
previous study on the Highway BR-174 (Manaus/Boa Vistal which was 0,46, The nesults
concerning Leucine-aminopeptidascs (LAP) suggest that this enzgme L4 contrholled by
three apparently monomorphic Locd An the both populations.
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Figura 1.

Figura 2.
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Iscenzimas de TLAP (leucina-aminopeptidases) de larvas de Anopheles darling
{amostras 1,3 e 4) e de nuneztovari. HNotar a identidade de migracao entr
LAP-2 e LAP-3 nas duas especies. Gel de amide, pH 8.6. Migracdo sepundo
seta,
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Iscenzimas de esterases reveladas com e-naftail propionato (1) e propiontato
de umbeliferona (2) em gel de amido. As amostras a,d, e f e g sdo larvas
de A. darlingi; amostras b e ¢ sdc larvas de A. mediopunctatus. Migracao se

gundo a seta.
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Figura 3. Perfil comparativo das esterases de larvas dé Anopheles darlingi usando-se a
mide (1) e poliacrilamida (2) como meio suporte. As amostras 3 e 5 no gel
de amido sao de, respectivamente, Anopheles mediopunctatus e de uma  pupa
de abelha (Apis mellifera). Migrac¢do no sentide indicado.
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