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Resumo

Foram analisadas  nove  espécies  de  Anopheles  dos  subgêneros  Nyssorhynchus e 

Anopheles, utilizando-se  marcadores  isoenzimático  e  a  região  controle  do  DNA 

mitocondrial para verificar as diferenças genéticas intra e interespecífica que possam estar 

relacionadas à capacidade vetorial de cada espécie, e tentar compreender as relações de 

parentescos entre elas. Para a análise isoenzimática foram empregados oito sistemas (EST, 

LAP, IDH, MDH, HK, ME, PGM e PGI), em gel de amido e amido-agarose com tampões e 

colorações  específicas.  Os  resultados  revelaram  que  dos  13  locos  analisados,  nove 

mostraram-se polimórficos (EST1, EST5, LAP1, LAP2, IDH1, MDH1, HK3, ME1, PGM). 

Das  nove  espécies  estudadas,  A.  albitarsis  de  Maruanum-AP  apresentou  o  maior 

polimorfismo  (P  =  53.8%).  No  entanto,  A.  darlingi  de  Macapá-AP  mostrou  maior 

heterozigosidade  (Ho =  0,167  ± 0,071  e  He =  0,173  ± 0,061).  A  análise  da  estrutura 

genética,  com base  nas  estatísticas  de  Wright  para  as  populações  de  A.  albitarsis,  A.  

darlingi e  A.  benarrochi mostraram  que  os  locos  apresentaram  elevada  estruturação 

genética (Fst  = 0,082, Fst  = 0,110 e Fst  = 0,016, respectivamente). No entanto, a distância 

genética  nas  populações  de  A.  darlingi,  A.  albitarsis  e  A.  benarrochi mostrou  grande 

similaridade.  Considerando  todas  as  populações  das  espécies  analisadas,  a  distância 

genética  foi  maior,  variando  de  0,003  a  1,144.  Os  dados  da  região  controle  do  DNA 

mitocondrial  mostraram  pouca  diferença  sendo  observada  variação  na  composição 

nucleotídica  quanto  ao  conteúdo  de  adenina  (A)  e  timina  (T)  nas  espécies  dos  dois 

subgêneros. O subgênero Nyssorhynchus foi o que apresentou maior composição de A e T 

indicando maior polimorfismo, decorrente, possivelmente de uma maior taxa de mutação. 

A distância nucleotidica interespecífica variou de 0,6 a 44,2%, indicando maior divergência 

genética quando comparada aos dados isoenzimáticos. Os dados isoenzimáticos e do DNA 

mitocondrial das espécies estudadas mostraram que A. oswaldoi e A. rangeli foram as mais 

similares geneticamente.
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Abstract

Nine species of  Anopheles  of the subgenera  Nyssorhynchus and  Anopheles were 

analysed using isoenzymatic markers and the DNA mitochondrial control region in order to 

ascertain the intra e inter-specific genetic differences that may be related to each species 

vectoring ability, and to try to understand the parental relationships among them. Eight 

systems (EST, LAP, IDH, MDH, HK, ME, PGM and PGI), in starch and starch-agarose gel 

with  specific  buffers  and  staining  were  employed  for  the  isoenzymatic  analysis.  The 

findings revealed that of the 13 analysed loci, nine were polymorphic (EST1, EST5, LAP1, 

LAP2, IDH1, MDH1, HK3, ME1, PGM). Of the nine studied species,  A. albitarsis  from 

Maruanum presented the highest  polymorphism (P = 53.8%). Nevertheless,  A. darlingi  

from Macapá showed higher heterosygosity (Ho = 0.167 ± 0.071 and He = 0.173 ± 0.061). 

The genetic  structure analysis,  based on the Wright  statistics  for  the populations of  A. 

albitarsis,  A.  darlingi and  A.  benarrochi showed  that  the  loci  presented  high  genetic 

structuring (Fst  = 0.082, Fst  = 0.110 and Fst  = 0.016, respectively). Nonetheless, the genetic 

distance  in  populations  of  A.  darlingi,  A.  albitarsis  and A.  benarrochi showed  great 

similarity. Considering all analysed species populations, the genetic distance was greater, 

ranging  from  0.003  to  1.144.  Mitochondrial  DNA  control  region  data  showed  little 

difference being variation observed on the nucleotidic composition as to the adenine (A) 

and timine (T) content in the species of the two subgenera. Subgenus Nyssorhynchus was 

the  one  presenting  higher  A  and  T  composition  indicating  higher  polymorphism,  due 

possibly to a higher mutation rate. Inter-specifics nucleotidic distance ranged from 0.6 to 

44.2%, indicating higher genetic divergence when compared with the isoenzymatic data. 

Mitochondrial  DNA  and  isoenzymatic  data  from  the  studied  species  showed  that  A. 

oswaldoi and A. rangeli were the most genetically similar.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Considerações Gerais

A  malária  é  conhecida  desde  épocas  remotas  e  tem flagelado  a  humanidade  por 

milhares  de  anos,  sendo  um dos  graves  problemas  de  saúde  pública  mundial  e  estando 

atualmente, entre as principais doenças devastadoras de ocorrência no mundo (WHO, 1995; 

1998; 2000). No passado, ocupou extensas áreas geográficas desde a URSS até a Argentina, 

sendo que as zonas hiperendêmicas tem sido principalmente América Central, América do 

Sul,  África  Central,  África  do  Norte,  Sul  e  Sudoeste  da  Europa  e  na  Ásia.  As  áreas 

malarígenas  foram  divididas  em  12  regiões  no  mundo,  cada  qual  com  características 

epidemiológicas próprias e mais ou menos homogêneas. No entanto, sabe-se que a malária 

deve ser considerada sempre um problema local. Sua distribuição é descontínua e a incidência 

varia de região para região (Rey, 2002).

Embora seja agora considerada como uma doença tropical, a malária foi endêmica em 

muitas partes dos Estados Unidos e Europa até a metade deste século e, em alguns países do 

Mediterrâneo, atividades de controle localizadas são ainda efetuadas. Mas é nos países mais 

pobres  e  em desenvolvimento  que  ela  continua  a  ter  um enorme  impacto,  trazendo-lhes 

inúmeros prejuízos sócio-econômicos. Cerca de 2,2 bilhões de pessoas, em noventa países, 

vivem em áreas  ameaçadas  pela  doença  e  todo  ano,  aproximadamente  cem milhões  são 

infectadas e mais de um milhão vêm a falecer (WHO, 2004). 

Apesar das atividades de controle da malária em várias partes do mundo, essas ações 

não têm se mostrado efetivas e em algumas áreas, a situação está piorando. Embora o risco de 

malária seja relativamente baixo para grande parte da população do Continente Americano, o 

problema é sério na América Latina, devido às crises econômicas e mudanças nos padrões de 

desenvolvimento de seus países. A situação tem-se agravado desde o início dos anos 80, onde 

o  número  de  casos  registrados  para  as  Américas  aumentou  de  602.826  em  1980,  para 

1.045.808 em 1990 (PHAO, 1991). Entre 1998 e 1999, houve inclusive um aumento de 34% 

no número de casos de malária nos estados amazônicos. O Plano de Intensificação das Ações 

de Controle da Malária na Amazônia Legal estabeleceu a meta de reduzir em 50% o número 

de casos de malária até o final de 2001 e em 50% a mortalidade por malária até o final de 

2002, em comparação com o ano de 1999. Os dados de 2001 revelaram uma redução de 39% 

no número de casos de malária, em todos os estados amazônicos (Loiola et al., 2002). 
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Sob  condições  naturais,  o  complexo  homem/parasito/vetor  permanece  estável. 

Entretanto, alterações neste conjunto levam a modificações na incidência da malária (Meira et 

al.,  1980;  Moran,  1981;  Tadei  et  al.  1983;  1988).  Perturbações  ambientais,  movimentos 

migratórios e falhas na infra-estrutura de saúde são responsáveis pela exacerbação da malária 

em lugares onde a doença estava sob algumas medidas de controle. Praticamente dois terços 

dos casos nas Américas ocorrem na Bacia Amazônica, onde a colonização, a mineração e a 

agricultura têm rompido o ambiente florestal e colocando um número substancial de pessoas 

em íntimo contato com as populações de mosquitos vetores (WHO, 1993).

Na  Amazônia  brasileira,  a  malária  constitui-se  na  maior  e  mais  expressiva  das 

endemias, liderando a lista das doenças infecciosas de importância em saúde pública. A partir 

da instalação de grandes empreendimentos (usinas hidrelétricas, grandes rodovias, pólos de 

colonização,  atividades  garimpeiras,  entre  outros),  particularmente  na  década  de  80, 

introduziu-se  na  região  fortes  intervenções  ambientais,  provocando  um  desequilíbrio  no 

complexo  homem/parasito/vetor.  Isto  levou  ao  recente  agravamento  da  situação 

epidemiológica  da  malária,  a  qual  passou  a  ter  altos  índices  de  prevalência  e  a  região 

amazônica, desde 1980, vêm registrando cerca de 96 % a 99 % dos casos no Brasil.

Por  mais  de  um século,  taxonomistas  e  sistematas  têm concentrado esforços  para 

identificar, descrever, classificar e determinar a diversidade, relações e evolução dos membros 

da  família  Culicidae.  Esse  esforço  é  justificado  pelo  fato  dos  mosquitos  serem os  mais 

importantes vetores das doenças humanas. Membros do gênero  Anopheles são responsáveis 

pela transmissão da malária, doença que representa um dos mais sérios problemas de saúde 

pública para vários países (Nájera & Hempel, 1996).

Estudos de vetores requerem coletas regulares e identificação das espécies na região 

estudada. Os métodos tradicionais de identificação do material de campo derivam de estudos 

taxonômicos baseados nas características morfológicas. Entretanto, atualmente tem surgido 

problemas com esses métodos,  observados primeiramente com a taxonomia de  Anopheles 

maculippenis.  No  século  passado,  essa  espécie  era  considerada  como  responsável  pela 

transmissão da malária nas áreas da região do Paleártico. Contudo, diferença na incidência da 

malária e na distribuição dessa espécie, resultou numa reconsideração do número de espécies 

que estavam envolvidas, todas com morfologia similar ou sobreposta (Hackett apud Beebe & 

Cooper, 2000). Este grupo taxonômico é agora conhecido por consistir de muitas espécies 

crípticas, sendo apenas duas dessas transmissoras da malária humana e apenas uma pode ser 

identificada no estágio adulto por morfologia. A existência de espécies crípticas é agora de 

conhecida ocorrência em muitos dos principais vetores da malária (Harbach, 1994).
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Os transmissores de malária dos mamíferos são insetos da ordem Diptera, da família 

Culicidae e do gênero Anopheles. Dentro da família Culicidae encontramos, entre outros, dois 

grupos de mosquitos de grande importância médica: as subfamílias Culicinae e Anophelinae, 

e nesta última contém os mosquitos vetores da malária.

Nota-se  após  uma revisão  realizada  por  Harbach (1994),  que  o  gênero  Anopheles 
consiste  de  437  espécies,  das  quais  apenas  um pequeno  número  tem importância  para  a 

epidemiologia  da  malária.  Tal  gênero  é  dividido  em  seis  subgêneros:  Anopheles  (185 

espécies),  Cellia (200 espécies),  Nyssorhynchus (29 espécies),  Lophopodomyia (6 espécies), 

Stethomyia (5 espécies) e Kerteszia (12 espécies), sendo que o subgênero  Anopheles possui 

uma classificação interna de cinco seções e 16 séries. Tal classificação tem auxiliado em parte 

na análise das similaridades morfológicas e filogenéticas (Sallum et al., 2000).

O  subgênero  Nyssorhynchus contém  as  principais  espécies  vetoras  da  malária  na 

região  Neotropical,  sendo  Anopheles  darlingi  e Anopheles  aquasalis as  principais 

transmissoras no Brasil. Além dessas, outras espécies deste mesmo subgênero estão sendo 

incriminadas como vetores potenciais ou secundários.

Anopheles darlingi Root, 1926 é o principal vetor da malária humana no Brasil, sendo 

o transmissor em praticamente todo o interior do país (Ferreira, 1964). A endemia malárica na 

região amazônica brasileira é mantida, em quase sua totalidade, por esta espécie (Tadei et al., 

1988), a qual apresenta uma distribuição geográfica ampla, ocorrendo desde o México até o 

Norte da Argentina. Com exceção de Santa Catarina e Rio Grande do sul, foi registrada em 

todos os estados brasileiros (Ferreira, op.cit.).
Anopheles  albitarsis Lynch-Arribálzaga,  1878  apesar  de  ser  a  espécie  de  maior 

distribuição  no  Brasil,  é  um  vetor  de  baixo  poder  de  transmissão,  mas  com  alguma 

importância em áreas restritas. Dada a grande variação morfológica e comportamental, é um 

complexo de ao menos quatro espécies crípticas: Anopheles albitarsis (espécie A), espécie B 

(não  descrita),  Anopheles  marajoara (espécie  C) e  Anopheles  deaneorum (espécie  D) 

(Wilkerson et al., 1995).

Anopheles nuneztovari Gabaldon, 1940 é um anofelino essencialmente sul-americano 

e, sobretudo amazônico (Faran, 1980). Importante vetor em áreas da Colômbia, Venezuela e 

Peru.  No  Brasil  é  considerado  apenas  um  vetor  secundário.  Sua  variação  bioquímica, 

citogenética e comportamental indica ser um complexo de duas espécies crípticas (Scarpassa, 

1996).
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De ampla distribuição na América do Sul e em parte da América Central,  Anopheles 
triannulatus Neiva  & Pinto,  1922 possui  comportamento  zoofílico  e  exofílico.  Apresenta 

importância epidemiológica em relação à malária quando se encontra em elevada densidade 

populacional,  posicionando-se  entre  os  vetores  secundários  ou  potencialmente  capaz  de 

transmitir a malária. Diferenças morfológicas, comportamentais e epidemiológicas têm sido 

observadas,  dificultando  o  status taxonômico  desta  espécie,  que  em  alguns  casos  é 

considerada uma única espécie altamente polimórfica e outras vezes é constituída por duas 

variedades.

Anopheles oswaldoi Peryassú, 1922 está amplamente distribuído ao leste da América 

do Sul até a Costa Rica na América Central. Juntamente com Anopheles konderi formam um 

complexo de espécies crípticas. Embora sua distribuição não coincida com a da malária no 

Brasil, essa espécie vem sendo recentemente considerada uma potencial vetora em algumas 

áreas, por ser encontrada naturalmente infectada com plasmódios humanos (Marelli, 2000).

Anopheles benarrochi  é considerada predominantemente zoofílica e não possui até o 

momento importância na transmissão da malária (Faran, 1980). Tal espécie é encontrada no 

Brasil, Venezuela e Colômbia (Klein et al., 1991; Schoeler et al., 2003). 

Anopheles rangeli foi descrita por Gabaldón et al. (1940), sendo distribuída nos países 

do norte da América do Sul: Colômbia, Equador, Guianas, Venezuela, Peru, Bolívia e Brasil 

(Faran, 1980). No Brasil, foi encontrada nos estados do Amazonas, Acre, Rondônia, Pará e 

Roraima (Faran, 1980, Tadei et al., 1993). 

Anopheles intermedius e Anopheles mattogrossensis, ambas pertencentes ao subgênero 

Anopheles,  apresentam  ampla  distribuição  geográfica,  sendo  a  primeira  encontrada  na 

América  Central  e  na  América  do Sul,  onde é  registrada  desde a  Bolívia  até  Trinidad e 

Guianas (Morales-Ayala, 1971). No Brasil, apresenta ampla distribuição em todo o território. 

É  muito  abundante  na  região  amazônica,  estendendo-se  para  o  Sul,  onde  ocupa  a  faixa 

litorânea  dos  estados  meridionais  (Deane  et  al., 1948).  A segunda,  A.  mattogrossensis é 

encontrada na Bolívia, Brasil, Colômbia, Peru e Venezuela (Garcia & Ronderos, 1962). No 

Brasil  foi  registrada nos  estados  do Acre,  Amazonas,  Roraima,  Rondônia,  Pará  e  Amapá 

(Ferreira, 1964). As fêmeas são exofilicas e zoofílicas, algumas vezes antropofilicas. Não há 

evidência de que elas possam transmitir eficientemente a malária.

Várias técnicas científicas têm permitido a identificação dos vetores da malária. Essas 

técnicas  surgem devido  ao  desenvolvimento  de  disciplinas  em ciências  correlatas,  e  são 
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direcionadas pelo desejo do uso de cada uma na maximização da informação disponível, não 

só para identificação e taxonomia, mas para estudos sistemáticos evolutivos e filogenéticos 

das espécies envolvidas (Beebe & Cooper, 2000).

Quanto às técnicas moleculares utilizadas para identificação, no sentido de reavaliar a 

condição taxonômica de várias espécies, as principais são: análise cromossômica (Baimai et 
al.,1987), isoenzimática (Green et al., 1992) e a análise direta do DNA. Esta vem sendo muito 

utilizada  na  última  década  para  distinguir  os  membros  de  complexos  de  espécies  dos 

organismos e estudos evolutivos (Hill & Crampton, 1994).

A eletroforese de isoenzimas representa uma eficiente ferramenta de investigação em 

várias  áreas  como a  Genética,  Biologia  Evolutiva,  Ecologia,  Etologia  e  a  Sistemática.  A 

técnica de isosenzimas é um meio direto para estimar a variabilidade genética em populações 

naturais (Torggler  et al., 1995). No gênero  Anopheles, um acentuado número de trabalhos 

vem sendo realizados com eletroforese de isoenzimas (Lanzaro  et al.,  1990; Green  et al., 
1992). 

O uso do DNA mitocondrial está também contribuindo para os estudos de taxonomia 

molecular  e  tem sido  usado  na  identificação  de  espécies  crípticas  (Collins  & Paskewitz, 

1996).  Tal  método revela  padrões  históricos  e  filogeográficos,  além do fluxo de  genes  e 

definição da genealogia materna dentro das espécies (Avise, 1994; Wilson  et al., 1985). A 

grande  vantagem  da  análise  do  DNA  mitocondrial  é  a  herança  materna,  ausência  de 

recombinação e rápida evolução (Brown, 1983),  sendo apropriado para estudos de grupos 

recentemente evoluídos, como no caso dos anofelinos.
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Capítulo 1

DIFERENCIAÇÃO GENÉTICA EM ESPÉCIES DE Anopheles DO 
SUBGÊNERO Nyssorhynchus e Anopheles DA AMAZÔNIA BRASILEIRA 

COM BASE EM DADOS ISOENZIMÁTICOS.

1.1. INTRODUÇÃO

A  caracterização  da  variabilidade  genética  nos  diferentes  organismos  tem  sido  o 

interese  primário  dos  geneticistas  de  populações,  os  quais  têm desenvolvido  métodos  de 

detecção e de análise da diversidade genética que se sucederam as análises mendelianas de 

variantes  morfológicas  e  citológicas  descontínuas,  às  análises  estatísticas  da  variação 

quantitativa, até os ensaios bioquímicos e moleculares (Torggler  et al., 1995). Os métodos 

teóricos e empíricos tradicionais da genética clássica e da genética de populações combinam-

se  com  as  novas  ferramentas  da  biologia  molecular,  permitindo  uma  visão  ampla  da 

diversidade genética (Steiner & Joslyn, 1979).

As isoenzimas começaram a serem usadas em genética de populações no fim dos anos 

50,  no entanto seu potencial  como instrumento para a  taxonomia somente começou a ser 

demonstrado em meados dos anos 60. Tal atraso, talvez, tenha sido devido ao isolamento 

existente na época entre as ciências taxonômicas e genéticas.

A técnica  de  eletroforese,  seguida  de visualização  através  de  misturas  reveladoras 

específicas,  tem sido  amplamente  usada  no  estudo  da  genética  e  biologia  evolutiva  num 

grande número de organismos. No entanto, nas últimas décadas, os estudos utilizando essa 

técnica  se  intensificaram  nos  diferentes  grupos  de  mosquitos  (Steiner  &  Joslyn,  1979), 

considerando-se a grande quantidade de informações disponíveis neste grupo de insetos em 

níveis morfológicos, genéticos, ecológicos e de comportamento (Bullini & Coluzzi, 1982). Os 

mosquitos dos gêneros Anopheles, Aedes  e Culex são objetos de vários estudos utilizando a 

análise  isoenzimática.  Isso  se  deve  ao  fato  de  serem vetores  de  doenças,  pelo  incômodo 

causado  à  população  humana,  bem como  pela  sua  complexa  posição  taxonômica.  Esses 

estudos geram conhecimentos sobre aspectos da genética básica e dos processos evolutivos 

relacionados à necessidade de definir complexos de espécies, envolvidas na transmissão da 

malária  humana,  assim  como  fornecendo  subsídios  para  o  controle  das  doenças.  Outros 

trabalhos reportam o estudo das isoenzimas no esclarecimento de problemas taxonômicos, 
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fornecendo informações sobre a afinidade genética e a identificação de espécies crípticas. 

Provavelmente, esta técnica continuará ainda sendo uma ferramenta útil, já que tem permitido 

identificar, não somente espécies crípticas de Anopheles (Narang & Seawright, 1988; Narang 

et al., 1990; Rosa-Freitas et al., 1990), como também espécies dos gêneros Aedes (Coluzzi et 

al., 1971) e Culex (Urbanelly & Bullini, 1985).

Locos isoenzimáticos também têm sido úteis em estudos de acasalamento, mostrando 

diferenças comportamentais em relação ao número de inseminação. Acasalamento múltiplo 

pode ser observado em muitas espécies de mosquitos, tanto na natureza como no laboratório 

(Miles,  1977).  Observações  similares  foram feitas  em populações  de  A.  nuneztovari por 

Scarpassa  et  al.  (1992a),  que  registraram  a  ocorrência  de  múltipla  inseminação  efetiva 

(poliandria), sendo evidente em pelo menos 15% das fêmeas. No entanto, Santos et al. (1981), 

mostraram que fêmeas de  A. darlingi são essencialmente monogâmicas, sendo inseminadas 

uma única vez, ou mesmo que a fêmea copule com dois machos, apenas são fertilizadas pelos 

espermatozóides de um só macho, possivelmente o primeiro. Estes estudos são relevantes 

para  a  interpretação  de  dados  biológicos  de  populações  de  mosquitos,  sendo  útil  para  o 

planejamento de medidas de controle genético das espécies vetoras.

Isoenzimas também são úteis para diagnosticar mosquitos infectantes e infectados com 

o  plasmódio  (parasita  responsável  pela  transmissão  da  malária).  Estudos  com  análise 

isoenzimática de Plasmodium mostraram que enzimas específicas dos hospedeiros e parasitas 

poderiam ser diferenciadas (Riandey et al., 1996). Estes autores usaram uma LDH parasita-

específico como um marcador de Plasmodium yoelii no seu hospedeiro, detectando a presença 

de pLDH desde o 2° a 28° dia de infecção. O pLDH pareceu ser proporcional ao número de 

esporozoítos presentes nas glândulas salivares infectadas.

Os locos isoenzimáticos têm sido também utilizados como marcadores genéticos para 

detectar modificações que ocorrem durante a ontogenia. Vários trabalhos com espécies de 

anofelinos têm mostrado que algumas isoenzimas mudam durante o desenvolvimento, quer na 

intensidade relativa das bandas, quer no aparecimento de novas formas e no desaparecimento 

de outras (Santos, 1979; Santos et al., 1985; Scarpassa, 1988; Scarpassa et al., 1992b). Tais 

estudos, tomados em conjunto, habilitam um entendimento mais profundo de como ocorre a 

ação e expressão gênica em mosquitos. As mudanças ontogenéticas oferecem uma especial 

introspecção que pode ser útil se acompanhado com o estudo de efeitos larvicidas na natureza. 

Além  disso,  nos  primeiros  estádios  de  desenvolvimento,  a  morfologia  convencional, 

raramente comprova caracteres discriminantes,  e as variantes enzimáticas têm se revelado 
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como eficientes marcadores (Coluzzi & Bullini, 1971).

Um dos primeiros trabalhos envolvendo a técnica de eletroforese em populações de 

anofelimos foi o realizado por Bianchi & Chessa (1970) utilizando o sistema enzimático XHD 

em Anopheles atroparvus. A partir desta época diversos sistemas enzimáticos em populações 

de  Anopheles têm sido analisados,  com a finalidade de avaliar o grau de variação inter  e 

intraespecífica nas populações e idenficar a presença de possíveis espécies crípticas (Tabela 

1).

A introdução da técnica  de eletroforese de isoenzimas nos  estudos  de genética de 

populações e de evolução foi um marco muito importante, porque além de iniciar a era da 

genética molecular,  forneceu um meio direto de avaliação da variação gênica.  E,  mesmo 

havendo hoje técnicas complementares, que ampliam o poder de detecção dos efeitos das 

mutações ao nível de DNA, isoenzimas continuam apresentando um potencial enorme, ainda 

não explorado totalmente.
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Tabela 1 – Relação de sistemas protéicos estudados em diferentes espécies de Anopheles.

Espécies Sistema enzimático Referência
A. nuneztovari e A. darlingi MDH, ME, EST Narang et al. (1979)
A. albimanus AO Narang & Seawright (1982)
A. nuneztovari ∝−GPDH, LAP, EST Scarpassa (1988)
A. triannulatus EST Santos et al. (1992)
A. darlingi EST,  LAP,  IDH,∝GPD, 

PGM, ODH, AO e XDH.

Santos et al. (1996)

A. darlingi EST,  LAP,  IDH,  ODH, 

AO,  ∝−PGDH,  PGM, 

XDH, 6-PGDH

Santos et al. (1999).

A. albitarsis EST, LAP, ∝−GPDH Santos et al. (1999)
A. nuneztovari EST,  LAP,  IDH,  ME, 

MDH,  ACON,  6-PGD, 

PGM, PGI, ∝GPD, XDH

Scarpassa & Tadei (2000)

A. darlingi,  A.  albitarsis,  A.  
triannulatus,  A.  intermedius,  

A. mattogrossensis

EST,  LAP,  IDH,  PGM, 

PGI, XDH, 6-PGDH.

Santos et al. (2003)

A. bellator PGM,  HK,  ME,  MP, 

MDH,  EST,  GPI,  IDH, 

PEP

Carvalho-Pinto & Lourenço-

de-Oliveira (2003)

A. triannulatus EST,  LAP,  PGI,  XDH, 

HEX,  IDH,  MDH,  ME, 

6-PGDH, PGM

Santos et al. (2004)

1.2. OBJETIVO

1.2.1. Geral
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Avaliar  a  condição  taxonômica  e  o  nível  de  diferenciação  genética  intra  e 

interespecífica  de  oito  sistemas  isoenzimáticos  em  nove  espécies  de  Anopheles dos 

subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles da região amazônica. 

1.2.2. Objetivos específicos

-     Determinar o perfil eletroforético de oito sistemas isoenzimáticos em nove espécies de 

Anopheles;
-     Identificar possíveis variantes alélicas nas populações das espécies de  Anopheles, do 

subgênero Nyssorhynchus e Anopheles;

- Estimar o número de locos polimórficos e a heterozigosidade intra-loco e média das popu-

lações;

- Analisar a estrutura genética intra e interpopulacional, empregando-se as estatísticas F de 

Wright; 

- Estabelecer os níveis de similaridade e distância genética entre populações de cada espé-

cie, a partir do índice de Nei (1978).

1.3. MATERIAL E MÉTODOS

1.3.1. Procedência e obtenção das amostras
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Foram estudadas sete espécies de  Anopheles do subgênero  Nyssorhynchus e duas do 

subgênero Anopheles procedentes de diferentes regiões da Amazônia (Tabela 1). Fêmeas da 

natureza foram capturadas e trazidas para o Laboratório de Vetores da Malária e Dengue da 

CPCS/INPA em Manaus e postas para desovar individualmente em copos plásticos. Após as 

oviposições,  as  fêmeas,  ovos  e  larvas  de  4º  estádio  foram identificados  pelas  chaves  de 

Gorham et al. (1967) e Consoli & Lourenço-de-Oliveira (1994). A metodologia empregada na 

manutenção dos ovos até o adulto foi a usual do laboratório (Santos et al., 1981). As larvas de 

4° estádio foram mantidas em freezer -70°C para a análise isoenzimática. Algumas larvas 

foram mantidas no insectário até a emergência dos adultos para serem depositados na coleção 

do laboratório de Vetores de Malária e Dengue.

Foram  estudadas  14  populações  pertencentes  ás  nove  espécies.  Em  média  foram 

analisados 50 indivíduos de cada população amostrada. Para A. darlingi e A. albitarsis foram 

estudadas três populações,  A. benarrochi duas e as demais espécies apenas uma população 

(Figura 1).

Para a análise isoenzimática foram utilizadas duas larvas por desova de cada espécie, 

sendo utilizado um mínimo de quinze posturas, totalizando uma média de 50 espécimes por 

sistema enzimático. 

1.3.2. Análise eletroforética

1.3.2.1. Preparação das amostras

Larvas de 4° estádio foram homogeneizadas individualmente em placas escavadas de 

porcelana, com auxílio de um bastão de vidro, utilizando-se 15 µl de 2-mercaptoetanol 0,5% 

(v:v).  Após  a  homogeneização,  foram  colocados  sobre  a  placa  escavada,  contendo  as 

amostras, pedaços de papel fino (“yes”), medindo aproximadamente 4,0 cm2 e, sobre esses, 

papéis de filtro Whatman N° 3. Estes últimos, dependendo do tipo de suporte, mediam 6 mm 

x 5 mm para géis de amido e 2 mm x 5 mm para os géis de amido-agarose. Tais papéis foram 

inseridos verticalmente no gel para aplicação das amostras. O papel fino funciona como um 

filtro, impedindo a passagem de resíduos do extrato para o papel de filtro, o que possibilita 

melhor separação das bandas eletroforéticas.

Nas análises eletroforéticas foi utilizado o sistema horizontal e dois tipos de suportes 

de fracionamento: amido parcialmente hidrolizado e amido-agarose. Os géis de amido foram 

preparados na concentração de 12,5% em tampão específico. A mistura foi cozida em forno 
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microondas sob agitação constante até a fervura, quando então foi desaerada e colocada sobre 

placa de vidro. Após o resfriamento do gel, em temperatura ambiente, este foi transferido para 

o refrigerador, por cerca de uma hora, quando estava pronto para receber as amostras.

Tabela 1 – Táxons e locais de coleta das nove espécies de Anopheles pertencentes aos 
subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles.

Subgêneros Espécies Locais de coleta

Nyssorhynchus A. oswaldoi Ji Paraná-RO
A. albitarsis Macapá-AP

Boa Vista-RR

Maruanum-AP
A. triannulatus Pacoval-AP
A. benarrochi Guayará Mirim-Bolívia e Ji Paraná-RO.

A. rangeli Ji Paraná-RO
A. darlingi Timbozinho-AM

Coari-AM

Macapá-AP
A. nuneztovari Codajás-AM

Anopheles A. matogrossensis Janauari-AM
A. intermedius Pacoval-AP
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Figura  1  – Locais  de  coleta  das  espécies  de  Anopheles dos  subgêneros  Nyssorhynchus e 
Anopheles  da  região  amazônica.  A.  albitarsis:1-Boa  Vista/RR;  2 –  Macapá/AP  e 
Maruanum/AP;  A.  darlingi:  2 –  Macapá/AP,  3 –  Coari/AM,  4 –  Timbozinho/AM,  A. 
triannulatus: 2  –  Pacoval-AP;  A.  oswaldoi: 5 –  Ji  Paraná/RO;  A.  nuneztovari: 6 – 
Codajás/AM; A. benarrochi: 5 – Ji Paraná/RO, 7 - Bolívia; A. rangeli: 5 – Ji Paraná/RO; A. 
mattogrossensis: 8 – Janauari/AM, A intermedius: 2- Pacoval/AP.

Os  géis  de  amido-agarose  foram  preparados  na  concentração  de  2%  e  1%, 

respectivamente,  em  sistema  tampão  apropriado.  O  amido  e  a  agarose  foram  cozidos 

separadamente até a fervura, misturados e desaerados. Esta mistura foi colocada sobre placa 

de  vidro  e  após  30  minutos  em temperatura  ambiente,  ao  gel  estava  foram aplicadas  as 

amostras.  Os  géis  de  amido,  após  a  migração  eletroforética,  foram  cortados  no  sentido 

horizontal em partes homólogas, e sobre as superfícies expostas realizaram-se as colorações 

específicas.  Nos  géis  de  amido-agarose,  as  colorações  foram feitas  diretamente  sobre  os 

mesmos. Posteriormente, os géis foram incubados em estufa a 37°C, até a revelação das zonas 
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de atividade enzimática, lavados em solução de ácido acético glacial, etanol e água destilada, 

na proporção de 1:5:5 (v:v), fotografados e realizadas as tipagens.

1.3.2.2. Sistemas enzimáticos

Foram  analisados  os  sistemas  enzimáticos:  Esterases,  Leucina  aminopeptidase, 

Fosfoglicose  isomerase,  Isocitrato  desidrogenase,  Enzima  Málica,  Malato  desidrogenase, 

Hexoquinase  e  Fosfoglicomutase.  Os sistemas de  tampões  empregados foram os  mesmos 

utilizados por Steiner & Joslyn (1979) e Santos (1992).

1.3.2.2.1. Esterases (E.C.3.1.1.1)

As esterases são enzimas que hidrolisam ligações do tipo éster.  Em seu estudo foi 

utilizado  gel  de  amido  preparado  com  tampão  Tris-citrato  (tris-0,017M,  ácido  cítrico-

0,0023M) pH 8,0. Nas cubas foi empregado o tampão Borato (ácido bórico 0,3M) pH 8,0. As 

pontes  entre  os  eletrodos  e  o  gel,  foram feitas  com o auxilio  de  um pano fino (perfex), 

dobrado em quatro partes iguais. A migração eletroforética durou até a obtenção de uma linha 

de frente de 10 cm a partir do ponto de aplicação das amostras. Após a migração, o gel foi 

cortado em duas partes homólogas. 

A  atividade  das  regiões  esterásicas  foi  revelada  sobre  o  gel  mergulhado  em uma 

mistura de 40 mg de corante  Fast Blue RR Salt dissolvidos em 100 ml de tampão Fosfato 

(fosfato de sódio monobásico 0,05M) pH 6,5 e  adicionados 4  ml da  solução estoque  do 

substrato α-naftil propionato (0,5 g do éster em 50 ml de água:acetona 1:1, v:v) e incubado 

em estufa à 37oC.

1.3.2.2.2. Leucina aminopeptidase (E.C.3.4.11.1)

As leucinas aminopeptidases são exopeptidases que hidrolisam ligações peptídicas de 

aminoácidos  N-terminal  de  um polipeptídio.  Na  preparação  dos  géis  para  análises  dessa 

enzima  foi  utilizado  o  mesmo  procedimento  usado  para  as  esterases.  Uma  das  partes 

homólogas do gel foi mergulhada numa solução composta por 100 ml de tampão Tris-maleato 

(tris  0,2M  e  ácido  maléico  0,2M)  pH  6,0;  25  mg  do  substrato  L-leucil-β-naftilamida 
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(dissolvidos em 0,5 ml de dimetil sulfóxido) e 50 mg de Fast Garnet GBC Salt e incubada a 

37°C, até a visualização das zonas de atividade.

1.3.2.2.3. Fosfoglicose isomerase (E.C.5.3.1.9)

A Fosfoglicose isomerase é uma isomerase que catalisa a seguinte reação:

Frutose-6-fosfato + NADP    glicose-6-fosfato + NADPH

Na análise desta enzima utilizou-se uma das partes homólogas do gel da esterases. 

Para a revelação das regiões de atividade enzimática, foi empregada uma mistura composta 

de: 35 ml de tampão Tris-HCl 0,1M pH 7,5; 30 mg de substrato frutose-6-fosfato; 5 µl de 

glicose-6-fosfato desidrogenase (170 unidades/mg de proteína);  5 mg de NADP; 4 ml de 

MgCl2 0,1M, 5 mg de MTT, 5 mg de PMS e 10 ml de ágar a 2%. Tal solução foi espalhada 

sobre o gel e incubado em estufa a 37°C, até a visualização das bandas (Steiner & Joslyn, 

1979).

1.3.2.2.4. Hexoquinase (E.C. 2.7.1.1)

A Hexoquinase é uma transferase que catalisa a seguinte reação:

D-hexose + ATP D-hexose-6-fosfato + ADP

Na análise desta enzima, utilizou-se gel de amido em tampão Tris-citrato (tris 0,009M 

e ácido cítrico 0,003M) pH 7,1 e nas cubas Tris-citrato (tris 0,135M e ácido cítrico 0,040M) 

pH 6,9. Para a observação das zonas de atividade, a coloração foi composta de 50 mg de α-D 

(+)-glicose, 35 ml de tampão Tris-HCl 0,1M pH 7,5, 1 ml de MgCl2 0,1M, 5 mg de NADP, 40 

mg de ATP, 5 µl de glicose-6-fosfato desidrogenase (170 unidades/mg de proteína), 5 mg de 

MTT, 5 mg de PMS e 10 ml de ágar a 2%. Em seguida, o gel foi incubado em estufa à 37ºC, 

até a visualização das bandas (Steiner & Joslyn, 1979).
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1.3.2.2.5. Isocitrato desidrogenase (E.C.1.1.1.42)

A Isocitrato desidrogenase é uma óxido-redutase que catalisa a seguinte reação:

Isocitrato + NADP+    2-oxoglutarato + CO2 + NAPDH

Nas  análises  desta  enzima  foi  empregada  uma  das  partes  homólogas  do  gel  da 

hexoquinase.  Para  a  coloração  utilizou-se  na  superfície  do  gel  uma  mistura  de  reação 

composta de 50 mg de ácido isocítrico, 10 ml de tampão Tris-HCl 0,5M pH 8,0; 10 ml de 

MgCl2 0,2M; 5 mg de NADP; 5 mg de MTT; 5 mg de PMS e 10 ml de ágar a 2%. A seguir, o 

gel foi  incubado em estufa a 37°C,  até  a  visualização das zonas de atividade (Steiner  & 

Joslyn, 1979).

1.3.2.2.6. Malato desidrogenase (E.C.1.1.1.37)

A Malato desidrogenase é uma óxido-redutase que catalisa a seguinte reação:

L-malato + NAD+   oxalacetato + NADH + H+

Nas análises desta enzima, foi empregada a parte homóloga do gel utilizado para a 

hexoquinase. Para a revelação das regiões de atividade desta enzima foi utilizada a seguinte 

mistura de reação: 35 ml de tampão Tris-HCl 0,1M pH 7,5; 1 ml de solução de ácido DL-

málico 2,0M pH 7,0; 10 mg de NAD; 5 mg de MTT; 0,5 mg de PMS e 10 ml de ágar a 2%. A 

seguir, o gel foi incubado em estufa a 37°C, até a visualização das bandas (Steiner & Joslyn, 

1979).

1.3.2.2.7. Enzima Málica (E.C.1.1.1.40)

A enzima málica é dependente de NADP, é uma óxido-redutase que catalisa a reação:

L-malato + NADP               piruvato + CO2 + NADPH

Na análise desta enzima foi empregado gel de amido e o mesmo sistema de tampões 

da hexoquinase.
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Na revelação das regiões de atividade a coloração utilizada foi composta de 35ml de 

tampão Tris-HCl 0,1M pH 7,5, 0,5ml de solução de ácido DL-málico 2,0M pH 7,0, 5mg de 

NADP, 5mg de MTT, 5mg de PMS e 10ml de  ágar a 2%. Esta coloração foi colocada sobre o 

gel e este incubado a 37 °C.

1.3.2.2.8. Fosfoglicomutase (E.C.5.4.2.2)

A Fosfoglicomutase é uma isomerase que catalisa a seguinte reação:

α -D-glicose-1-fosfato               D-glicose-6-fosfato

D-glicose-6-fostafo + NADP             D-glucono-S-lactone-6-fosfato + NAPH

Para análise da fosfoglicomutase empregou-se o gel de amido-agarose a 2% e 1% 

respectivamente.  Nas cubas foi  utilizado o tampão TEMM (TRIS 0,1M, anidrido maléico 

0,1M, EDTA 0,01M e MgCl2 0,01M) pH 7,4 e no gel, este mesmo tampão diluído 1:15 em 

água deionizada.

Na observação da atividade dessa enzima,  a  coloração foi  composta de 35 mg do 

substrato α-D-glicose-1-fosfato, 10 ml de tampão Tris-MgCl2 (tris 0,1 e MgCl2 0,02M)   pH 

8,0; 5 mg de NADP, 5 µl de glicose-6-fosfato desidrogenase (170 unidades/mg de proteína), 5 

mg de MTT, 5 mg de PMS e 10 ml de ágar a 2%. A seguir o gel foi incubado à 37°C, até a 

visualização das bandas.

Na  tabela  3  consta  um resumo das  condições  eletroforéticas  empregadas  nos  oito 

sistemas protéicos analisados neste trabalho.

1.3.3. Análises estatísticas dos dados

1.3.3.1. Determinação das freqüências Genotípicas e Alélicas

 Os locos  e  alelos  para  o  presente  trabalho  foram denominados pela  nomenclatura 

proposta  por  Shows  et  al.  (1979)  que  estudaram  genes  humanos.  Os  locos  controlam 

isoenzimas  com mobilidade  eletroforética  maior,  a  partir  da  origem,  receberam números 

menores.  Neste  estudo  foi  empregado  na  denominação  dos  alelos  a  metodologia  de 

Hutchinson et al. (1974), utilizando-se para cada loco o código 100 para o alelo mais comum, 
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e os outros alelos a distância foi baseada em que as respectivas bandas se posicionaram em 

relação à banda do alelo 100.

Tabela 2 - Condições Eletroforéticas para o estudo dos Sistemas Protéicos de Anopheles.

Sistema Sistema tampão Tipo Migração Voltagem
Protéico Cuba Gel Gel Horas /cm gel

EST, LAP, 
PGI

Borato
pH 8,0
0,3 M

Tris-citrato
pH 8,0

0,193 M

Amido 15 2

HK, IDH, 
MDH, ME

Tris-citrato
pH 6,9

0,175 M

Tris-citrato
pH 7,1

0,012 M

Amido 16 2,5

PGM TEMM
pH 7,4
0,22 M

1:15
Tampão da 

cuba

Amido-
agarose

5 6

No estudo isoenzimático, a reação de coloração in vitro fornece um padrão de variação 

fenotípica,  que  deve  ser  representativo  da  variação  genotípica.  Por  isso,  as  freqüências 

genotípicas são as próprias freqüências fenotípicas.

A frequência  alélica  observada  é  a  variação de um loco.  O cálculo da  frequência 

alélica é baseado no número de genótipos observados ou frequência genotípicas. No estudo da 

freqüência alélica de amostras de uma população, esta é dada como a estimativa da freqüência 

da  população  como  um  todo  (Hartl,  1981).  No  entanto,  denomina-se  freqüência  gênica 

quando a  estimativa da  freqüência  alélica está  próxima da  verdadeira,  ou  seja,  quando a 

amostra for suficientemente grande. 

A determinação das freqüências alélicas foi estimada a partir da freqüência absoluta 

dos  distintos  genótipos,  sendo  utilizado  o  programa  estatístico  Biosys-1  (Swofford  & 

Selander, 1981). Utilizou-se também o teste de qui-quadrado para verificar se as freqüências 

genotípicas estavam de acordo com o modelo de equilíbrio de Hardy-Weinberg, calculado 

pelo mesmo programa. 
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1.3.3.2. Coeficiente F de Wright.

Os  cálculos  utilizando  F  de  Wright  estão  baseados  em  um  modelo  de  estrutura 

populacional,  onde a população total está subdividida em subpopulações que podem estar 

isoladas ou não. Para Wright (1940; 1951; 1965), os valores do F estatístico (Fis, Fit e Fst) 

descrevem a estrutura genética de populações,  em organismos diplóides com as seguintes 

inter-relações teóricas: (1 – Fit) = (1 – Fst)  . (1 – Fis), e podem ser definidos em termos de 

heterozigosidade observadas e esperadas.

Fis e  Fit medem  os  desvios  das  frequências  genotípicas  do  equilíbrio  de  Hardy-

Weinberg  nas  subpopulações  e  na  população  total,  respectivamente.  O  Fis é  ainda,  o 

coeficiente de “inbreeding” entre os indivíduos dentro da subpopulação. O valor de Fst mede o 

grau de diferenciação genética entre as subpopulações (Nei, 1987; Avise, 1994). Segundo 

Kimura & Ohta (1971) este valor é o efeito da diferenciação das freqüências gênicas entre as 

subpopulações. O Fis e o Fst são também chamados índices de fixação (Fi) que podem ser 

calculados  através  da  seguinte  fórmula,  onde  hobs e  hesp  são  as  frequências  observadas  e 

esperadas dos heterozigotos no loco.

Fi = 1 – (hobs/ h esp)

Os valores positivos para o índice de fixação indicam deficiência de heterozigotos, 

enquanto que os negativos indicam excesso dos mesmos. As análises dos três F estatísticos 

foram realizadas utilizando-se o programa Biosys-1. Para essas análises foram consideradas 

apenas as populações de  A. darlingi, A. albitarsis  e  A. benarrochi, uma vez que foram as 

espécies que tiveram duas ou mais populações amostradas. 

1.3.3.3. Estimativa do número de locos polimórficos e heterozigosidade média

Há  vários  critérios  para  considerar  que  um  loco  é  polimórfico.  Segundo  Morton 

(1977), quando as frequências intermediárias dos genes estiverem entre 1% e 99%, o loco é 

considerado polimórfico. No entanto, Ayala (1982) diz que a freqüência do alelo mais recente 

não seja superior a 0,95. Neste trabalho foi utilizado um critério, baseado em Swofford & 

Selander (1981), que considera um loco polimórfico aquele que possui mais de um alelo na 

população, independentemente de suas freqüências.

A proporção de locos polimórficos (P) de cada população foi obtida pelo programa 
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Biosys-1, pela seguinte fórmula:

Número de locos polimórficos
P =

Número total de locos amostrados

A heterozigosidade intraloco observada (Ho)  e  esperada  (He),  e  a  heterozigosidade 

média  observada  (Ho)  e  esperada  (He)  foram estimadas  também pelo  programa Biosys-1 

(Swofford & Selander, 1981), calculadas pelas fórmulas:

Número de indivíduos heterozigotos
Ho =

Número total de indivíduos

He = 2pq

∑ das heterozigosidades intraloco observadas
Hobs = 

Número total de locos amostrados

∑ das heterozigosidades intraloco esperadas
Hesp =

Número total de locos amostrados

1.3.3.4. Análise da distância genética 

A similaridade genética de Nei (1978) se fundamenta na probabilidade de amostrar 

alelos  idênticos  entre  duas  populações,  dividida  pela  probabilidade  de  amostrar  alelos 

idênticos em cada uma das duas populações. É obtida através da fórmula:

xy
I  =

√ ( x + y)
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onde,  x  é  a  freqüência  do alelo A na  população  x e  y  a  freqüência  do mesmo alelo na 

população y. Se duas populações  X e Y são monomórficas para o mesmo alelo, dizemos que 

a identidade é igual a um. No entanto, quando duas populações X e Y são monomórficas para 

alelos diferentes, a identidade é igual a zero. A distância genética entre duas populações é 

dada pelo negativo do logaritmo neperiano da identidade.

D = - l n I

A similaridade segue uma escala de 0 a 1 e a distância de 0 a  ∞ .  Os valores de 

distância genética de Nei (1978) foram calculados utilizando-se o programa Biosys – 1.

Obtida a matriz de distância e similaridade genética entre as populações, foi formado 

um  dendrograma,  mostrando  o  agrupamento  das  populações  resultantes  das  distâncias 

genéticas,  a  partir  das  freqüências  alélicas,  não  considerando  os  alelos  nulos.  Para  a 

construção  do  dendrograma  foi  utilizado  o  método  UPGMA  (unweighted  pairing  group 
method with arithmetic mean) do programa Biosy-1, onde à distância intercluster é definida 

como sendo a média entre todas as distâncias pareadas dos membros dos dois grupos (Weir, 

1990).  Através  deste  método,  as  populações  com menores  distâncias  são  sucessivamente 

agrupadas até construir um diagrama hierárquico que representa a proximidade das diferentes 

populações a diferentes níveis de distância genética (Swofford & Selander, 1981).
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1.4. RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados de forma a descrever o perfil eletroforético dos 

sistemas  protéicos  realizados  neste  estudo,  o  número  de  locos,  a  variação  detectada  e 

possíveis mecanismos de herança envolvidos. Os dados das análises permitiram discutir sobre 

o nível de diferenciação interespecífica e intraespecífica de A. albitarsis de Macapá (AP), de 

Boa Vista (RR) e de Maruanum (AP), de A. darlingi de Timbozinho (AM), de Coari (AM) e 

de Macapá (AP) e de A. benarrochi de Ji Paraná (RO) e de Guayará Mirim (Bolívia).

1.4.1. PADRÕES ELETROFORÉTICOS

 
1.4.1.1. Esterase

Os perfis eletroforéticos das esterases (Figura 2), apresentaram a ocorrência de três 

zonas de atividade eletronegativas. A primeira, denominada esterase 1, apresentou variação 

com três fenótipos distintos: uma banda de mobilidade rápida, uma banda de mobilidade lenta 

e  o  terceiro  mostrando  duas  bandas  (heterozigoto)  de  igual  intensidade  de  coloração, 

sugerindo que esta enzima seja monomérica. Esta variação sugere que o controle desta região 

seja produto da atividade de dois alelos codominantes -  EST1*100 e  EST1*97. De todas as 

espécies  analisadas,  somente  A.  benarrochi da  Bolívia,  foi  monomórfica  para  o  alelo 

EST1*100 (Tabela 3).

A esterase 2 mostrou-se difusa sobre o gel, com migração muito próxima da esterase 

1, devido à sobreposição de bandas, o que dificultou a interpretação dos fenótipos, não sendo 

considerada para as análises populacionais.

O  padrão  eletroforético  para  a  esterase  5  sugere  que  a  mesma  seja  controlada 

geneticamente  pelo  loco  EST5,  com  seis  alelos  codominantes:  EST5*103,  EST5*100, 

EST5*95,  EST5*90,  EST5*80 e  EST5*78. Todas as espécies analisadas foram polimórficas. 

A. triannulatus, A. rangeli, A. nuneztovari e  A. benarrochi da Bolívia apresentaram cinco 

alelos, enquanto em A. mattogrossensis e A. intermedius foram revelados somente dois alelos 

(EST5*103,  EST5*100).  Os indivíduos heterozigotos apresentaram duas bandas de mesma 

intensidade de coloração, sugerindo que a estrutura da proteína seja monomérica. A variação 

encontrada nesta enzima possibilitou a presença de 17 fenótipos distintos: EST5 103, EST5 

103/100, EST5 103/95, EST5 103/90, EST5 103/80, EST5 103/78, EST5 100, EST5 100/95, 
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EST5 100/90, EST5 100/80, EST5 100/78, EST5 95, EST5 95/90, EST5 95/80, EST5 95/78, 

EST5 90, EST5 90/80, EST5 90/78, EST5 80, EST5 80/78 e EST5 78 (Tabelas 5 a 18).

Figura 2 – Padrão eletroforético da esterase de larvas de 4º estádio em populações de  A. 

triannulatus (1 e 2), A. albitarsis (3 e 4), A. darlingi (5 e 6), A rangeli (7 e 8), A. oswaldoi, (9 

e 10), A. nuneztovari  (11 e 12)  e  A. benarrochi (13 e 14). Eletroforese em gel de amido. 

Sistema tampão Tris-citrato-borato, pH 8,0. Migração nos sentidos indicados. 

1.4.1.2. Leucina aminopeptidase

O padrão eletroforético da leucina aminopeptidase, mostrou duas zonas de atividade 

eletronegativas denominadas de LAP1 e LAP 2 (Figura 3). 

 LAP1  foi  monomórfica,  sendo  codificada  pelo  alelo  LAP1*100 na  maioria  das 

espécies  analisadas,  exceto  em  A.  albitarsis de  Maruanum,  A.  mattogrossensis e  A. 

intermedius que  revelaram dois  alelos:  LAP1*100 e  LAP1*95 (Tabela  3).  Os  indivíduos 

heterozigotos para este loco mostraram um fenótipo constituído por duas bandas, sugerindo 

estrutura monomérica para esta proteína. 

A variação fenotípica observada para a LAP2 sugere que o controle dessa isoenzima 

dependa da atividade de três alelos: LAP2*100, LAP2*98 e LAP2*95, de ação codominante, e 

uma estrutura monomérica para enzima. De todas as populações analisadas, somente a de A. 

darlingi de Timbozinho e  de  A. benarrochi da Bolívia foram monomórficas para o  alelo 
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LAP2*100,  enquanto  que  a  de  A.  triannulatus,  de A.  rangeli,  de  A.  oswaldoi, de A.  
nuneztovari  e de A. benarrochi de Ji-Paraná foram revelados os três alelos (Tabela 3).  A 

variação encontrada nesta enzima possibilita a presença de seis fenótipos distintos: LAP2 100, 

LAP2 100/98, LAP2 100/95, LAP2 98, LAP2 98/95, LAP2 95, não sendo detectado apenas o 

fenótipo LAP2 98/95 (Tabelas 5 a 18).

Figura  3  –  Padrão  eletroforético  da  leucina  aminopeptidase  de  larvas  de  4º  estádio  em 

populações de A. triannulatus (1 e 2), A. albitarsis (3 e 4), A. darlingi (5 e 6), A. rangeli (7 e 

8), A. oswaldoi, (9 e 10), A. nuneztovari (11 e 12),  e  A. benarrochi (13 e 14). Eletroforese 

em  gel  de  amido.  Sistema  tampão  Tris-citrato-borato,  pH  8,0.  Migração  nos  sentidos 

indicados. 

1.4.1.3. Isocitrato desidrogenase

A isocitrato  desidrogenase  apresentou  um perfil  eletroforético  constituído  de  uma 

única zona de atividade, eletronegativa, denominada IDH1.

A variação observada sugere que esta região é controlada geneticamente pelo loco 

IDH1 com  três  alelos  codominantes:  IDH1*105,  IDH1*100 e  IDH1*95 (Figura  4).  Os 

indivíduos heterozigotos constituíram-se de três bandas,  com a intermediária mais intensa 

sugerindo que esta enzima seja dimérica. De todas as populações analisadas, somente a de A. 
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albitarsis procedente de Macapá, a de A. rangeli e a de A. oswaldoi foram monomórficas para 

o  alelo  IDH1*100.  Enquanto que,  a  de  A. mattogrossensis foi  monomórfica  para  o  alelo 

IDH1*95. Nas populações de A. triannulatus, A. darlingi de Coari e de Timbozinho, na de A.  
nuneztovari  e na de A. intermedius foram detectados os três alelos (Tabela 3). A variação 

encontrada na enzima possibilita  a presença de seis  fenótipos distintos:  IDH1 105,  IDH1 

105/100, IDH1 105/95, IDH1 100, IDH1 100/95, IDH1 95, não sendo registrados os fenótipos 

IDH1 105 e IDH1 105/95 (Tabelas 5 a18).

Figura  4  –  Padrão  eletroforético  da  isocitrato  desidrogenase  de  larvas  de  4º  estádio  em 

populações de A.mattogrossensis (1 e 2), A. intermedius (3 e 4), A. darlingi (5 e 6), A. rangeli  

(7 e 8), A. oswaldoi (9 e 10), A. nuneztovari  (11),   A. benarrochi (12), A. albitarsis (13) e 

A.triannulatus (14) . Eletroforese em gel de amido. Sistema tampão Tris-citrato-borato, pH 

8,0. Migração nos sentidos indicados. 

1.4.1.4. Fosfoglicomutase

O padrão eletroforético detectado para fosfoglicomutase foi  de uma única zona de 

atividade, eletronegativa, denominada de PGM1 (Figura 5). 

Os indivíduos heterozigotos para este  loco mostraram um fenótipo constituído por 

duas bandas com igual intensidade de coloração, sugerindo estrutura monomérica para esta 

proteína. 

A variação observada sugere que esta região é controlada geneticamente pelo loco 
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PGM1 com  seis  alelos  codominantes:  PGM1*110,  PGM1*105,  PGM1*100,  PGM1*95, 

PGM1*90, PGM1*88 (Tabela 3). 

De todas as populações analisadas, somente na de  A. nuneztovari foram detectados 

cinco  alelos  PGM1*110,  PGM1*105,  PGM1*100,  PGM1*95 e  PGM1*90.  A  variação 

encontrada nesta  enzima possibilita a  presença de 17 fenótipos distintos:  PGM1 110/110, 

PGM1  110/105,  PGM1 110/100,  PGM1  110/95,  PGM1 110/90,  PGM1  105/105,  PGM1 

105/100,  PGM1  105/95,  PGM1  105/90,  PGM1  100/100,  PGM1  100/95,  PGM1  100/90, 

PGM1 95/95, PGM1 95/90, PGM1 90/90, PGM1 90/88, PGM1 88/88, não sendo registrados: 

PGM1 110/95, PGM1 110/90 e PGM1 105/90 (Tabelas 5 a 18).

Figura 5 – Padrão eletroforético da fosfoglicomutase em larvas de 4º estádio em populações 

de  A. triannulatus  (1 e 2),  A. albitarsis  (3 e 4), A. darlingi  (5 e 6), A. rangeli  (7 e 8), A.  

oswaldoi, (9 e 10), A. nuneztovari (11 e 12),  A. benarrochi (13 e 14). A. mattogrossensis  (15 

e 16). A.intermedius (17 e 18). Eletroforese em gel de amido. Sistema tampão TEMM pH 7,4. 

Migração nos sentidos indicados. 

1.4.1.5. Fosfoglicose isomerase

O perfil eletroforético detectado para a fosfoglicose isomerase constituiu de uma única 

região de atividade, eletronegativa, denominada PGI1 (Figura 6).
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A PGI1 foi  monomórfica  em todas  as  espécies  analisadas,  apresentando os  alelos 

PGI1*100, PGI1*95, PGI1*90. A. albitarsis, A. darlingi de Coari e Timbozinho, A. rangeli e 

A.  benarrochi apresentaram  o  alelo  PGI1*100.  A.  darlingi de  Macapá,  A.oswaldoi,  A.  
nuneztovari apresentaram o alelo PGI1*95 e A. triannulatus o alelo PGI1*90.

Figura  6  –  Padrão  eletroforético  da  fosfoglicose  isomerase  de  larvas  de  4º  estádio  em 

populações de A. triannulatus (1 e 2), A. albitarsis (3 e 4), A. darlingi (5 e 6), A. rangeli (7 e 

8), A. oswaldoi, (9 e 10), A. nuneztovari (11 e 12),  e  A. benarrochi (13 e 14). Eletroforese 

em  gel  de  amido.  Sistema  tampão  Tris-citrato-borato  pH  8,0.  Migração  nos  sentidos 

indicados.

1.4.1.6. Enzima Málica

A enzima málica apresentou uma região de atividade, eletronegativa (Figura 7). Tal 

região  é  controlada  geneticamente  pelo  loco  ME1,  que  foi  monomórfico  para  o  alelo 

ME1*100 na maioria das populações analisadas, exceto na de A. rangeli que revelou o alelo 

ME1*105 e na de A. oswaldoi que foi detectado o alelo ME1*95. Em A. triannulatus foram 

revelados os alelos ME1*90 e ME1*85 (Tabela 3). Os indivíduos heterozigotos apresentaram 

duas bandas com forte intensidade de coloração, sugerindo que esta enzima seja uma proteína 

monomérica. 
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Figura 7 – Padrão eletroforético da enzima málica de larvas de 4º estádio em populações de 

A. triannulatus  (1 e 2), A.  albitarsis  (3 e 4), A. darlingi  (5 e 6), A. nuneztovari  (7 e 8), A.  

oswaldoi, (9 e 10), A. rangeli (11 e 12),  e  A. benarrochi (13 e 14). Eletroforese em gel de 

amido.  Sistema  tampão  Tris-citrato,  pH  6,9  /cuba  e  pH  7,1/gel.  Migração  nos  sentidos 

indicados.

1.4.1.7. Hexoquinase

Foram  observadas  quatro  regiões  de  atividade,  todas  eletronegativas  denominadas 

HK1,  HK2,  HK3  e  HK4 codificadas  por  quatro  locos  distintos  de  acordo  com  as  suas 

mobilidades eletroforéticas (Figura 8).

As isoenzimas HK1 e HK2 foram monomórficas controladas pelo alelo HK1*100 na 

maioria das populações, exceto na de A. intermedius que revelou o alelo HK1*95, e na de A. 

mattogrossensis que manifestou o alelo  HK1*90. Estas regiões foram constituídas por uma 

banda em cada indivíduo, e com intensidade de coloração forte (Tabela 3).

A HK3 mostrou variação apenas na população de A. albitarsis procedente de Macapá, 

revelando dois alelos de ação codominante, designados de HK3*100 e HK3*95. A variação 

encontrada para esta isoenzima, permite a presença de três fenótipos distintos: HK3 100, HK3 

100/95  e  HK3  95,  não  sendo  este  último  detectado  na  população  (Tabelas  5  a  18).  Os 

indivíduos  heterozigotos  mostraram  um  padrão  fenotípico  com  duas  bandas  de  mesma 

intensidade de coloração, indicando ser uma proteína monomérica. 
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A HK4 foi monomórfica para o alelo HK4*100 na maioria das populações analisadas, 

sendo revelado o  alelo  HK4*105 na  população de  A. intermedius e  o  alelo HK4*95 nas 

populações de A. rangeli, A. oswaldoi, A. nuneztovari e A.benarrochi.

Figura 8 – Padrão eletroforético da hexoquinase de larvas de 4º estádio em populações de A. 

triannulatus (1 e 2), A. albitarsis (3 e 4), A. darlingi (5 e 6), A. rangeli (7 e 8), A. oswaldoi, 

(9 e 10), A. nuneztovari (11 e 12),  e  A. benarrochi (13 e 14). Eletroforese em gel de amido. 

Sistema  tampão  Tris-citrato,  pH  6,9  da  cuba  e  pH  7,1  do  gel.  Migração  nos  sentidos 

indicados.

1.4.1.8. Malato desidrogenase

O perfil eletroforético da malato desidrogenase constituiu-se de uma única região de 

atividade enzimática, eletronegativa, denominada MDH1 (Figura 9).

A MDH1 apresentou uma única banda de atividade de coloração moderada, codificada 

por  um  loco  e  controlada  pelo  alelo  MDH1*100 nas  populações  de  A.  triannulatus,  A. 

albitarsis  de Macapá,  A. darlingi de Timbozinho e de  A. intermedius de Pacoval, sendo o 

alelo MDH1*112 na população de A. albitarsis de Boa Vista, A. darlingi de Coari e Macapá, 

A. nuneztovari e  A. benarrochi da Bolívia e de Ji-Paraná. O alelo  MDH1*95 foi observado 

nas populações de  A. albitarsis de Maruanum,  A. rangeli, A. oswaldoi, A. nuneztovari e  A. 
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mattogrossensis (Tabela 3).

A  variabilidade  observada  quanto  à  mobilidade  eletroforética  nas  diferentes 

populações, sugere que ela seja controlada geneticamente pelo loco  MDH1, com três alelos 

codominantes:  MDH1*112,  MDH1*100 e  MDH1*95,  o  que  permite  a  formação  dos 

fenótipos: MDH1 100, MDH1 112/100, MDH1 112/95, MDH1 100, MDH1 100/95 e MDH1 

95. No entanto, o fenótipo MDH1 112/95 não foi detectado. (Tabelas 5 a 18). O fenótipo dos 

indivíduos  heterozigotos  é  constituído  por  três  bandas,  com a  intermediária  corada  mais 

intensamente, sugerindo que a enzima possa ser dimérica. 

O  loco  MDH1 foi  polimórfico  nas  populações  de  A.  albitarsis  de  Boa  Vista  e 

Maruanum, nas de  A. darlingi de Coari  e de Macapá,  nas de  A. rangeli,  A. oswaldoi,  A.  

nuneztovari,  A.  benarrochi e  de  A.  mattogrossensis.  Em  A.  albitarsis de  Boa  Vista,  A. 
darlingi de  Coari  e  Macapá  e  em  A.  benarrochi  este  loco  é  controlado  pelos  alelos 

MDH1*112 e MDH1*100; e em A. albitarsis de Maruanum-AP, A. rangeli, A. oswaldoi e A. 
mattogrossensis pelos alelos MDH1*100 e MDH1*95.

  1    2    3      4      5     6     7     8    9    10  11   12  13  14

Figura  9  –  Padrão  eletroforético  da  malato  desidrogenase  de  larvas  de  4º  estádio  em 

populações de A. triannulatus (1 e 2), A. albitarsis (3 e 4), A. darlingi (5 e 6), A. rangeli (7 e 

8), A. oswaldoi, (9 e 10), A. nuneztovari (11 e 12),  e  A. benarrochi (13 e 14). Eletroforese 

em gel de amido. Sistema tampão Tris-citrato, pH 6,9 da cuba e pH 7,1 do gel. Migração nos 

sentidos indicados.
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1.4.2. ANÁLISES POPULACIONAIS 

1.4.2.1. Frequências alélicas e genotípicas

Com  base  nos  dados  apresentados  na  tabela  3,  verificou-se  que  dos  13  locos 

analisados,  EST1,  EST5,  LAP1,  LAP2,  IDH1,  ME1,  PGM1,  HK3  e  MDH1 foram 

polimórficos. Os locos  LAP1, HK1, HK2, HK4  e PGI1 foram monomórficos para todas as 

populações. O loco HK3 mostrou variação somente na população de A. albitarsis procedente 

de Macapá.

Dos oito sistemas protéicos estudados, as esterases e fosfoglicomutases foram as mais 

polimórficas, com variação na maioria das populações, exceto para o loco EST 1 da população 

de A. benarrochi da Bolívia. Nos locos EST1, EST5 e PGM1 foram detectados 2 a 6 alelos nas 

diferentes populações estudadas (Tabela 3). Apesar de nove locos apresentarem variabilidade, 

não foram todos que mostraram um padrão claro de herança, sendo selecionados somente os 

locos com boa resolução para a tipagem dos zimogramas. 

Foram  calculadas  as  frequências  dos  alelos  de  cada  loco  em que  a  variabilidade 

genética  foi  mostrada  com maior  segurança  (Tabela  3).  Verificou-se  para  os  dois  alelos 

detectados no loco EST1, que o alelo de maior frequência foi  EST1*100, com variação de 

0,657 a 1,000.

Para o loco EST5 foram observados seis alelos, sendo os alelos EST5*80 e  EST5*78 

os de  menor  frequência  na  maioria  das  populações  analisadas,  cujos  valores  variaram de 

0,028 a 0,181. O alelo de maior ocorrência para este loco foi  EST 5*100, cujas frequências 

variaram de 0,027 a 0,628.

No loco LAP1 foi observada uma maior freqüência do alelo LAP1*100 com variação 

de 0,920 a 1,000 entre as populações.  O alelo LAP1*95 foi observado nas populações de A. 
albitarsis,  A.  intermedius  e  A.  matogrossensis. Para  o  loco  LAP2,  o  alelo  LAP2*100 

apresentou maior frequência na maioria das populações, cujas freqüências variaram de 0,609 

a 1,000. Os alelos LAP2*98 e LAP2*95 não foram detectados em A. darlingi de Timbozinho 

(AM) e em A. benarrochi da Bolívia. 

Em cada um dos quatro locos da hexoquinase foram detectados três alelos, sendo o 

alelo 100 o mais freqüente para os locos HK1, HK2 e HK3, com variação de 0,955 a 1,000, 

exceto  em  A.  intermedius (alelo  95)  e  A.  mattogrossensis  (alelo  90),  onde  este  não  foi 

observado. 
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Tabela 3 – Freqüências alélicas em nove espécies de Anopheles da região amazônica. A. ben = Anopheles benarrochi, A. osw = Anopheles  

oswaldoi, A. dar = Anopheles darlingi, A nun = A. nuneztovari, A. tri = A. triannulatus, A. ran = Anopheles rangeli, A. alb = Anopheles  
albitarsis, A. int = Anopheles intermedius, A. mat= Anopheles matogrossensis. B Vista = Boa Vista/RR, Bol = Bolívia, Coa= Coari-AM, 

Cod = Codajás-AM, Jan = Janauari/AM, Ji-Par = Ji-Paraná/RO, Mar = Maruanum/AP, Mac = Macapá/AP, Pac = Pacoval/AP, Tim = 

Timbozinho/AM. (N) = Tamanho da amostra.

Subgêneros
Nyssorhynchus Anopheles

Locos Alelo A. tri A. alb A. dar A.ran A.osw A.nun A.ben A.int A. mat
Pac Mac B.Vista Mar Coa Tim Mac Ji-Par Ji-Par Cod Ji-Par Bol Pac Jan

EST1 (N) 76 39 42 55 42 46 67 74 72 59 63 56 131 136
100 0,882 0,756 0,857 0,845 0,976 0,957 0,657 0,939 0,847 0,797 0,873 1,000 0,889 0,890
97 0,118 0,244 0,143 0,155 0,024 0,043 0,343 0,061 0,153 0,203 0,127 0,000 0,111 0,110

EST5 (N) 43 36 40 75 32 38 71 42 40 28 36 56 131 123
103 0,081 0,250 0,438 0,140 0,125 0,461 0,155 0,202 0,363 0,232 0,000 0,000 0,966 0,902
100 0,628 0,375 0,450 0,413 0,531 0,145 0,606 0,357 0,338 0,179 0,000 0,027 0,034 0,098
95 0,070 0,375 0,100 0,433 0,172 0,289 0,225 0,310 0,200 0,143 0,264 0,143 0,000 0,000
90 0,140 0,000 0,013 0,013 0,172 0,105 0,014 0,095 0,100 0,357 0,528 0,661 0,000 0,000
80 0,081 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036 0,000 0,089 0,181 0,116 0,000 0,000
78 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,028 0,054 0,000 0,000

cont.
tabela 1 - cont.

LAP1 (N) 64 32 46 56 44 32 61 64 55 50 63 43 117 163
100 1,000 1,000 1,000 0,920 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,987 0,975
95 0,000 0,000 0,000 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,013 0,025

LAP2 (N) 63 32 46 65 44 32 56 62 55 50 63 43 120 161
100 0,929 0,609 0,913 0,592 0,955 1,000 0,634 0,750 0,782 0,790 0,937 1,000 0,938 0,894
98 0,056 0,391 0,087 0,408 0,045 0,000 0,366 0,194 0,164 0,190 0,048 0,000 0,063 0,106
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95 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,055 0,020 0,016 0,000 0,000 0,000,

HK1 (N) 56 44 29 56 30 44 42 30 30 30 30 84 114 111
100 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000
95 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
90 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000

HK2 (N) 68 44 38 56 40 44 42 70 70 56 50 84 114 111
100 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000
95 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
90 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000

HK3 (N) 67 44 36 56 38 44 42 66 66 57 46 84 114 111
100 1,000 0,955 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000

cont.

tabela 1 - cont.
95 0,000 0,045 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
90 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000

HK4 (N) 72 44 42 56 41 44 42 72 72 56 52 84 114 111
105 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000
100 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
95 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000

IDH1 (N) 75 42 48 54 48 42 77 76 76 60 58 85 127 104
105 0,013 0,000 0,000 0,018 0,021 0,012 0,013 0,000 0,000 0,008 0,000 0,000 0,016 0,000
100 0,800 1,000 0,979 0,982 0,969 0,964 0,922 1,000 1,000 0,983 0,983 0,988 0,957 0,000
95 0,187 0,000 0,021 0,000 0,010 0,024 0,065 0,000 0,000 0,008 0,017 0,012 0,028 1,000

MDH

1

(N) 65 42 38 54 38 42 34 68 62 50 46 84 108 118

112 0,000 0,000 0,066 0,000 0,145 0,000 0,279 0,000 0,000 0,010 0,891 0,964 0,000 0,000
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100 1,000 1,000 0,934 0,981 0,855 1,000 0,721 0,875 0,919 0,970 0,109 0,036 1,000 0,987
95 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000 0,000 0,125 0,081 0,020 0,000 0,000 0,000 0,013

ME1 (N) 74 44 44 56 44 44 42 73 74 60 54 70 40 40
105 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
100 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

cont.
95 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
90 0,986 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
85 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

PGM1 (N) 72 43 44 60 44 42 89 74 74 59 75 84 116 113
110 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,068 0,213 0,155 0,000 0,000
105 0,035 0,186 0,023 0,000 0,045 0,179 0,011 0,020 0,007 0,331 0,433 0,375 0,000 0,000
100 0,132 0,709 0,466 0,925 0,739 0,679 0,882 0,932 0,966 0,458 0,260 0,315 0,069 0,000
95 0,819 0,105 0,455 0,075 0,216 0,143 0,107 0,047 0,027 0,136 0,093 0,155 0,931 0,000
90 0,014 0,000 0,057 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000 0,743
88 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,257

PGI1 (N) 74 44 45 56 44 44 42 74 74 58 61 56 112 112
100 0,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
95 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
90 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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O alelo HK4*105 foi característico da população de A. intermedium. O alelo HK4*100 
foi revelado nas populações de A. triannulatus, A. albitarsis, A. darlingi e A. matogrossensis. 

Enquanto que o alelo  HK4*95 foi detectado nas populações de  A. rangeli, A. oswaldoi, A.  
nuneztovari e A. benarrochi.

O loco  IDH1 revelou os alelos  IDH1*105, IDH1*100 e  IDH1*95. O alelo de maior 

freqüência foi IDH1*100, com os valores de frequência variando de 0,800 a 1,000. Enquanto 

que, o alelo IDH1*105 apresentou frequência mais baixa variando de 0,008 a 0,021. 

Para o loco MDH1 foram detectados três alelos MDH1*112, MDH1*100 e MDH1*95, 

sendo o alelo  MDH1*100 o mais freqüente, com valores variando de 0,036 a 1,000. Vale 

ressaltar, que os menores valores de freqüência para este alelo foram detectados somente nas 

populações de A. benarrochi. O alelo MDH1*112 foi detectado em A. albitarsis de Boa Vista, 

A. darlingi de Coari e Macapá,  A. nuneztovari e em  A. benarrochi, tendo suas frequências 

variando de 0,010 a 0,964. O alelo MDH1*95 apresentou menor freqüência sendo detectado 

apenas nas populações de A. albitarsis de Maruanum, A. rangeli, A. oswaldoi, A. nuneztovari 

e na de A. matogrossensis, variando de 0,019 a 0,125.

O loco ME1 revelou a presença dos alelos ME1*105, ME1*100, ME1*95, ME1*90 e 

ME1*85, sendo o alelo ME1*100, o mais freqüente, não sendo detectado nas populações de 

A.  triannulatus,  A.  rangeli e  A.  oswaldoi.  O  alelo  ME1*105  foi  revelado  somente  na 

população de A. rangeli e o alelo ME1*95 na de A. oswaldoi. No entanto, os alelos ME1*90 e 

ME1*85 foram  característicos  da  população  de  A.  triannulatus,  com  valores  de  suas 

freqüências de 0,014 a 0,986.

Para o loco PGM1 foram detectados os alelos  PGM1*110, PGM1*105, PGM1*100, 

PGM1*95, PGM1*90  e PGM1*88. O alelo  PGM1*100 foi o mais freqüente, com valores 

variando de 0,069 a 0,966. O alelo  PGM1*90 foi um dos menos freqüente, cujos valores 

variaram de 0,008 a 0,743.

 O loco  PGI1 revelou os seguintes alelos:  PGI1*100, PGI1*95 e  PGI1*90, sendo o 

alelo PGI1*100 não detectado nas populações de A. triannulatus,  A. darlingi,  A. oswaldoi e 

A. nuneztovari. O alelo PGI1*95 foi revelado nas populações de A. darlingi, A. oswaldoi e A.  

nuneztovari. Enquanto o alelo PGI1*90 foi detectado apenas na população de A. triannulatus.
As tabelas  4  a  17  mostram todas  as  classes  genotípicas  para  cada  um dos  locos 

polimórficos, nas espécies analisadas. Verifica-se nestas tabelas que as classes genotípicas 

mais freqüentes foram às mesmas, para os locos  EST1, LAP2, IDH1, PGM1  e MDH1 em 

todas as populações, com exceção nas de A. benarrochi da Bolívia, na de A. intermedium e na 

de A. mattogrossensis. 
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Tabela 4 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 

analisados na população de Anopheles triannulatus de Pacoval/AP. Gl = grau de liberdade.  * 

= não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 60 59,013

EST1*100/EST*97 14 15,974
EST1*97/EST*97 2 1,013

1,221* 1 0,269

EST5 EST5*103/EST5*103 2 0,247
EST5*103/EST5*100 2 4,447
EST5*103/EST5*90 1 0,988
EST5*100/EST5*100 24 16,875
EST5*100/EST5*95 2 3,812
EST5*100/EST5*90 2 7,624
EST5*95/EST5*90 1 0,847
EST5*95/EST5*80 3 0,494
EST5*90/EST5*90 3 0,776
EST5*90/EST5*80 2 0,988
EST5*80/EST5*80 1 0,247

49,971** 10 0,001

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 54 54,288
LAP2*100/LAP2*98 7 6,552
LAP2*100LAP2*95 2 1,872
LAP2*98/LAP2*98 0 0,168
LAP2*98/LAP2*95 0 0,112
LAP2*95/LAP2*95 0 0,008

0,329* 3 0,955

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,007
IDH1*105/IDH1*100 2 1,611
IDH1*105/IDH1*95 0 0,376
IDH1*100/IDH1*100 45 47,919
IDH1*100/IDH1*95 28 22,550
IDH1*95/IDH1*95 0 2,537

4,508* 3 0,212

ME1 ME1*100/ME1*100 72 72,007
ME1*100/ME1*95 2 1,986
ME1*95/ME1*95 0 0,007

0,007* 1 0,934
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Continuação da tabela 4.

PGM1 PGM1*110/PGM1*11
0

1 0,070

PGM1*110/PGM1*10
5

0 0,664

PGM1*110/PGM1*10
0

3 4,126

PGM1*110/PGM1*10
5

0 0,070

PGM1*105/PGM1*10
5

7 1,196

PGM1*105/PGM1*10
0

5 15,678

PGM1*105/PGM1*10
5

0 0,266

PGM1*100/PGM1*10
0

54 48,273

PGM1*100/PGM1*10
5

2 1,650

PGM1*105/PGM1*10
5

0 0,007

49,883** 6 0,001

Tabela 5 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população de Anopheles albitarsis de Macapá/AP. Gl = grau de liberdade.  * = 
não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 25 22,221

EST1*100/EST*97 9 14,558
EST1*97/EST*97 5 2,221

5,948**
*

1 0,015

EST5 EST5*103/EST5*103 0 2,155
EST5*103/EST5*100 7 6,845
EST5*103/EST5*95 11 6,845
EST5*100/EST5*100 3 4,944
EST5*100/EST5*95 14 10,268
EST5*95/EST5*95 1 4,944

9,947** 3 0,019
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*

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 19 11,762
LAP2*100/LAP2*98 1 15,476
LAP2*98/LAP2*98 12 4,762

28,997*
*

1 0,001

HK3 HK3*100/HK3*100 40 40,069
HK3*100/HK3*95 4 3,862
HK3*95/HK3*95 0 0,069

0,074* 1 0,786

Continuação da tabela 5.

PGM1 PGM1*105/PGM1*10
5

0 1,412

PGM1*105/PGM1*10
0

16 11,482

PGM1*105/PGM1*95 0 1,694
PGM1*100/PGM1*10
0

18 21,529

PGM1*100/PGM1*95 9 6,459
PGM1*95/PGM1*95 0 0,424

6,885* 3 0,076

Tabela 6 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população de Anopheles albitarsis de Boa Vista/RR. Gl = grau de liberdade.  * 
= não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 30 30,795

EST1*97/EST*100 12 10,410
EST1*97/EST*97 0 0,795

1,059* 1 0,304

EST5 EST5*103/EST5*103 5 7,532
EST5*103/EST5*100 17 15,949
EST5*103/EST5*95 7 3,544
EST5*103/EST5*90 1 0,443
EST5*100/EST5*100 9 7,975
EST5*100/EST5*95 1 3,646
EST5*100/EST5*90 0 0,456
EST5*95/EST5*95 0 0,354
EST5*95/EST5*90 0 0,101
EST5*90/EST5*90 0 0,000

7,953* 6 0,242
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LAP2 LAP2*100/LAP2*100 40 38,308
LAP2*100/LAP2*98 4 7,385
LAP2*98/LAP2*98 2 0,308

10,934** 1 0,001

IDH1 IDH1*100/IDH1*100 46 46,011
IDH1*100/IDH1*95 2 1,979
IDH1*95/IDH1*95 0 0,011

0,011* 1 0,917

MDH1 MDH1*112/MDH1*112 0 0,133
MDH1*112/MDH1*100 5 4,733
MDH1*100/MDH1*100 33 33,133

0,149* 1 0,700

Continuação da tabela 6.

PGM1 PGM1*105/PGM1*105 0 0,011
PGM1*105/PGM1*100 2 0,943
PGM1*105/PGM1*95 0 0,920
PGM1*105/PGM1*90 0 0,115
PGM1*100/PGM1*100 10 9,425
PGM1*100/PGM1*95 18 18,851
PGM1*95/PGM1*90 1 2,356
PGM1*95/PGM1*95 9 8,966
PGM1*95/PGM1*90 4 2,299
PGM1*90/PGM1*90 0 0,115

4,460* 6 0,615

Tabela 7 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população de Anopheles albitarsis de Maruanum-AP. Gl = grau de liberdade.  * 
= não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 38 39,248

EST1*100/EST*97 17 14,505
EST1*97/EST*97 0 1,248

1,717* 1 0,190

EST5 EST5*103/EST5*103 3 1,409
EST5*103/EST5*100 6 8,738
EST5*103/EST5*95 9 9,161
EST5*103/EST5*90 0 0,282
EST5*100/EST5*100 20 12,691

39



EST5*100/EST5*95 15 27,047
EST5*100/EST5*90 1 0,832
EST5*95/EST5*95 20 13,950
EST5*95/EST5*90 1 0,872
EST5*90/EST5*90 0 0,007

15,185*** 6 0,019

LAP1 LAP1*100/LAP1*100 49 47,324
LAP1*100/LAP1*95 5 8,351
LAP1*95/LAP1*95 2 0,324

10,062** 1 0,002

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 21 22,682
LAP2*100/LAP2*98 35 31,636
LAP2*98/LAP2*98 9 10,682

0,747* 1 0,387
Continuação da tabela 7.

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,009
IDH1*105/IDH1*100 2 1,982
IDH1*100/IDH1*100 54 54,009

0,009* 1 0,924

MDH1 MDH1*100/MDH1*100 52 52,009
MDH1*100/MDH1*95 2 1,981
MDH1*95/MDH1*95 0 0,009

0,010* 1 0,922

PGM1 PGM1*100/PGM1*100 51 51,303
PGM1*100/PGM1*95 9 8,395
PGM1*95/PGM1*95 0 0,303

0,348* 1 0,555

Tabela 8 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população de Anopheles darlingi de Coari/AM. Gl = grau de liberdade.  * = não 
significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 40 40,012

EST1*100/EST*97 2 1,976
EST1*97/EST*97 0 0,012

0,012* 1 0,912
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EST5 EST5*103/EST5*103 3 0,444
EST5*103/EST5*100 0 4,317
EST5*103/EST5*95 2 1,397
EST5*103/EST5*90 0 1,397
EST5*100/EST5*100 14 8,905
EST5*100/EST5*95 3 5,937
EST5*100/EST5*90 3 5,937
EST5*95/EST5*95 3 0,873
EST5*95/EST5*90 0 1,921
EST5*90/EST5*90 4 0,873

44,793** 6 0,001

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 40 40,069
LAP2*100/LAP2*98 4 3,862
LAP2*98/LAP2*98 0 0,069

0,074* 1 0,786
Continuação da tabela 8.

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,011
IDH1*105DH1*100 2 1,958
IDH1*105DH1*95 0 0,021
IDH1*100/IDH1*100 45 45,032
IDH1*100/IDH1*95 1 0,979
IDH1*95IDH1*95 0 0,000

0,033* 3 0,998

MDH1 MDH1*112/MDH1*112 2 0,733
MDH1*112/MDH1*100 7 9,533
MDH1*100/MDH1*100 29 27,733

2,919* 1 0,088

PGM1 PGM1*105/PGM1*105 1 0,069
PGM1*105/PGM1*100 2 2,989
PGM1*105/PGM1*95 0 0,874
PGM1*100/PGM1*100 24 23,908
PGM1*100/PGM1*95 15 14,195
PGM1*95PGM1*95 2 1,966

13,816** 3 0,003

Tabela 9 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população de Anopheles darlingi de Timbozinho/AM. Gl = grau de liberdade.  * 
= não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 42 42,066
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EST1*100/EST*97 4 3,868
EST1*97/EST*97 0 0,066

0,071* 1 0,791

EST5 EST5*103/EST5*103 11 7,933
EST5*103/EST5*100 8 5,133
EST5*103/EST5*95 5 10,267
EST5*103/EST5*90 0 3,733
EST5*100/EST5*100 1 0,733
EST5*100/EST5*95 1 3,227
EST5*100/EST5*90 0 1,173
EST5*95/EST5*95 5 3,080
EST5*95/EST5*90 6 2,347
EST5*90/EST5*90 1 0,373

19,965* 6 0,003

Continuação da tabela 9.

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,000
IDH1*105/IDH1*100 1 0,976
IDH1*105/IDH1*95 0 0,024
IDH1*100/IDH1*100 39 39,036
IDH1*100/IDH1*95 2 1,952
IDH1*95/IDH1*95 0 0,012

0,038* 3 0,998

PGM1 PGM1*105/PGM1*10
5

2 1,265

PGM1*105/PGM1*10
0

8 10,301

PGM1*105/PGM1*95 3 2,169
PGM1*100/PGM1*10
0

21 19,229

PGM1*100/PGM1*95 7 8,241
PGM1*95/PGM1*95 1 0,795

1,662* 3 0,645

Tabela 10 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população de Anopheles darlingi de Macapá/AP. Gl = grau de liberdade.  * = 
não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 23 28,782

EST1*100/EST*97 42 30,436
EST1*97/EST*97 2 7,782
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9,851** 1 0,002

EST5 EST5*103/EST5*103 4 1,638
EST5*103/EST5*100 11 13,418
EST5*103/EST5*95 1 4,993
EST5*100/EST5*100 28 25,922
EST5*100/EST5*95 19 19,518
EST5*95/EST5*95 6 3,518

19,777** 6 0,003

LAP2 LAP2*100/LAP2*98 16 22,387
LAP2*100/LAP2*100 39 26,225
LAP2*98/LAP2*98 1 7,387

13,568** 1 0,000

Continuação da tabela 10.

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,007
IDH1*105/IDH1*100 2 1,856
IDH1*105/IDH1*95 0 0,131
IDH1*100/IDH1*100 65 65,431
IDH1*100/IDH1*95 10 9,281
IDH1*95/IDH1*95 0 0,294

0,501* 3 0,919

MDH1 MDH1*112/MDH1*112 7 2,552
MDH1*112/MDH1*100 5 13,896
MDH1*100/MDH1*100 22 17,552

14,573** 1 0,000

PGM1 PGM1*105/PGM1*105 0 0,006
PGM1*105/PGM1*100 2 1,774
PGM1*105/PGM1*95 0 0,215
PGM1*100/PGM1*100 75 69,186
PGM1*100/PGM1*95 5 16,853
PGM1*95/PGM1*95 7 0,966

46,760** 3 0,000

Tabela 11 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles rangeli de Ji Paraná/RO. Gl = grau de liberdade.  * = não 
significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P

43



EST1 EST1*100/EST*100 65 65,245
EST1*100/EST*97 9 8,510
EST1*97/EST*97 0 0,245

0,274* 1 0,601

EST5 EST5*103/EST5*103 3 1,639
EST5*103/EST5*103 5 6,145
EST5*103/EST5*100 4 5,325
EST5*103/EST5*95 2 1,639
EST5*103/EST5*95 0 0,614
EST5*103/EST5*103 9 5,241
EST5*103/EST5*100 5 9,398
EST5*103/EST5*95 2 2,892
EST5*103/EST5*90 0 1,089
EST5*100/EST5*100 7 3,916
EST5*100/EST5*95 2 2,506
EST5*100/EST5*90 1 0,940
EST5*95/EST5*95 1 0,337
EST5*95/EST5*90 0 0,289

Continuação da tabela 11.

EST5*80/EST5*80 1 0,036
38,311** 10 0,000

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 44 34,780
LAP2*100/LAP2*98 4 18,146
LAP2*100/LAP2*95 1 5,293
LAP2*98/LAP2*98 10 2,244
LAP2*98/LAP2*95 0 1,366
LAP2*98/LAP2*95 3 0,171

92,014** 3 0,000

MDH1 MDH1*100/MDH1*100 53 52,007
MDH1*100/MDH1*95 13 14,985
MDH1*95/MDH1*95 2 1,007

1,260* 1 0,262

PGM1 PGM1*105/PGM1*105 1 0,020
PGM1*105/PGM1*100 1 2,816
PGM1*105/PGM1*95 0 0,143
PGM1*100/PGM1*100 65 64,306
PGM1*100/PGM1*95 7 6,571
PGM1*95/PGM1*95 0 0,143

48,513** 3 0,000

Tabela 12 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles oswaldoi de Ji-Paraná/RO. Gl = grau de liberdade.  * = 
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não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 50 51,615

EST1*100/EST*97 22 18,769
EST1*97/EST*97 0 1,615

2,222* 1 0,136

EST5 EST5*103/EST5*103 8 5,139
EST5*103/EST5*100 11 9,911
EST5*103/EST5*95 2 5,873
EST5*103/EST5*90 0 2,937
EST5*100/EST5*100 5 4,443
EST5*100/EST5*95 6 5,468
EST5*100/EST5*90 0 2,734
EST5*95/EST5*95 1 1,519
EST5*95/EST5*90 6 1,620
EST5*90/EST5*90 1 0,354

23,251** 6 0,001
Continuação da tabela 12.

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 33 33,532
LAP2*100/LAP2*98 14 14,202
LAP2*100/LAP2*95 6 4,734
LAP2*98/LAP2*98 2 1,404
LAP2*98/LAP2*95 0 0,991
LAP2*95/LAP2*95 0 0,138

1,732* 3 0,630

MDH1 MDH1*100/MDH1*100 52 52,366
MDH1*100/MDH1*95 10 9,268
MDH1*95/MDH1*95 0 0,366

0,426* 1 0,514

PGM1 PGM1*105/PGM1*105 0 0,000
PGM1*105/PGM1*100 1 0,973
PGM1*105/PGM1*95 0 0,027
PGM1*100/PGM1*100 69 69,068
PGM1*100/PGM1*95 4 3,891
PGM1*95/PGM1*95 0 0,041

0,072* 3 0,995

Tabela 13 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles nuneztovari de Codajás-AM. Gl = grau de liberdade.  * = 
não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 39 37,359

EST1*100/EST*97 16 19,282
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EST1*97/EST*97 4 2,359
1,772* 1 0,183

EST5 EST5*103/EST5*103 5 1,418
EST5*103/EST5*100 3 2,364
EST5*103/EST5*95 0 1,891
EST5*103/EST5*90 0 4,727
EST5*103/EST5*80 0 1,182
EST5*100/EST5*100 2 0,818
EST5*100/EST5*95 0 1,455
EST5*100/EST5*90 1 3,636
EST5*100/EST5*80 2 0,909
EST5*95/EST5*95 2 0,509
EST5*95/EST5*90 4 2,909
EST5*95/EST5*80 0 0,727

Continuação da tabela 13.

EST5*80/EST5*80 6 3,455
EST5*80/EST5*78 3 1,818
EST5*100/EST5*80 0 0,182

31,728** 10 0,000

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 35 31,121
LAP2*100/LAP2*98 7 15,162
LAP2*100/LAP2*95 2 1,596
LAP2*98/LAP2*98 6 1,727
LAP2*98/LAP2*95 0 0,384
LAP2*95/LAP2*95 0 0,010

15,942** 3 0,001

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,000
IDH1*105/IDH1*100 1 0,992
IDH1*100/IDH1*95 0 0,008
IDH1*100/IDH1*100 58 58,008
IDH1*100/IDH1*95 1 0,992
IDH1*95/IDH1*95 0 0,000

0,009* 3 1,000

MDH1 MDH1*112/MDH1*11
2

0 0,000

MDH1*112/MDH1*10
0

1 0,980

MDH1*112/MDH1*95 0 0,020
MDH1*100/MDH1*10
0

47 47,030

MDH1*100/MDH1*95 2 1,960
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MDH1*95/MDH1*95 0 0,010
0,032* 3 0,999

PGM1 PGM1*110/PGM1*110 1 0,239
PGM1*110/PGM1*105 2 2,667
PGM1*110/PGM1*100 4 3,692
PGM1*110/PGM1*95 0 1,094
PGM1*110/PGM1*90 0 0,068
PGM1*105/PGM1*105 7 6,333
PGM1*105/PGM1*100 19 18,000
PGM1*105/PGM1*95 4 5,333
PGM1*105/PGM1*90 0 0,333
PGM1*100/PGM1*100 11 12,231
PGM1*100/PGM1*95 9 7,385
PGM1*100/PGM1*90 0 0,462
PGM1*95/PGM1*95 1 1,026
PGM1*95/PGM1*90 1 0,137
PGM1*90/PGM1*90 0 0,000

10,954* 10 0,361

Tabela 14 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles benarrochi de Ji Paraná/RO. Gl = grau de liberdade.  * = 
não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST1 EST1*100/EST*100 51 47,960

EST1*100/EST*97 8 14,080
EST1*97/EST*97 4 0,960

12,445** 1 0,000

EST5 EST5*95/EST5*95 2 2,408
EST5*95/EST5*90 13 10,169
EST5*95/EST5*80 2 3,479
EST5*95/EST5*78 0 0,535
EST5*90/EST5*90 11 9,901
EST5*90/EST5*80 3 6,958
EST5*90/EST5*78 0 1,070
EST5*80/EST5*80 3 1,099
EST5*80/EST5*78 2 0,366
EST5*78/EST5*78 0 0,014

16,059*** 6 0,013 

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 55 55,224
LAP2*100/LAP2*98 6 5,664
LAP2*100/LAP2*95 2 1,888
LAP2*98/LAP2*98 0 0,120
LAP2*98/LAP2*95 0 0,096
LAP2*95/LAP2*95 0 0,008
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0,251* 3 0,969 

IDH1 IDH1*100/IDH1*100 56 56,009
IDH1*100/IDH1*95 2 1,983
IDH1*95/IDH1*95 0 0,009

0,009* 1 0,925 

MDH1 MDH1*112/MDH1*112 36 36,495
MDH1*112/MDH1*100 10 9,011
MDH1*100/MDH1*100 0 0,495

0,610* 1 0,435 

PGM1 PGM1*110/PGM1*110 5 3,329
PGM1*110/PGM1*105 21 13,960
PGM1*110/PGM1*100 1 8,376
PGM1*110/PGM1*95 0 3,007
PGM1*105/PGM1*105 13 13,960
PGM1*105/PGM1*100 18 17,013
PGM1*105/PGM1*95 0 6,107
PGM1*100/PGM1*100 5 4,973
PGM1*100/PGM1*95 10 3,664
PGM1*95/PGM1*95 2 0,611

34,236** 6 0,000
Tabela 15 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles benarrochi da Bolivia. Gl = grau de liberdade.  * = não 
significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P
EST5 EST5*100/EST5*100 1 0,027

EST5*100/EST5*95 0 0,432
EST5*100/EST5*90 0 2,000
EST5*100/EST5*80 0 0,351
EST5*100/EST5*78 1 0,162
EST5*95/EST5*95 0 1,081
EST5*95/EST5*90 16 10,667
EST5*95/EST5*80 0 1,874
EST5*95/EST5*78 0 0,865
EST5*90/EST5*90 24 24,333
EST5*90/EST5*80 8 8,667
EST5*90/EST5*78 2 4,000
EST5*80/EST5*80 1 0,703
EST5*80/EST5*78 3 0,703
EST5*78/EST5*78 0 0,135

57,453** 10 0,000

IDH1 IDH1*100/IDH*100 83 83.006
IDH1*100/IDH*95 2 1.988
IDH1*95/IDH*95 0 0,006

0,006* 1 0,938
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MDH1 MDH1*112/MDH1*112 78 78,090
MDH1*112/MDH1*100 6 5,820
MDH1*100/MDH1*100 0 0,090

0,095* 1 0,757 

PGM1 PGM1*105/PGM1*105 5 1,946
PGM1*105/PGM1*100 7 9,808
PGM1*105/PGM1*95 9 8,251
PGM1*105/PGM1*90 0 4,048
PGM1*100/PGM1*100 16 11,695
PGM1*100/PGM1*95 12 19,994
PGM1*100/PGM1*90 12 9,808
PGM1*95/PGM1*95 12 8,251
PGM1*95/PGM1*90 8 8,251
PGM1*90/PGM1*90 3 1,946

17,264* 6 0,008

Tabela 16 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles intermedium de Pacoval/AP . Gl = grau de liberdade.  * = 
não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P

EST1 EST1*100/EST1*100 102 103,56
EST1*100/EST1*97 29 25,889
EST1*97/EST1*97 0 1,556

1,953∗ 1 0,162

EST5 EST5*103/EST5*103 123 122,138
EST5*103/EST5*100 7 8,724
EST5*100/EST5*100 1 0,138

5,735*** 1 0,017

LAP1 LAP1*100/LAP*100 115 114,013
LAP1*100/LAP*95 1 2,974
LAP1*95/LAP*95 1 0,013

76,999** 1 0,000

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 108 105,439
LAP2*100/LAP2*98 9 14,121
LAP2*98/LAP2*98 3 0,439
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16,845** 1 0,000

IDH1 IDH1*105/IDH1*105 0 0,024
IDH1*105/IDH1*100 4 3,842
IDH1*105/IDH1*95 0 0,111
IDH1*100/IDH1*100 116 16,217
IDH1*100/IDH1*95 7 6,723
IDH1*95/IDH1*95 0 0,083

0,236* 3 0,972

PGM1 PGM1*100/PGM1*10
0

9 0,519

PGM1*100/PGM1*95 16 14,961
PGM1*95/PGM1*95 100 100,519

0,594* 1 0,441 

Tabela 17 – Distribuição das freqüências genotípicas observadas e esperadas para os locos 
analisados na população Anopheles mattogrossensis de Janauari/AM. Gl = grau de liberdade. 
* = não significativo, ** = P < 0,01 significativo, *** = P < 0,05 significativo.

Loco Genótipos Observado Esperado χ2 Gl P

EST1 EST1*100/EST1*100 112 107,605
EST1*100/EST1*97 18 26,790
EST1*97/EST1*97 6 1,605

15,096** 1 0,000

EST5 EST5*103/EST5*103 101 100,127
EST5*103/EST5*100 20 21,747
EST5*100/EST5*100 2 1,127

0,825* 1 0,364

LAP1 LAP1*100/LAP1*100 155 155,086
LAP1*100/LAP1*95 8 7,828
LAP1*95/LAP1*95 0 0,086

0,090* 1 0,764

LAP2 LAP2*100/LAP2*100 131 128,748
LAP2*100/LAP2*98 26 30,505
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LAP2*98/LAP2*98 4 1,748
3,607* 1 0,058

MDH1 MDH1*100/MDH1*10
0

115 115,013

MDH1*100/MDH1*95 3 2,974
MDH1*95/MDH1*95 0 0,013

0,013* 1 0,909

PGM1 PGM1*90/PGM*90 58
PGM1*90/PGM*88 52
PGM1*88/PGM*88 3

4,620*** 1 0,032

1.4.2.2. Equilíbrio de Hardy-Weinberg
A partir dos dados apresentados na tabela 3 foi analisada a hipótese do equilíbrio de 

Hardy-Weinberg para as frequências genotípicas nas populações (tabela 4 a 17).  As nove 

espécies apresentaram locos com diferenças significativas acima de 1%.

Na população de  A. triannulatus, todos os locos se mostraram em equilíbrio, exceto 

EST5 e PGM1, que apresentaram diferenças significativas ao nível de 1% (χ2 = 49,971, G.L = 

10; χ2 = 49,883, G.L = 6). Na população de A. albitarsis de Macapá o loco LAP2 apresentou 

diferença significativa ao nível de 1% (χ2 = 28,997, G.L = 1). Na população de Maruanum o 

loco  LAP1 também  apresentou  diferença  significativa  (χ2 =  10,062,  G.L  =  1).  Em  A. 

albitarsis de Boa Vista o loco LAP2 apresentou diferença significativa ao nível de 1% (χ2 = 

10,934,  G.L  =  1).  Nas  populações  de  A.  darlingi de  Coari  ,  os  locos  EST5 e  PGM 

apresentaram diferença significativa ao nível de 1% (χ2 = 44,793, G.L = 6 e χ2 = 13,816, G.L 

=3, respectivamente). Em A. darlingi de Macapá, os locos EST1, EST5, LAP2, MDH1, PGM1 

apresentaram diferença significativa ao nível de 1% (χ2 = 9,851, G.L = 1, χ2 = 19,777, G.L 

=6, χ2 = 13,568, G.L =1, χ2 = 14,573, G.L =1,  χ2 = 46,760, G.L = 3, respectivamente). A 

população  de  A.  darlingi de  Timbozinho  mostrou-se  em  equilíbrio  para  todos  os  locos 

analisados. 

Na população de  A. rangeli os locos  EST5,  LAP2 e  PGM1 apresentaram diferenças 

significativas cujos valores de χ2 foram significativos (χ2 = 38,311, P < 0,01; χ2 = 92, 014,  P 

< 0,01 e  χ2 = 48,513, P  < 0,01, respectivamente). Para a população de  A. oswaldoi o loco 

EST5 mostrou diferença significativa ao nível de 1% (χ2 = 23,251; G.L = 6). 
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Em A. nuneztovari os locos EST5  e LAP2 mostraram diferença significativa ao nível 

de 1% (χ2 = 31,728; G.L = 10, χ2 = 15,942; G.L = 3, respectivamente).

Na  população  de  A.  benarrochi da  Bolívia,  o  loco  EST5 apresentou  diferença 

significativa ao nível de 1% (χ2 = 57,453; G.L = 10). Para a população de A. benarrochi de Ji 

Paraná, os locos  EST1 e  PGM1 mostraram diferenças significativas ao nível de 1% (χ2 = 

12,445; G.L = 1; χ2 = 34,236;  G.L = 6). Na população de A. intermedium os locos LAP1 e 

LAP2 apresentaram diferenças significativas cujos valores de  χ2 foram significativos  (χ2 = 

76,999, P  < 0,01;  χ2 = 16,845,  P  < 0,01, respectivamente). Em  A. mattogrossensis o loco 

EST1 apresentou significativo ao nível de 1% (χ2 = 15,096;  G.L = 1).

1.4.3. DADOS DE POLIMORFISMO

A análise para determinação se um loco é polimórfico está baseada em três critérios: 

critério I, o loco será considerado polimórfico quando a freqüência do alelo mais comum é 

igual ou menor que 0,99; critério II, quando esta frequência for menor ou igual a 0,95; critério 

III, também denominado “sem critério quantitativo”, o loco será polimórfico, desde que haja 

quaisquer  variações  gênicas,  independentes  de  frequência.  Para  o  presente  trabalho  foi 

escolhido  o  critério  III,  por  ser  mais  abrangente  e  por  não  depender  de  estimativas  de 

freqüências baixas. 

Dos 13 locos analisados, os locos EST5, LAP2 e PGM1 foram polimórficos em todas 

as populações estudadas (Tabela 3). De  acordo  com  a  tabela  18,  as  populações  de  A. 
nuneztovari e A. triannulatus procedentes de Codajás e Pacoval apresentaram maior número 

de  alelos  por  loco  (2,2  ± 0,4  e  2,0  ± 0,4,  respectivamente)  e  percentagens  de  locos 

polimórficos (46,2%). Nas populações de A. albitarsis  de Boa Vista, A. darlingi  de Coari e 

Macapá, A. rangeli e A. benarrochi de Ji Paraná, o número de alelos por loco foi 1,8 ± 0,3 e a 

percentagem  de  locos  polimórficos  variou  38,5  a  46,2%.  No  entanto,  foi  detectado  nas 

populações de A. intermedium e A. mattogrossensis o menor número de alelos por loco (1,5 ± 

0,2 e 1,5 ± 0,1, respectivamente). 

Verifica-se na tabela 18 que a população de  A. albitarsis de Maruanum foi a mais 

polimórfica  (P  =  53,8%).  Enquanto  as  populações  de  A.  darlingi  de  Timbozinho  e  A 

benarrochi da Bolívia foram as menos polimórficas (P = 30,8%).

De todos os locos analisados (Tabela 3), PGM1 mostrou-se o mais polimórfico. O loco 
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ME1 foi polimórfico somente em A. triannulatus e o loco HK3 em A. albitarsis de Macapá. O 

loco EST1 foi polimórfico para as populações analisadas, exceto em A. benarrochi da Bolívia.

O loco LAP1 foi polimórfico em A. albitarsis de Maruanum, A. mattogrossensis e A. 
intermedius. O loco LAP2 foi polimórfico em todas populações, com exceção de A. darlingi 

de Timbozinho e A. benarrochi da Bolívia. O loco HK3 foi polimórfico somente na população 

de  A. albitarsis de Macapá. O loco  IDH1 foi polimórfico na maioria das populações, com 

exceção em A albitarsis de Macapá,  A. rangeli, A. oswaldoi e A. mattogrossensis. Já o loco 

MDH1 foi  monomórfico  nas  populações  de  A.  triannulatus,  A.  albitarsis  de  Macapá,  A. 

darlingi de Timbozinho e A. intermedius.

1.4.4. ESTIMATIVAS DE HETEROZIGOSIDADES

A  tabela  18  mostra  as  médias  das  heterozigosidades  observada  e  esperada  nas 

populações  das  nove  espécies  estudadas.  Verificou-se  que  os  níveis  de  heterozigosidades 

intraloco observada e esperada variaram dentro de cada população.

Em A. intermedius as heterozigosidades média observada (Ho) e esperada (He) foram 

Ho = 0,045 ± 0,019 e He = 0,048 ± 0,018, respectivamente. Das populações analisadas, esta foi 

a que mostrou a menor heterozigosidade. Tal resultado difere dos obtidos para a % de locos 

polimórficos.

A maior heterozigosidade média observada e esperada foi revelada na população de A. 

darlingi de Macapá (Ho = 0,167 ± 0,071) e (He 0,173 ± 0,061). 

A  população  de  A.  benarrochi de  Ji-Paraná  apresentou  maior  heterozigosidade 

observada e esperada (Ho = 0,133  ± 0,062 e He  = 0,146  ± 0,067, respectivamente) quando 

comparada  com  a  população  da  Bolívia  (Ho =  0,092  ± 0,057  e  He  =   0,103  ± 0,065, 

respectivamente). O número médio de alelos por loco e a % de locos polimórficos mostram 

uma maior variabilidade da população de Ji Paraná. As heterozigosidades médias observadas 

foram menores que as esperadas (He) para a maioria das espécies estudadas, com exceção em 

A. albitarsis de Boa Vista.
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Tabela 18 – Estimativa da variabilidade genética em 13 locos de nove espécies de Anopheles dos subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles 
da região amazônica. 

População Locais de coleta

Número médio 

de 

amostras/loco

Número 

médio de 

alelos/loco

Percentagem de 

locos 

polimórficos*

Heterozigosidade Média

Observada Esperada**

A. (N.) triannulatus Pacoval 66.8± 2.6 2.0 ± 0.4 46.2 0.092 ± 0.037 0.122 ± 0.051
A. (N.) albitarsis Macapá 39.6 ± 2.1 1.5 ± 0.2 38.5 0.140 ± 0.077 0.159 ± 0.067
A. (N.) albitarsis Boa Vista 41.4 ± 1.4 1.8 ± 0.3 46.2 0.136 ± 0.063 0.135 ± 0.060
A. (N.) albitarsis Maruanum 58.2 ± 3.3 1.7 ± 0.2 53.8 0.122 ± 0.051 0.134 ± 0.057
A. (N.) darlingi Coari 40.7 ± 1.4 1.8 ± 0.3 46.2 0.079 ± 0.034 0.116 ± 0.056
A. (N.) darlingi Timbozinho 41.4 ± 1.3 1.6 ± 0.3 30.8 0.086 ± 0.049 0.102 ± 0.061
A. (N.) darlingi Macapá 54.4 ± 4.8 1.8 ± 0.3 46.2 0.167 ± 0.071 0.173 ± 0.061
A. (N.)  rangeli Ji Paraná 65.0 ± 3.8 1.8 ± 0.3 38.5 0.077 ± 0.039 0.123 ± 0.061
A. (N.)  oswaldoi Ji Paraná 63.2 ± 4.0 1.7 ± 0.3 38.5 0.117 ± 0.055 0.119 ± 0.059
A. (N.)  nuneztovari Codajás 51.7± 3.0 2.2 ± 0.4 46.2 0.128 ± 0.059 0.169 ± 0.076
A. (N.)  benarrochi Ji Paraná 53.8± 3.4 1.8 ± 0.3 46.2 0.133 ± 0.062 0.146 ± 0.067
A. (N.)  benarrochi Bolívia 70.4 ± 4.6 1.7 ± 0.4 30.8 0.092 ± 0.057 0.103 ± 0.065
A. (A.) intermedius Pacoval 112.2 ± 6.3 1.5 ± 0.2 46.2 0.045 ± 0.019 0.048 ± 0.018
A. (A.) mattogrossensis Janauari 116.5 ± 8.3 1.5± 0.1 46.2 0.076 ± 0.037 0.078 ± 0.034
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1.4.5. ANÁLISE DA ESTRUTURA GENÉTICA NAS POPULAÇÕES DE A. albitarsis,  
A. darlingi e A. benarrochi POR MEIO DAS ESTATÍSTICAS F DE WRIGHT.

Observa-se na tabela 19 uma estruturação genética elevada entre as populações de A. 

darlingi indicada pelo valor de Fst= 0,110 e pequena diferenciação (Fis= 0,145). Os valores de 

Fis e Fst nestas populações variaram consideravelmente de loco para loco, sendo os valores de 

Fst maiores que os de Fis, com exceção dos locos EST5, MDH1 e PGM. 
Em A. albitarsis (tabela 20) foi observada uma estruturação genética elevada entre as 

populações (Fst= 0,082) e pequena diferenciação intrapopulacional (Fis= 0,059). Os valores de 

Fis e Fst  variaram de loco para loco, sendo os valores de Fst  maiores que os de Fis, exceto para 

os locos EST1, LAP1 e LAP2.

Nas populações de A.benarrochi (tabela 21) foi observado um desequilíbrio resultante 

do excesso de homozigotos, dentro de cada população, indicado através do valor médio de Fis 

= 0,087 que é maior do que o valor médio de Fst  = 0,016 em relação à população total Fit = 

0,101.Os valores de Fis e Fst variaram de loco para loco, sendo os valores de Fst maiores que os 

de Fis, exceto para os locos EST1, EST5 e PGM1, para os quais esses valores foram negativos. 

Tabela 19 – Análise da estrutura genética intra e interpopulacional através do coeficiente F de 
Wright em populações de Anopheles darlingi. Fis e Fit são os valores de F (índices de fixação) 
dos indivíduos nas subpopulações e na população total, respectivamente. Fst é a quantidade de 
diferenciação das subpopulações, em relação à máxima possível em fixação completa (pq).

Loco Fis Fit Fst

EST1 -0,312 -0,074 0,181
EST5 0,338 0,405 0,101
LAP2 -0,429 -0,109 0,224
IDH1 -0,051 -0,039 0,011
MDH1 0,491 0,545 0,107
PGM1 0,190 0,221 0,038
Média 0,145 0,239 0,110
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Tabela 20 – Análise da estrutura genética intra e interpopulacional através do coeficiente F de 
Wright  em populações  de  Anopheles  albitarsis.  Fis e  Fit são os  valores  de  F (índices  de 
fixação)  dos  indivíduos nas  subpopulações  e  na  população  total,  respectivamente.  Fst é  a 
quantidade de diferenciação das subpopulações em relação à máxima possível em fixação 
completa (pq).

Loco Fis Fit Fst

EST1 0,056 0,069 0,014
EST5 -0,049 0,010 0,056
LAP1 0,396 0,429 0,055
LAP2 0,413 0,474 0,104
HK3 -0,048 -0,015 0,031
IDH1 -0,020 -0,010 0,010
MDH1 -0,059 -0,024 0,033
PGM1 -0,118 0,058 0,158
Média 0,059 0,136 0,082

Tabela 21 – Análise da estrutura genética intra e interpopulacional através do coeficiente F de 
Wright em populações de  Anopheles benarrochi. Fis e Fit são os valores de F (índices de 
fixação)  dos  indivíduos nas  subpopulações  e  na  população  total,  respectivamente.  Fst é  a 
quantidade de diferenciação das subpopulações em relação à máxima possível em fixação 
completa (pq).

Loco Fis Fit Fst

EST1 0,427 0,466 0,068
EST5 0,046 0,062 0,016
LAP2 -0,054 -0,026 0,026
IDH1 -0,015 -0,015 0,001
MDH1 -0,100 -0,078 0,020
PGM1 0,117 0,121 0,005
Média 0,087 0,101 0,016

1.4.6. ANÁLISE DA DISTÂNCIA E SIMILARIDADE GENÉTICA

Tomando como parâmetro as frequências alélicas detectadas, foi estimado o grau de 

identidade e distância genética, segundo Nei (1978). Estes dados estão apresentados na tabela 

22.  Os  valores  de  identidade  genética  variaram  de  0,319  a  0,997.  A  população  de  A. 
benarrochi de Ji Paraná mostrou maior identidade genética com a população da Bolívia.
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A  distância  genética  variou  de  0,003  a  1,144,  onde  a  maior  distância  genética 

observada foi entre as população de A. mattogrossensis e A.oswaldoi e a menor distância foi 

detectada entre as populações de A. benarrochi.
A figura 10 apresenta o dendrograma de distância de Nei (1978) entre as populações, 

baseado no método UPGMA (método não ponderado de agrupamento aos pares por média 

aritmética), obtido do programa Biosys-1 (Swofford & Selander, 1981). Este dendrograma 

baseado  na  matriz  de  distância  genética  separou  as  espécies,  em  dois  clusters,  sendo  o 

primeiro composto pelas espécies do subgênero Nyssorhynchus (A. triannulatus, A. albitarsis,  

A. darlingi, A. rangeli, A.benarrochi, A. oswaldoi e A. nuneztovari) e o segundo, formado por 

espécies do subgênero Anopheles (A. mattogrossensis e A. intermedius). 

As espécies do subgênero Nyssorhynchus foram agrupadas nos seguintes  clusters: a) 

A. albitarsis e A. darlingi, que pertencem à seção Argyritarsis; b) A. rangeli, A. oswaldoi e A.  

nuneztovari e c) A. benarrochi, sendo esses clusters b e c pertencentes à seção Albimanus. No 

entanto, a população de A. triannulatus ficou em um cluster separado.

Foram gerados dendrogramas para as populações A. albitarsis, A. darlingi e A. benar-
rochi. A figura 11 mostra que as populações de A. albitarsis procedentes de Macapá e de Ma-

ruanum são mais estreitamente relacionadas, e a população de Boa Vista é a mais distante ge-

neticamente, em relação às outras duas. Para A. darlingi (Figura 12) o dendrograma apresenta 

as populações de Coari e de Timbozinho agrupadas no mesmo cluster, sendo mais próximas, 

em relação à população de Macapá. No entanto, a figura 13 mostra a estreita relação existente 

entre as populações de A. benarrochi da Bolívia e de Ji Paraná.
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Tabela 22 – Matriz de distância e similaridade genética entre nove espécies de Anopheles dos subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles da 
região amazônica. Valores acima da diagonal correspondem à identidade genética não enviesada e abaixo da diagonal correspondem a 
distancia genética não enviesada (Nei, 1978). 1-  Pacoval-AP; 2 - Macapá-AP; 3 - Boa Vista-RR; 4 - Maruanum-AP; 5 - Coari-AM; 6 - 
Timbozinho-AM; 7 - Macapá-AP; 8 - Ji Paraná/RO; 9 - Ji Paraná/RO; 10 - Codajás/AP; 11 - Ji Paraná/RO; 12 – Bolívia; 13 - Pacoval-AP; 14 
- Janauari/AM. 

Espécie/Localidade 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 A. (N.) triannulatus ***** 0,761 0,804 0,751 0,789 0,774 0,715 0,671 0,668 0,685 0,603 0,602 0,446 0,421
2 A. (N.) albitarsis 0,273 ***** 0,978 0,996 0,890 0,891 0,894 0,811 0,722 0,800 0,790 0,772 0,575 0,569
3 A. (N.) albitarsis 0,218 0,023 ***** 0,967 0,900 0,899 0,877 0,799 0,715 0,799 0,801 0,794 0,627 0,603
4 A. (N.) albitarsis 0,287 0,004 0,034 ***** 0,891 0,855 0,896 0,818 0,727 0,788 0,777 0,763 0,547 0,549
5 A. (N.) darlingi 0,236 0,117 0,105 0,115 ***** 0,986 0,979 0,729 0,814 0,891 0,734 0,734 0,497 0,488
6 A. (N.) darlingi 0,257 0,115 0,106 0,122 0,014 ***** 0,958 0,726 0,816 0,898 0,723 0.717 0,527 0,521
7 A. (N.) darlingi 0,287 0,112 0,131 0,110 0,021 0,043 ***** 0,712 0,803 0,870 0,712 0,702 0,447 0,456
8 A. (N.) rangeli 0,398 0,209 0,224 0,201 0,316 0,320 0,340 ***** 0,824 0,798 0,801 0,793 0,479 0,393
9 A. (N.) oswaldoi 0,403 0,326 0,336 0,320 0,206 0,204 0,219 0,194 ***** 0,889 0,705 0,698 0,406 0,319
10 A. (N.) nuneztovari 0,378 0,223 0,225 0,238 0,116 0,108 0,139 0,225 0,117 ***** 0,829 0,817 0,499 0,407
11 A. (N.) benarrochi 0,506 0,236 0,221 0,252 0,309 0,324 0,340 0,222 0,350 0,187 ***** 0,997 0,496 0,410
12 A. (N.) benarrochi 0,507 0,259 0,230 0,270 0,309 0,333 0,354 0,232 0,359 0,202 0,003 ***** 0,496 0,407
13 A. (A.) intermedius 0,807 0,554 0,468 0,603 0,699 0,641 0,804 0,736 0,902 0,695 0,702 0,701 ***** 0,534
14 A. (A) matogrossesis 0,864 0,564 0,505 0,600 0,718 0,651 0,784 0,934 1,144 0,898 0,891 0,899 0,628 *****
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Figura 10 – Dendrograma resultante do agrupamento de nove espécies de  Anopheles dos 
subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles, com base na distância genética (Nei, 1978). Método 
não ponderado de agrupamento das populações com média aritmética (UPGMA). Espécies:RI 
–  A. triannulatus, LB -  A. albitarsis,  AR -  A.darlingi, AN -  A. rangeli,  SW –  A. oswaldoi, 
NUN  –  A.  nuneztovari,  BEN  –  A.  benarrochi,  INT  –  A.  intermedius,  MAT  –  A. 
mattogrossensis.  Locais de coleta: MAC – Macapá, MAR – Maruanum, BVS – Boa Vista, 
COA – Coari, TIB – Timbozinho, JIP – Ji Paraná, BOL – Bolívia.

Figura 11 – Dendrograma agrupando as populações de  A. albitarsis  com base na distância 
genética.  Método  não  ponderado  de  agrupamento  de  pares  de  populações  com  média 
aritmética (Nei, 1978). LB:A. albitarsis. MAC: Macapá, MAR: Maruanum, BVS: Boa Vista.
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Figura 12 – Dendrograma agrupando as populações de  A. darlingi com base na distância 
genética.  Método  não  ponderado  de  agrupamento  de  pares  de  populações  com  média 
aritmética (Nei, 1978). AR: A. darlingi, CÔA: Coari, TIB: Timbozinho, MAC: Macapá.

Figura 13 – Dendrograma agrupando as populações de A. benarrochi com base na distância 
genética.  Método  não  ponderado  de  agrupamento  de  pares  de  populações  com  média 
aritmética (Nei, 1978). EN: A. benarrochi, JIP: Ji Paraná, BOL: Bolívia.
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1.5. DISCUSSÃO

1.5.1.  Padrões eletroforéticos das isoenzimas

Vários  estudos  sobre  padrões  eletroforéticos  de  isoenzimas  têm sido  utilizados  na 

análise da ontogenia, como também para verificar a variabilidade e diferenciação genética em 

populações de espécies de Anopheles (Santos et al., 1985; Santos et al., 1991; Carvalho-Pinto 

&  Lourenço-de-Oliveira,  2003).  As  isoenzimas  associadas  a  outros  estudos  genéticos, 

bioquímicos e morfológicos são ferramentas úteis na identificação de complexos de espécies, 

tendo sido de grande valia, e amplamente empregada para diferenciar espécies vetoras e não 

vetoras da malária e, portanto, melhorar o entendimento dos mecanismos de transmissão e 

controle da malária (Coluzzi, 1988; Sukowati et al., 1999; Santos et al., 2003).  

Os  resultados  das  análises  isoenzimáticas  mostram  que  as  esterases  foram  mais 

polimórficas, com um perfil eletroforético bastante complexo, corroborando com os dados de 

literatura descritos em outras espécies de Anopheles e de outros gêneros de mosquitos, como 

por  exemplo,  em  esterases  de  A.  darlingi (Santos et  al.,  1992),  de  A.  quadrimaculatus 

(Lanzaro et al., 1990), de A. stephensi (Van Driel et al., 1987); de Aedes aegypti (Saul et al., 
1976) e de Culex pipiens (Urbbanelli & Bullini, 1985).

O padrão eletroforético e o número de locos das esterases têm se mostrado bastante 

variados  nas  diferentes  espécies.  Maia  &  Santos  (1999)  estudando  a  ontogenia  em  A. 

albitarsis observaram quatro regiões de atividade, sendo a EST1 encontrada em larvas de 4º 

estádio velhas, EST2 e EST4 presentes durante todo o desenvolvimento e a EST3 revelou-se 

praticamente em larvas.  Rodriguez  et al.  (2000) constataram seis zonas de atividade para 

esterase em A. intermedius e A. mattogrossensis. Santos et al. (1999) observaram três zonas 

de atividade em larvas de 4º estádio de  A. darlingi. No entanto, em  A. triannulatus foram 

reveladas  seis  zonas  de  atividade,  utilizando  gel  de  poliacrilamida  (Santos  et  al.,  1992). 

Nestes mosquitos, cada região é codificada por um loco distinto, cuja expressão gênica se 

modifica durante o desenvolvimento.

Os  locos  EST1  e EST5 foram  detectados  em  larvas  de  4º  estádio  em  todas  as 

populações  estudadas,  corroborando com dados de Scarpassa (1988),  que detectou em  A. 

nuneztovari a presença de EST1 e EST5. Narang et al. (1979a), Santos et al. (1996), Santos et 
al. (1999), Manguin et al. (1999) também detectaram a presença destes locos em A. darlingi. 

Rodrigues  et al. (2000) também observaram os locos  EST1 e  EST5 em A. intermedius e  A. 
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mattogrossensis. Maia & Santos (1999) e Vedbrat & Whitt (1975) observaram a presença do 

loco EST1 em A. albitarsis. Santos et al. (1992) e Santos et al. (2004) também detectaram a 

presença do loco EST1 em A. triannulatus. 
Neste  trabalho o perfil  eletroforético da  leucina  aminopeptidase foi  semelhante ao 

apresentado por Maia & Santos (1999), que detectaram quatro regiões de atividade para esta 

enzima em  A. albitarsis, sendo a  LAP1 e LAP2 detectadas em larvas de 4º estádio. Em  A. 

nuneztovari, Scarpassa  et al. (1992b) observaram que a  LAP1  esteve presente em todos os 

estágios e a  LAP2 mostrou maior atividade em larvas. Santos  et al.  (1996) detectaram uma 

maior  atividade  dos  locos  LAP1  e LAP2 em larvas  de  4º  estádio,  em populações  de  A. 
darlingi.  Rodriguez  (1998)  observou  a  presença  dos  locos  LAP1  e LAP2 em  A. 

mattogrossensis e A. intermedius.
Para a enzima hexoquinase a presença dos locos HK1, HK2, HK3 e HK4, corroborou 

com os dados obtidos por Santos  et al.  (2004), estudando populações de  A. triannulatus e 

difere  com os  de  Maia  (1997),  analisando  populações  de  A.  albitarsis, nas  quais  foram 

revelados três locos, e com os de Carvalho-Pinto & Lourenço-de-Oliveira (2003), estudando 

quatro populações de A. bellator do subgênero Kerteszia, que detectaram apenas o loco HK1.

A  isocitrato  desidrogenase  apresentou  um  único  loco  constituído  pelos  alelos: 

IDH1*105, IDH1*100 e  IDH1*95, que foram detectados em A. triannulatus, A. darlingi  de 

Timbozinho e Macapá, A. nuneztovari e A. intermedium. O alelo IDH1*100 foi característico 

em  A.  albitarsis,  A.  rangeli  e A.  oswaldoi, e o  alelo  IDH1*95 foi  revelado  em 

A.mattogrossensis. Este perfil difere do encontrado por Santos et al. (1996) em populações de 

A. darlingi da Amazônia,  nas quais  foram reveladas duas zonas de atividade para  IDH1, 

sendo o loco IDH1 controlado por três alelos codominantes IDH1 A, IDH1 B e IDH1 C. Duas 

zonas de atividade da  IDH em populações de  A. darlingi procedentes de Belize,  Bolívia, 

Brasil, Guiana Francesa e Venezuela, também foram reportadas por Manguin et al. (1999).

Santos et al. (2003) estudando cinco espécies de Anopheles da Amazônia pertencentes 

aos subgêneros  Nyssorhynchus  e Anopheles,  detectaram somente uma zona de atividade da 

IDH, sendo esta controlada pelos alelos: IDH A, IDH B, IDH C e IDH D. O alelo IDH A foi 

detectado somente em  A. intermedius, enquanto que os alelos IDH B, IDH C e IDH D em A. 
triannulatus e A. darlingi. O alelo IDH C foi observado em A. mattogrossensis. Outro estudo 

realizado por Santos et al. (2004) em populações de A. triannulatus da Amazônia brasileira, 

detectaram uma zona de atividade da  IDH, que é controlada pelos alelos:  IDH A, IDH B e 

IDH C.
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A  malato  desidrogenase  apresentou  um  único  loco,  controlado  pelos  alelos: 

MDH1*112,  MDH1*100 e MDH1*95,  sendo o alelo  MDH1*100  detectado em todas  as 

espécies  estudadas. O  alelo  MDH1*112 foi  revelado  em  A.  albitarsis de  Boa  Vista,  A.  
darlingi de  Coari,  A.  nuneztovari e  A.  benarrochi.  Enquanto  que,  o  alelo  MDH1*95 foi 

detectado somente em A. oswaldoi, A. albitarsis de Maruanum, A. nuneztovari, A. rangeli e 

A. mattogrossensis. Scarpassa (1996) estudando populações de A. nuneztovari do Brasil e da 

Colômbia também detectou um loco nesta enzima, sendo controlado por quatro alelos: MDH 
A,  MDH  B,  MDH  C  e MDH  D.  Rodriguez  (1998)  estudando  populações  de  A. 

mattogrossensis  e A. intermedius  de Pacoval-AP e Janauari-AM, também detectou um loco 

controlado por dois alelos MDH A e MDH B, sendo revelados os dois em A. mattogrossensis e 

apenas o alelo MDH A em A. intermedius. No entanto, Maia (1997) estudando populações de 

A. albitarsis do Amapá detectou duas regiões de atividade nesta enzima, cada uma codificada 

por um loco, sendo o loco MDH1 controlado pelo alelo MDH1 A e o loco MDH 2 pelos alelos 

MDH2  A e  MDH2  B.  Contudo,  Santos  et  al.  (2004)  reportaram  em  populações  de  A. 

triannulatus da Amazônia brasileira  um loco para esta  enzima controlado por  três alelos: 

MDH A,  MDH B e  MDH C.  Carvalho-Pinto  &  Lourenço-de-Oliveira  (2003)  detectaram 

também um único loco, sendo este controlado por cinco alelos em populações de A. bellator 
do Brasil e de Trinidad.

A enzima málica também apresentou um único loco, sendo controlado pelos alelos: 

ME1*105,  ME1*100,  ME1*95,  ME1*90  e ME1*85.  O  alelo  ME1*100 foi  detectado  na 

maioria  das  populações  analisadas,  com exceção em  A.  rangeli  e A.oswaldoi,  que  foram 

detectados  os  alelos  ME1*105  e ME1*95,  respectivamente.  Em  A.  triannulatus foram 

revelados  os  alelos  ME1*90 e  ME*85.  Estes  resultados  divergem  dos  apresentados  por 

Narang  et al. (1979) em populações de  A. nuneztovari  e de  A. darlingi do Amazonas e de 

Goiás,  que detectaram uma zona de atividade nesta  enzima,  somente  controlada por  dois 

alelos  (ME1 A  e ME1 B).  No  entanto,  são  similares  aos  de  Manguim  et  al.  (1999)  em 

populações  de  A.  darlingi procedentes  da  América  do  Sul,  e  Santos  et  al.  (2004)  em 

populações  de  A. triannulatus que também detectaram uma região de atividade para  esta 

enzima. No entanto, Carvalho-Pinto & Lourenço-de-Oliveira (2003) observaram duas zonas 

de atividade para ME em populações de A. bellator do Brasil e de Trinidad.

A enzima fosfoglicomutase apresentou uma única região de atividade, codificada pelo 

loco  PGM1  e  controlado  pelos  alelos:  PGM1*110,  PGM1*105,  PGM1*100,  PGM1*95,  

PGM1*90  e  PGM1*88, sendo os alelos  PGM1*105, PGM1*100, PGM1*95 detectados na 

maioria  das  espécies,  exceto  em  A.  mattogrossensis. Enquanto  o  alelos  PGM1*90   foi 

63



detectado em A. triannulatus, A. albitarsis de Boa Vista, A. nuneztovari e A. mattogrossensis. 

O alelo PGM1*88 foi detectado em A. mattogrossensis e PGM1*88 foram detectados em A. 

triannulatus, A. albitarsis, A.nuneztovari e  A. mattogrossensis e somente o alelo PGM1*88, 

nesta última. Resultados similares foram obtidos por Santos et al. (1996), Santos et al. (1999) 

e  Santos  et  al. (2003)  estudando  populações  de  A.  darlingi,  de  A.  triannulatus, de A.  
albitarsis, de A mattogrossensis e de A intermedius da Amazônia, detectaram uma região de 

atividade para PGM controlada por cinco alelos: PGM A, PGM B, PGM C, PGM D e PGM E. 

Bullini et al. (1971a, 1971b) estudando populações de A. stephensi, e Charlwood et al. (1985) 

estudando populações de  A. punctulatus observaram também uma região de atividade para 

PGM controlada por três alelos em A. stephensi e por quatro em A. punctulatus.

A enzima fosfoglicose isomerase apresentou uma região de atividade codificada pelo 

loco PGI1 e controlada pelos alelos: PG1I*100, PGI1*95 e PGI1*90.  O alelo PGI1*100 foi 

revelado  na  maioria  das  espécies,  com  exceção  de  A.  triannulatus,  A.  oswaldoi e  A. 
nuneztovari e  A. darlingi, onde nestas três últimas, foi detectado o alelo  PGI1*95, e em A. 

triannulatus o  alelo  PGI1*90.  Esses  resultados  diferem  dos  de  Scarpassa  (1996)  em 

populações  de  A.  nuneztovari do  Brasil  e  da  Colômbia  que  nostraram  duas  regiões  de 

atividade para a  PGI1 codificadas por dois locos independentes  PGI1 e  PGI2, controlados 

pelos alelos  PGI1 A e  PGI1 B, e pelos alelos  PGI2 A, PGI2 B e PGI2 C, respectivamente. 

Maia (1997), trabalhando com populações de  A. albitarsis procedentes do Amapá detectou 

uma  região  de  atividade  para  PGI.  Rodriguez  (1998)  estudando  populações  de  A. 

mattogrossensis  e de A. intermedius da Amazônia, detectou também uma região para esta 

enzima. Manguin et al. (1999) também observaram em populações de A. darlingi de Belize, 

Bolívia, Brasil, Guiana Francesa e Venezuela uma região de atividade para PGI. Santos et al. 
(2003)  estudando  A.  intermedius,  A.  mattogrossensis,  A.  triannulatus,  A.  darlingi  e A.  

albitarsis  dos subgêneros  Nyssorhynchus e  Anopheles da região amazônica,  detectaram a 

presença de um loco para PGI1 controlado pelos alelos PGI A, PGI B e PGI C.

1.5.2. Frequências genotípicas e equilíbrio de Hardy-Weinberg

As freqüências  alélicas  revelaram diferenças  significativas  nos  distintos  locos  das 

populações  estudadas.  Os  locos  com  variação  mostraram  padrão  semelhante  quanto  às 

freqüências alélicas, com exceção do loco EST5 e PGM1 em A. triannulatus, A. benarrochi,  

A. intermedius e A. mattogrossensis (Tabela 3). 

Nas  análises  feitas  em  A.  triannulatus de  Pacoval,  dos  seis  locos  com  variantes 
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alélicas,  observou-se  desvios  significativos  ao  nível  de  1%  para  EST5 e  PGM1 (Tabela 

4).Tais  desvios  foram  decorrentes  de  oscilações  maiores  nas  freqüências  dos  genótipos: 

EST5*103/EST5*103,  EST5*103/EST5*90,  EST5*100/EST5*100,EST5*95/EST5*90, 
EST5*90/EST5*90,  EST5*90/EST5*80,  EST5*80/EST5*80,PGM1*110/PGM1*110, 

PGM1*105/PGM1*105,  PGM1*100/PGM1*100,  PGM1*100/PGM1*105.  Em  relação  às 

freqüências  alélicas  da  população  dessa  espécie,  notou-se  que  os  dados  deste  estudo são 

similares aos de Santos  et al. (2004) para os locos  EST1, LAP2, KH1, HK2, HK3  e IDH1. 

Entretanto, para os locos PGI1, HK4, MDH1, ME1 e PGM1 há discordância em relação aos 

alelos detectados nestes locos. Santos et al. (2003) observaram que as freqüências genotípicas 

foram semelhantes, divergindo apenas para os locos IDH1 e PGM1. 

Nas populações de A. albitarsis observou-se uma homogeneidade nas freqüências dos 

genótipos para a maioria dos locos. Dos locos analisados foi observado desvios significativos 

ao nível de 1% somente para LAP2 na população de Macapá (Tabelas 5 a 7). Verifica-se que 

os  genótipos  cujas  freqüências  foram elevadas  para  os  locos  tiveram baixa  oscilação nas 

freqüências entre as populações. Em relação ao loco LAP2, o desvio significativo é decorrente 

de  oscilações  maiores  nas  freqüências  dos  genótipos:  LAP2*100/LAP2*100  e LAP2*98/ 

LAP2*98, que apresentaram comportamento inverso entre as populações de Macapá e Boa 

Vista, em relação à população de Maruanum (Tabela 7). No entanto, Santos  et al. (2003) 

estudando  populações  de  A.  albitarsis de  Pacoval  observaram  freqüências  genotipicas 

distintas em relação aos locos EST5, IDH1 e PGM1.

Nas  populações  de  A.  darlingi (Tabelas  8  a  10)  foi  observado  que  não  houve 

mudanças  significativas  nas  freqüências  genotípicas  para  a  maioria  dos  locos  analisados, 

sendo  detectado  desvio  significativo  para  EST5 e  PGM1 nas  populações  de  Coari  e  em 

Macapá para os  locos  EST1,  EST5,  LAP2,  MDH1  e PGM1.  As freqüências  elevadas  dos 

genótipos:  EST5*103/EST5*103,  EST5*103/EST5*95,  EST5*100/EST5*100,  
EST5*90/EST5*90,  PGM1*105/PGM1*105,  PGM1*100/PGM1*100, 

PGM1*100/PGM1*95,  PGM1*95/PGM1*95  para  a  população  de  Coari, 

EST1*100/EST1*97,  EST5*103/EST5*103,  EST5*100/EST5*100,  EST5*95/EST5*95, 

LAP2*100/LAP2*100,  MDH1*112/MDH1*112, 
MDH1*100/MDH1*100,PGM1*105/PGM1*100,PGM1*100/PGM1*100,PGM1*95/PGM1*

95 para a população de Macapá,oscilaram pouco entre as populações. O desvio significativo 

do  loco  EST5  foi  devido  a  maiores  oscilações  nas  freqüências  dos  alelos  EST*100 na 

população de Coari,  que apresentou comportamento inverso para a população de Macapá. 

Vale  ressaltar,  que  as  freqüências  para  os  locos  EST1  e PGM1 também  apresentaram 
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comportamento inverso quando as três populações são comparadas.

Santos  et al. (1999) estudando populações de  A. darlingi da Amazônia observaram 

dados similares aos apresentados neste estudo, em relação ao loco PGM1 para a população de 

Macapá e ao loco IDH1 para as três populações estudadas. No entanto, Manguim et al. (1999) 

estudando  populações  de  A.  darlingi procedentes  da  América  do  Sul  observaram  dados 

discordantes dos encontrados nos locos IDH1 e PGM1. 

Para A. rangeli foi observado nos 12 locos analisados, desvios significativos em EST5, 
LAP2 e PGM1 (Tabela 11). Em relação aos locos EST5, LAP2 e PGM1, o desvio significativo 

foi  decorrente  de  maiores  oscilações  nas  freqüências  dos  genótipos:  EST5*80/EST5*80, 
MDH1*112/MDH1*112,MDH1*100/MDH1*100,PGM1*105/PGM*100,PGM1*100/PGM* 

100,  PGM1*95/PGM*95. Trindade  (2001)  estudando  A.  rangeli,  A.  dunhami  e  A. 
nuneztovari, observou para A. rangeli resultados similares aos apresentados neste estudo para 

os locos PGM1 e EST5. 

Em  A.  oswaldoi (Tabela  12)  foi  observado  também  que  não  houve  mudanças 

significativas nas freqüências genotipicas para a maioria dos locos estudados. O loco EST 5 
apresentou desvio significativo ao nível de 1% e as maiores oscilações foram nas freqüências 

genotipicas  EST5*103/EST5*103,  EST5*103/EST5*100, EST5*100/EST5*100, 
EST5*100/EST5*95, EST5*95/EST5*90, EST5*90/EST5*90. 

Para  A.  nuneztovari foi  observado  desvio  significativo  no  loco  EST5 e  LAP2 
decorrente  de  oscilações  maiores  nas  freqüências  genotípicas  EST5*103/EST5*103, 

EST5*103/EST5*100,  EST5*100/EST5*100,  EST5*100/EST5*80,  EST5*95/EST5*95, 
EST5*95/EST5*90,  EST5*80/EST5*80,  EST5*80/EST5*78,  LAP2*100/LAP2*100, 

LAP2*100/LAP2*95,  LAP2*98/LAP2*98  (Tabela  13).  No  entanto,  nos  demais  locos  não 

houve mudanças significativas nas freqüências alélicas. Dados similares para as freqüências 

genotípicas  HK2,  MDH1  e ME1 foram  observados  em  A.  nuneztovari da  Venezuela. 

Scarpassa & Tadei (2000) analisando populações de  A. nuneztovari do Brasil e Colômbia 

observaram resultados concordantes em relação aos locos PGM1, MDH1, LAP1 e EST5. 
Nas populações de A. benarrochi (Tabelas 14 e 15) não foram observadas mudanças 

significativas nas freqüências genotípicas para a maioria dos locos analisados. Foi detectado 

desvio significativo ao nível de 1% para  EST1  e PGM1 em Ji Paraná e no loco  EST5 da 

Bolívia. Para os alelos de freqüências elevadas (EST1*100, EST5*95, LAP2*100, IDH1*100,  
MDH1*112 e PGM1*105) foi observada uma baixa oscilação entre as populações. O desvio 

significativo  dos  locos  EST1  e  PGM1 em  Ji  Paraná  foi  devido  as  maiores  freqüências 

genotípicas:  EST1*100/EST1*100,  EST1*97/EST1*97,  PGM1*110/PGM1*110, 
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PGM1*110/PGM*105, PGM1*105/PGM*100, PGM1*100/PGM*100, PGM1*100/PGM*95, 
PGM1*95/PGM*95.

Para a população da Bolívia, o desvio significativo do loco EST5 foi resultado das maiores 

freqüências genotípicas:EST5*100/EST5*100, EST5*95/EST5*90, EST5*80/EST5*80, 
EST5*80/EST5*78.

Em A. intermedius (Tabelas 16) foi observado desvio significativo ao nível de 1%  nos 

locos  LAP1  e LAP2,  devido  as  maiores  freqüências  genotípicas:  LAP1*100/LAP1*100, 

LAP2*100/LAP2*100, LAP2*98/LAP2*98, corroborando com Rodriguez (1998), em relação 

aos  locos  LAP1  e LAP2. Para  A.  mattogrossensis (Tabela  17)  foi  observado  desvio 

significativo  em  nível  de  1%  no  loco  EST1,  devido  as  maiores  freqüências  genotípicas: 

EST1*100/EST1*100,  EST1*97/EST1*97,  tais  dados  também  foram  encontrados  por 

Rodriguez (1998) para o loco EST1.
Dos locos analisados com variação, o loco EST5 foi o que mostrou maiores diferenças 

significativas (Tabela 4 a 17). No entanto, este loco apresentou suas freqüências genotípicas 

conforme o esperado pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg para  A. albitarsis, A. darlingi de 

Timbozinho, A. intermedius e A. mattogrossensis.
O desvio do equilíbrio genético observado nos resultados é influenciado em parte, pelo 

maior número de indivíduos homozigotos observados em relação aos esperados. A elevada 

incidência de homozigotos para a maioria dos locos analisados corrobora com os resultados 

apresentados  por  Crouau-Roy  (1988)  que  discute  sobre  a  existência  de  vários  trabalhos 

mostrando níveis significativos de deficiência de heterozigotos em populações naturais. No 

entanto,  tais  deficiências são observadas em alguns alozímicos e/ou em somente algumas 

populações, as quais possuem outros locos, cujas proporções genotípicas encontram-se em 

equilíbrio. Van Driel  et al.  (1987) e Scarpassa (1988) também observaram que diferentes 

locos não apresentaram a mesma deficiência de heterozigotos em observações realizadas nos 

mosquitos  e  em outros  insetos,  sendo  tais  deficiências  relatadas  por  estes  autores  como 

decorrentes de endogamia, alelos nulos, efeito fundador e pela própria estrutura genética. 

Na maioria dos sistemas polimórficos estudados foi observada uma elevada freqüência 

das classes homozigotas, mesmo naqueles locos, em que os valores de qui-quadrado estão em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg. Tal resultado, também foi evidenciado por Scarpassa (1988) 

que atribuiu essas observações às alterações ambientais que foram introduzidas na área de 

coleta, podendo causar influência nas freqüências genotípicas, levando a diferentes valores 

adaptativos para as classes homozigotas. 

67



1.5.3. Níveis de polimorfismos e heterozigosidades

A  variabilidade  genética  intrapopulacional,  interpopulacional  e  interespecífica  são 

requisitos  fundamentais  para  a  evolução,  levando  à  seleção  dos  genótipos,  mediante  as 

pressões  ambientais.  A variabilidade  genética populacional  é  medida por  três  parâmetros: 

número de locos polimórficos,  média da heterozigosidade por loco e o tamanho amostral 

(Nevo,  1978).  Segundo  Nei  (1972)  as  diferenças  genéticas  entre  as  populações  também 

podem ser medidas pela distância genética.

Dos  13  locos  enzimáticos  analisados,  verificou-se  que  as  esterases  e  as 

fosfoglicomutases  foram as  mais  polimórficas,  corroborando com Manguin  et  al.  (1999), 

Scarpassa & Tadei (2000) e Santos et al. (2003).

A percentagem de locos polimórficos nas espécies estudadas variou de 30,8 a 53,8, 

sendo considerada baixa quando comparada com de Santos et al. (2003) que mostraram uma 

variação de 50,0 a 75,0%, estudando três espécies do subgênero  Nyssorhynchus e duas do 

subgênero Anopheles.  No entanto, Fritz et al. (1995) encontraram uma baixa percentagem de 

locos polimórficos (20,8 < P < 58,3) entre populações de  A. nuneztovari,  A. trinkae  e A.  
rangeli do Equador,  Bolívia  e  Venezuela.  Baixo polimorfismo também foi  reportado por 

Manguin et al. (1995) em espécies pertencentes dos subgêneros Anopheles e Nyssorhynchus.

Para  as  populações  de  A.  darlingi, dos  13  locos  analisados,  seis  locos  foram 

polimórficos nas populações de Coari e Macapá, e quatro na população de Timbozinho, com 

uma proporção de locos polimórficos de 46,2%, 46,2% e 30,8%, respectivamente. Assim, o 

nível de polimorfismo e o número de alelos por loco foram menores quando comparados aos 

dados de Santos et al.(1999), estudando quatro populações de A. darlingi da Amazônia, sendo 

observado 68,4% de locos polimórficos e um número de alelos por loco variando de 1,89 a 

2,26. Narang et al. (1979a) encontraram uma proporção de locos polimórficos de 63,2% nos 

19 locos analisados em populações de A. darlingi da região amazônica.

Para A. nuneztovari, dos seis locos polimórficos, notou-se uma proporção de 46,2% e 

um número médio de alelos por loco de 2,2 (Tabela 18). Esses dados diferem dos observados 

por Narang  et al. (1989) em populações de  A. nuneztovari de Manaus, onde foi observado 

54%  de  locos  polimórficos.  No  entanto,  Trindade  (2001)  detectou  22,7%  de  locos 

polimórficos para esta espécie. Scarpassa & Tadei (2000) analisando 16 locos de populações 

brasileiras e colombianas de A. nuneztovari observaram maior polimorfismo nas esterases e 

fosfoglicomutases.
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Dos seis locos polimórficos também analisados na população de  A. triannulatus  de 

Pacoval foi observado uma proporção de locos polimórficos de 46,2% e um número médio de 

alelos por loco de 2,0 (Tabela 18). Tais dados são em parte similares aos de Santos  et al. 
(2004), em populações de A. triannulatus da Amazônia brasileira, onde a proporção de locos 

polimórficos (56,3%) foi maior do que a de Pacoval. .

Em A. albitarsis (Tabela 18) observou-se uma variação na % de locos polimórficos em 

Macapá, Boa Vista e Maruanum com proporções de 38,5, 46,2 e 53,8%, respectivamente. O 

nível  de  polimorfismo  nestas  populações  foi  médio,  havendo  uma  pequena  variação  no 

número médio de alelos por loco (1,5 a 1,8). Os locos que apresentaram maior polimorfismo 

foram  EST5  e  PGM.  Valores  maiores  de  polimorfismo  (75%)  foram  detectados  em  A. 

albitarsis por Santos et al. (2003). No entanto, Narang et al. (1993) estudando o complexo A. 
albitarsis detectaram uma proporção de 37,5%, semelhante à encontrada na população de 

Macapá.

Para A. rangeli a % de locos polimórficos de 38,5, número médio de alelos por loco 

1,8  (Tabela  18)  indicam  um  baixo  polimorfismo,  no  entanto,  esse  valor  é  considerado 

elevado, quando  comparado aos dados obtidos por Trindade (2001) em populações de  A. 

rangeli,  onde os locos polimórficos apresentaram uma percentagem de 22,7%. Fritz  et al. 
(1995) analisando 24 locos isoenzimáticos em populações de A. rangeli, A. nuneztovari e A.  

trinkae da Bolívia, Equador, Brasil e Venezuela detectaram proporções de locos polimórficos 

em A. rangeli variando de 20,8% a 58,3%, sendo o loco da PGM1, o mais polimórfico para 

todas as espécies estudadas.

Em  A. oswaldoi,  dos cinco locos polimórficos,  EST5, LAP2 e PGM foram os que 

apresentaram maior  polimorfismo.  A  proporção  de  locos  polimórficos  de  38,5% está  de 

acordo com os dados obtidos para outras espécies desse mesmo subgênero.

Para as populações de A. benarrochi da Bolívia foi detectado variação em quatro locos 

e  na  de  Ji  Paraná  seis  locos,  com  uma  proporção  de  polimorfismo  30,8%  e  46,2, 

respectivamente. O nível de polimorfismo foi maior na população de Ji Paraná. Os locos de 

maior polimorfismo nestas populações foram EST5 e PGM1.

Para  A. intermedius  e  A. mattogrossensis  foi observado uma proporção de 46,2% de 

locos polimórficos, diferindo em parte dos dados obtidos por Rodriguez (1998) estudando 

populações dessas espécies da Amazônia brasileira, onde as proporções de locos polimórficos 

foram de 35,3 % para  A. intermedius e de 47,1% para  A. mattogrossensis. A variabilidade 

genética considerada baixa pela autora nestas espécies pode ter sido resultado da influência de 

fatores como deficiência  de amostragem, ausência  de heterozigotos,  menor adaptabilidade 
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destas espécies à infecção pelo plasmódio e a própria estrutura genética das populações dessas 

espécies.

A variabilidade genética observada neste estudo foi similar a de outras espécies desse 

subgênero e de outros subgêneros (Narang, 1980; Steiner  et al., 1982; Santos  et al., 1985, 

1992, 1999; Lanzaro  et al.,  1990; Narang & Seawright, 1994; Fritz  et al., 1995). Os dados 

desse trabalho mostram que das espécies analisadas, maior grau de polimorfismo (P = 53,8%) 

foi encontrado em A. albitarsis de Maruanum e maiores valores de heterozigosidades em A. 
darlingi de Macapá (H0  = 0,167 ± 0,071 e He  = 0,173 ± 0,061, respectivamente). Um dos 

menores níveis de polimorfismo foi registrado em A. benarrochi da Bolívia.
Portanto, pode-se constatar que a variabilidade genética em espécies de  Anopheles é 

muito  ampla  e  esta  variação  tem sido  relacionada  à  própria  estrutura  da  população,  por 

exemplo, mutação, acasalamento preferencial, seleção ou deriva genética. 

1.5.4. Estrutura genética populacional

Os dados  obtidos  a  partir  das  estatísticas  F  de  Wright  para  as  populações  de  A. 

benarrochi mostraram-se em desequilíbrio, devido ao excesso de homozigotos dentro de cada 

população, sendo indicado pelo valor médio de Fis > Fst (0,087 > 0,016). Tal desequilíbrio foi 

verificado entre os distintos locos analisados com os valores de Fis positivos, exceto para os 

locos LAP2, IDH1 e MDH1. Valores similares também foram observados em populações de 

A. darlingi da BR 172 (AM) por Santos et al. (1992), onde os valores de Fis foram maiores 

que os de Fst, e a fixação média (Fit) entre os diferentes locos foi de 0,101. No entanto, nesse 

estudo, o loco  EST1  apresentou índice de fixação elevado, sendo semelhante ao observado 

para o loco AO1 em A. darlingi. Santos et al. (1999) analisando populações de A. darlingi da 

região amazônica também observaram excesso de homozigotos revelado pelos valores de Fis 

= 0,083 > Fst = 0,026, refletindo uma diferenciação intrapopulacional. Esses dados também 

foram similares aos obtidos por Santos et al. (2004) em quatro populações de A. triannulatus 

da Amazônia, nas quais os valores de Fis foram maiores do que os de Fst  (Fis = 189 > Fst = 

0,110), decorrentes do excesso de homozigotos na maioria dos locos analisados. 

Nas  populações  de  A. darlingi  e A.  albitarsis (Tabelas  19 e  20)  observou-se uma 

divergência genética elevada com valores de Fst = 0,110 e Fst = 0,082, respectivamente, sendo 

esta divergência devido aos locos  EST1 e  PGM1  em  A. darlingi  e  LAP2  e  PGM1 em  A. 

albitarsis. Narang et al. (1990) estudando populações de A. quadrimaculatus, onde o valor de 
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Fst foi de 0,219, havendo uma elevada divergência genética interpopulacional, resultante da 

diferenciação dos locos ME1 e ACON1 que apresentaram altos valores de Fst = 0,642 e Fst = 

0,673, respectivamente. 

Carvalho-Pinto & Lourenço-de-Oliveira (2003) estudando populações de  A. bellator 

verificaram que os níveis de Fst foram maiores que os de Fis (Fst = 0,263  > Fis = 0,090), 

mostrando também uma estruturação genética elevada entre as populações brasileiras e de 

Trinidad. 

Os  valores  de  distância  genética  (Tabela  22)  encontrados  nas  populações  de  A. 

albitarsis (D = 0,004 a 0,034) e de A. darlingi (D = 0,014 a 0,043) mostraram uma variação 

que indica uma certa diferenciação interespecífica.  No entanto, o mesmo não foi observado 

nas populações de A. benarrochi, em que os valores de distância genética foram muito baixos 

(D = 0,003).  Comparando estes dados com os de outros  autores,  verificou-se uma ampla 

semelhança quanto aos valores de distância genética nas populações de diferentes espécies de 

Anopheles.  Santos  et  al. (1999),  estudando  populações  de  A.  darlingi da  Amazônia, 

encontraram  valores  de  distância  variando  de  0,010  a  0,024.  Manguin  et  al.  (1999), 

analisando  a  estrutura  genética  populacional  de  A.  darlingi, relataram  uma  variação  na 

distância genética de 0,005 a 0,024 em populações da América do Sul. Van Driel et al. (1987) 

detectaram em linhagens de A. stephensis uma variação de D = 0,001 a 0,038.

As distâncias genéticas encontradas nas populações de  A. albitarsis (0,004 a 0,034) 

diferem das reportadas por Narang et al. (1993) para o complexo A. albitarsis (D = 0,074 a 

0,406). A distância genética encontrada entre A. oswaldoi, A. nuneztovari e A. rangeli variou 

de 0,117  a  0,194,  corroborando com os  resultados  de  Trindade  (2001),  onde  a  distância 

genética entre A. rangeli e A. nuneztovari foi de 0,182. No entanto, maiores valores entre A. 
rangeli  e A.  nuneztovari foram  obtidos  por  Fritz  et  al.  (1995),  estudando  populações 

procedentes da Venezuela, Equador, Brasil e Bolívia (D = 0,319 a 0,419).

Os valores de distância genética encontrados para  A. triannulatus,  em relação a  A. 

darlingi, A. albitarsis, A. intermedius e A. mattogrossensis foram menores (D = 0,287; 0,287; 

0,807 e 0,864, respectivamente) aos obtidos por Santos  et al. (2003) quando analisaram as 

distâncias  genéticas  interespecíficas  de  A.  triannulatus em  relação  a  A.  darlingi,  A.  
albirtarsis,  A.  intermedius  e A.  mattogrossensis (D  =  0,524,  0,399,  0,989  e  0,789, 

respectivamente). No entanto, Santos et al. (2004) estudando populações de A. triannulatus da 

Amazônia  brasileira  observaram  valores  de  distância  genética  interpopulacional,  bem 

menores (0,011 a 0,052), dentro dos limites intraespecíficos. 
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1.5.5. Diferenciação genética entre as espécies
 

Os  resultados  de  polimorfismo  mostraram  uma  baixa  divergência  genética 

interespecífica,  separando  as  populações  das  espécies  em  dois  grandes  grupos 

representados pelos subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles. Esses dados corroboram 

parcialmente  aos  reportados  por  Sallum  et  al.  (2002),  com  base  em  caracteres 

moleculares. 

Considerando  a  distância  genética  para  todas  as  populações  do  subgênero 

Nyssorhynchus,  observou-se  que  as  de  A.  darlingi  e de  A.  albitarsis foram as  mais 

similares, enquanto que A. benarrochi e A. triannnulatus apresentaram maior divergência 

genética. Os valores de distância genética agruparam as populações nos seguintes clados: 

1  -  A.  triannulatus, 2  -  A. albitarsis  e A.  darlingi, 3 -  A.  rangeli,  A.  oswaldoi  e A.  

nuneztovari, sendo que A. rangeli está separada do cluster formado por A. oswaldoi e A.  
nuneztovari,  4 -  A. benarrochi e 5 -  A. intermedius e  A. mattogrossensis,  sendo que o 

cluster onde estão alocadas A. darlingi e A. albitarsis é separado do clado formado por A. 
rangeli,  A.  oswaldoi  e A.  nuneztovari.  Estes  dados  discordam  em  parte,  com  os  de 

relações filogenéticas baseadas em caracteres morfológicos propostas por Sallum  et al. 
(2000)  agrupando  A.  albitarsis  e A.  triannulatus no  mesmo  cluster,  separado  de  A. 

darlingi. Outro estudo realizado por Sallum et al. (2002) utilizando caracteres moleculares 

agruparam A. darlingi e A. triannulatus e separam A. albitarsis. No entanto, Santos et al. 

(2003) com base em isoenzimas corroboram com os observados no presente trabalho.

A  formação  destes  clusters  nas  espécies  de  Anopheles dos  subgêneros 

Nyssorhynchus  e Anopheles  utilizando isoenzimas,  podem estar  relacionados a  fatores 

genéticos  (capacidade  vetorial,  comportamento  hematofágico,  tamanho  da  população, 

efeito  fundador,  deriva  genética,  estrutura  genética  da  população,  etc)  e  abióticos 

(isolamento geográfico, pluviosidade, temperatura, umidade relativa e desmatamento. No 

entanto, torna-se necessário ampliar os sistemas enzimáticos e utilizar outros marcadores 

moleculares mais conservados  para  melhor entendimento da posição taxonômica das 

espécies pertencentes aos subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles, considerando que ainda 

são  muito  poucos  os  trabalhos  sobre  as  relações  filogenéticas  das  espécies  desses 

subgêneros (Perera, 1993; Fritz et al., 1994; Manguin et al., 1999; Sallum et al., 2002).  
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1.6. Conclusões

Com base  nos  dados  contidos  neste  trabalho  sobre  a  diferenciação  genética  entre 

espécies de Anopheles pertencentes ao subgênero Nyssorhynchus pode-se concluir:

1- As populações de A. darlingi, A. albitarsis e A. benarrochi apresentaram pouca dife-

renciação genética baseada em valores de distância e estrutura genética. Notou-se ní-

veis acentuados de fluxo genético, devido à homogeneidade genética elevada apresen-

tada nestas populações. A baixa diferenciação populacional pode ser um indicativo de 

que as populações são recentes, sendo o período de divergência evolutiva não suficien-

te para expressar diferenciação genética entre elas.

2- Comparando todas populações estudadas, os dados dessas amostras mostraram uma 

diferenciação genética baixa baseada nos valores de Fst e de distância genética. Os va-

lores de distância para as populações estão dentro do limite de divergência genética. 

Foi observada a formação de quatro grandes clusters segundo o dendrograma, sendo o 

primeiro  constituído por  A. albitarsis e A.  darlingi,  o  segundo por  A. rangeli,  A.  

oswaldoi e A. nuneztovari, terceiro por A. triannulatus, o quarto por A. benarrochi e o 

último formado por A. intermedius e A. mattogrossensis. 
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Capítulo 2

DIFERENCIAÇÃO GENÉTICA EM ESPÉCIES DE Anopheles DOS SUBGÊNEROS 
Nyssorhynchus e Anopheles DA AMAZÔNIA BRASILEIRA COM BASE EM DADOS 

DO DNA MITOCONDRIAL

2.1. INTRODUÇÃO

O DNA (ácido  desoxirribonucléico)  é  a  molécula  da  hereditariedade  em todos  os 

organismos (Stryer, 1999) e ocupa uma posição central entre as macromoléculas biológicas, 

por ser o reservatório das informações genéticas (Nelson & Cox, 2000).

A utilização da informação contida no DNA para estudos evolutivos e filogenéticos 

entre  populações  e  espécies  abriu  uma  nova  perspectiva  que  vai  desde  a  filogenia  e 

filogeografia dos mais variados táxons até a geração de subsídio para conservação e manejo. 

Entre os fragmentos de DNA mais usados, o DNA mitocondrial tem recebido atenção especial 

(Avise,  1994).  A  molécula  de  DNA  mitocondrial  é  um  marcador  ideal  contribuindo 

grandemente para um emprego amplo em várias áreas e em especial em estudos de biologia 

populacional  (Ballard  &  Kreitman,  1995).  O  DNA  mitocondrial  também  têm  sido 

extensamente usado em espécies de Anopheles do subgênero Nyssorhynchus na América do 

Sul (Munstermann & Conn, 1997).

A mitocôndria é uma organela citoplasmática originada provavelmente a partir de uma 

bactéria  aeróbica  de  vida  livre  há  cerca  de  dois  bilhões  de  anos,  com  um  sistema  de 

fosforilação oxidativa que se tornou parte dos organismos eucarióticos através de um evento 

endossimbiótico (Margulis, 1970; Yang et al., 1985). Sua função é fornecer às células energia 

na  forma  de  ATP,  resultante  da  oxidação  de  açúcares  e  ácidos  graxos.  As  mitocôndrias 

possuem  genoma  próprio,  replicação  independente,  mas  sintetizam  somente  parte  das 

proteínas e RNAs necessários à função da organela, enquanto a outra parte é sintetizada por 

genes nucleares (Brown et al., 1979).

O  genoma  mitocondrial  é  muito  diferente  em  insetos,  nematóides  e  vertebrados 

(Anderson et al., 1981; Clary & Wolstenholme, 1985; Wolstenholme et al., 1987). O genoma 

mitocondrial dos animais é uma molécula de DNA circular de fita dupla, pequena e contida 

em múltiplas cópias na mitocôndria. Seu tamanho é relativamente estável, em torno de 1.500 

a 16.500 pares de bases (pb) (Brown, 1981, 1983, 1985; Clarck-Walker, 1985; Moritz, 1987). 
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Sua  organização  inclui  treze  genes  codificadores  de  proteína,  que  representa  90%  deste 

genoma sendo 22 de RNAs de transferência (tRNAs), dois de RNAs ribossômicos (12S e 16S 

rRNA) e uma região  não codificadora  chamada de região controle  ou alça D ou D-loop 

(Brown  et  al.,  1979;  Anderson  et  al.,  1981;  Avise  et  al.,  1986;  Meyer,  1993).  O DNA 

mitocondrial contém seqüências duplicadas e não codificadoras, não possui íntrons e os genes 

são geralmente separados por menos de dez pares de bases (Attardi, 1985; Wolstenholme & 

Clary, 1985; Gray, 1989). É muito usado em estudos populacionais porque possui uma taxa 

de evolução (mutação) de cinco a dez vezes maior (5,7 X 10-8 substituição por sítio por ano) 

do que os genes codificadores de proteínas do DNA nuclear (Brown, 1980; Perler et al., 1980; 

Brown et al., 1982). Esta alta taxa de mutação deve-se a: 1) A exposição do DNA ao fluxo de 

radicais de oxigênio na cadeia respiratória, que tem efeito mutagênico, o que não acontece 

com o DNA nuclear por ser protegido pelas histonas (Cann  et al., 1984; Strachan & Read, 

1996; Li, 1997); 2) A ausência de um mecanismo de reparo, como o encontrado no DNA 

nuclear;  3)  O número  de  replicações,  durante  a  vida  da  célula,  é  muito  maior  no  DNA 

mitocondrial do que no DNA nuclear (Li, 1997). No entanto, tal evolução parece não ser tão 

rápida entre os vários grupos de animais, incluindo os insetos (Zhang & Hewitt, 1997). 

O  DNA  mitocondrial  é  também  muito  utilizado  nos  estudos  genéticos  inter  e 

intraespecíficos devido ao grande número de cópias por célula, seu tamanho pequeno, sua 

organização simples, por não ser recombinante (Avise et al., 1984; Hayashi et al., 1985), por 

sua  suposta  herança  estritamente  materna  (a  mitocôndria  paternal  parece  ser  ativamente 

degradada durante a fertilização.  No entanto,  há registros de herança paterna) e uniclonal 

(Hutchinson  et al.,  1974;  Giles  et al.,  1980; Avise  et al.,  1986;  Avise,  1994).  A herança 

materna gera hipóteses que refletem a filogenia das fêmeas de uma população, sendo útil, por 

exemplo,  no estudo da movimentação de fêmeas em populações naturais  de uma espécie 

(Lasman et al., 1981; Avise et al., 1984). A alta taxa de mutação ainda permite que o DNA 

mitocondrial seja utilizado para inferir relações filogenéticas entre populações ou espécies 

com tempos de divergência relativamente recentes entre milhares e alguns milhões de anos 

(Brown et al., 1979).

I.2.2.1. A região controle

A região controle é também chamada de região D-loop (displacement loop structure) 

ou alça-D em vertebrados, e região rica em A + T nos invertebrados. Possui tal nome porque 

nela estão contidos os sítios de iniciação da replicação da fita pesada (H) e os promotores de 

transcrição das fitas leve e pesada (Brown et al., 1986; Honeycutt & Wheeler, 1990; Strachan 
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& Read, 1996). A região controle tem por função principal a participação na regulação da 

transcrição e controle da replicação do DNA (Clayton, 1982, 1991). 

Além disso, parece ser a região mais variável dos vertebrados e invertebrados (Simon, 

1991),  sendo  uma  fonte  ideal  de  seqüências  de  DNA  para  reconstrução  da  filogenia  de 

espécies relatas como próximas (Taylor et al., 1993). Apesar de que muitas mutações em uma 

escala de tempo podem saturar e mascarar o sinal evolutivo. Nos insetos, a região rica em 

A+T é a principal região não codificadora do genoma mitocondrial apresentando uma alta 

taxa dos nucleotídeos adenina e timina na maioria dos insetos estudados (Zhang & Hewitt, 

1997). 

A  região  controle  tem  contribuído  para  estudos  evolutivos,  devido  às  várias 

características  como:  alta  taxa  dos  nucleotídeos  A e  T,  tamanho  variável,  repetições  em 

tandem de evolução combinada, variação intraespecífica de tamanho, alta taxa de mutação em 

comprimento, taxa de substituição reduzida, pressão mutacional direcionada e conservação 

estrutural (Zhang & Hewitt, 1997).

 Essa região não codificadora do genoma mitocondrial pode variar seu comprimento 

em insetos, como por exemplo, Anopheles gambiae que possui cerca de 520 pb (Beard et al., 

1993)  Anopheles quadrimaculatus 625 pb (Mitchell  et al.,  1993), abelhas da espécie  Apis 
mellifera possui  826  pb  (Crozier  &  Crozier,  1993).  Em  lepidópteros  e  coleópteros 

apresentaram 350 pb e 13.000 pb, respectivamente (Zhang & Hewitt, 1997).

A localização da região controle no genoma mitocondrial é variável e nos vertebrados 

está situada entre os genes do tRNA da prolina e tRNA da fenilalanina, com exceção das aves. 

Nos  invertebrados  a  localização  pontual  da  região  controle  também  é  diversificada 

(Wolstenholme,  1992a).  Nos  insetos,  as  regiões  flanqueadoras  da  região  controle  podem 

apresentar  distinções  nos  diferentes  táxons,  devido  aos  rearranjos  do  tRNA que  ocorrem 

durante a evolução (Zhang & Hewitt, 1997). Nos dípteros, segundo Taylor  et al. (1993), a 

localização da região controle é entre os genes srRNA e o tRNA da isoleucina.  Segundo 

Caccone  et  al.  (1996)  no  mosquito  A.  gambiae esta  região  está  situada  entre  as  regiões 

codificadoras: o tRNA da isoleucina e o 12S.

Sua  taxa  de  evolução  está  entre  duas  a  cinco  vezes  maior  do  que  a  de  genes 

mitocondriais  codificadores  de  proteínas  (Aquadro  & Greenberg,  1983)  e  esta  é  também 

responsável pela variação de tamanho observada no genoma mitocondrial  dos vertebrados 

(Desmore et al., 1985; Harrison et al., 1985). A rápida taxa de evolução da região controle do 

DNA mt faz com que tal região seja utilizada em estudos que buscam resolver as relações de 

espécies consideradas como próximas,  ou seja, dos complexos de espécies.  No entanto,  a 
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noção  de  que  a  região  controle  é  a  região  que  evolui  mais  rapidamente  no  genoma 

mitocondrial, não é sempre verdadeira no grupo dos insetos (Zhang & Hewitt, 1997).

Há exemplos de estudos em lepidopteros do gênero  Jalmenus  (Taylor  et al., 1993), 

onde a região controle apresentou baixa variação em relação aos nucleotídeos e nenhuma 

variação no comprimento. No entanto, em Drosophila sp Lewis et al. (1994) observaram que 

a região controle é hipervariavél tanto em tamanho, quanto na composição nucleotídica da 

sequência. 

Por ser rica em adenina e timina e estar associada com a maior parte da variação no 

genoma  mitocondrial,  tanto  nas  sequências  nucleotídicas,  quanto  no  tamanho  destas 

seqüências, nos insetos em geral, a composição nucleotidica é de mais de 85% de A e T, 

chegando a taxa de 96% em  Apis mellifera  e  Drosophila melanogaster (Zhang & Hewitt, 

1997). Em relação ao tamanho dessa região nos insetos, nota-se que há variação nas diferentes 

espécies, tendo desde lepidópteros com 350 pb (Taylor et al., 1993) a coleópteros do gênero 

Pissodes com 130 Kpb (Boyce  et al., 1989). Pode ocorrer também variação interespecífica, 

como nas espécies de Drosophila yakuba e D. melanogaster que apresentam 1.077 pb e 4.601 

pb,  respectivamente  (Clary-Walker,  1985;  Lewis  et  al.,  1994).  A  variação  em  tamanho 

corresponde  às  inserções  e  deleções  de  poucos  nucleotídeos  ou  pode  também  estar 

relacionada ao número variado de sequências repetitivas (Caccone et al., 1996). Há três tipos 

de  variação  em  tamanho  nesta  região:  a)  inserções/deleções  de  poucos  nucleotídeos 

(Monnerot et al., 1990); b) variação em número de cópias de sequências repetitivas (Monforte 

et al., 1993) e c) variação em comprimento do domínio (Solignac et al., 1986). 

As  sequências  repetitivas  (duplicações)  têm sido  observadas  em várias  ordens  de 

insetos  (Flook  et  al.,  1995).  A  ocorrência  em linhagens  biológicas  distintas  sugere  uma 

evolução convergente em níveis taxonômicos superiores (Zhang et al., 1995). Por exemplo, 

em ortópteros as repetições em  tandem são visualizadas nos grilos  Chorthippus parallelus, 

mas  é  ausente  em  Schistocerca  gregaria.  Situação  semelhante  ocorre  em  dípteros  e 

coleópteros (Boyce et al., 1989). 

Nos vertebrados diferentes espécies revelaram a existência de blocos de seqüências 

conservadas e estrutura secundária associada com as origens de replicação na região controle 

do DNA mitocondrial (Caccone et al., 1996).

Nos  invertebrados  há  poucas  informações  sobre  a  região  controle.  A  sequência 

completa  tem sido registrada  em  A. quadrimaculatus  (Mitchell  et al.,  1993),  A. gambiae 

(Caccone  et al.,  1996),  Drosophila (Monnerot  et al.,  1990),  em grilos da espécie  Gryllus 
firmus (Rand & Harrison, 1989) e em abelhas Apis mellifera (Crozier & Crozier, 1993).
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Estudo realizado em diferentes espécies de Drosophila mostrou que a região rica em A 

+ T está dividida em dois domínios: o primeiro, localizado na região 5’ que é conservado, 

sendo este bastante similar entre as espécies, e o segundo é altamente variável, o qual inclui o 

restante da sequência (Monforte et al., 1993). 

Outra pesquisa foi realizada por Zhang et al. (1995) que analisaram duas espécies de 

ortópteros  S. gregaria e  C. paralellus,  em relação à sequência e a caracterização da região 

controle. Comparações entre as seqüências permitiram a identificação de alguns blocos de 

seqüências conservadas, como também uma estrutura secundária altamente conservada. Além 

disso, verificaram-se que o padrão de evolução da região controle destes insetos é diferente 

das espécies de Drosophila. A estrutura secundária conservada pode ser equivalente à origem 

de replicação, indicando um possível nível de conservação entre os invertebrados. 

Honeycutt & Wheeler (1990) verificaram que, nos primatas, o tamanho da alça-D é 

variável e em gorilas foram observadas deleções em quatro regiões, com uma consequente 

redução, quando comparada à mesma região de 170 pb em humanos. Wang  et al.  (1999) 

analisaram vários indivíduos de golfinho do gênero  Tursiops oriundos da China, mediante 

386 pb da alça D e verificaram que os dois morfotipos simpátricos (Tursiops truncatus e  T. 

aduncus)  eram geneticamente  distintos  com uma divergência  de  aproximadamente  4,4%, 

corroborando,  assim,  com a classificação morfológica  dos  táxons.  Firestone  et  al.  (1999) 

examinaram a estrutura de subdivisões filogeográficas do marsupial  Dasyurus maculatus, a 

fim de determinar unidades evolutivamente significantes e unidades de manejo entre nove 

populações representativas da espécie para contribuir na conservação desse táxon.

Faz-se necessário elucidar a taxonomia existente para os subgêneros Nyssorhynchus e 

Anopheles mediante  o  uso  de  caracteres  moleculares  como  a  região  controle  do  DNA 

mitocondrial, podendo auxiliar na luta para o controle da malária por esclarecer a origem de 

parentesco entre as espécies.
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2.2. OBJETIVO

2.2.1 Geral

Avaliar a condição taxonômica e o grau de estruturação genética interespecífica na 

tentativa  de  propor  uma  hipótese  de  relações  filogenéticas,  mediante  análise  de  DNA 

mitocondrial de sete espécies de  Anopheles dos subgêneros  Nyssorhynchus e  Anopheles  da 

região amazônica.

 2.2.2 Objetivos específicos

- Determinar a composição nucleotídica da região controle das espécies de Anopheles dos 

subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles.
- Identificar  os  sítios  variáveis  nas  seqüências  nucleotídicas  e  estimar  a  diferenciação 

genética interespecífica.

- Determinar os haplótipos das espécies estudadas.

- A  partir  dos  dados  obtidos,  tentar  propor  uma  hipótese  filogenética  das  espécies  de 

Anopheles dos subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles.

- Comparar o polimorfismo enzimático com o do DNA.
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2.3. MATERIAL E MÉTODOS

2.3.1. Procedência das amostras

Foram estudadas sete espécies de Anopheles (A. darlingi, A. rangeli, A. benarrochi, A.  

albitarsis,  A.  triannulatus,  A.  oswaldoi  e A.  mattogrossensis)  pertencentes aos subgêneros 

Nyssorhynchus e Anopheles procedentes de diferentes localidades da Amazônia (Tabela 1).

Tabela  1  –  Táxons  e  locais  de  coleta  das  sete  espécies  de  Anopheles pertencentes  aos 
subgêneros Nyssorhynchus e Anopheles.

Subgêneros Espécies Locais de coleta

Nyssorhynchus A. (N.) oswaldoi Ji Paraná-RO

A. (N.) albitarsis Macapá-AP

A. (N.) triannulatus Pacoval-AP

A. (N.) benarrochi Guayará Mirim-Bolívia e Ji Paraná-RO

A. (N.) rangeli Ji Paraná-RO

A. (N.) darlingi Timbozinho-AM

Anopheles A.  (A.)  
matogrossensis

Janauari-AM

Fêmeas da natureza foram capturadas e  trazidas para o Laboratório  de Vetores da 

Malária do INPA em Manaus e postas para desovar individualmente em copos plásticos. Após 

as oviposições, as fêmeas, ovos e larvas de 4º estádio foram identificados pelas chaves de 

Gorham et al. (1967) e Consoli & Lourenço-de-Oliveira (1994). A metodologia empregada na 

manutenção dos ovos até o adulto foi a usual do laboratório (Santos et al., 1981). Quando as 

larvas atingiam o 4º estádio eram congeladas em freezer -70ºC para posterior análises do 

DNA. A escolha de larvas de 4º estádio deve-se ao fato de em testes preliminares com estas 

larvas, ter-se obtido uma melhor resolução eletroforética, como também maior facilidade de 

maceração, o que resultou na produção de extratos larvais de consistência mais fina.
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Uma parte das larvas restantes foi guardada em freezer a – 70ºC e as demais foram 

mantidas no insectário até a emergência dos adultos para serem depositados na coleção do 

laboratório de Malária. As fêmeas trazidas do campo também foram identificadas e mantidas 

no laboratório.

2.3.2. Análise do DNA genômico

2.3.2.1. Extração do DNA genômico

Neste trabalho a extração de DNA consistiu de uma técnica de obtenção do DNA 

genômico  com qualidade  e  quantidade  suficientes  para  se  fazer  o  procedimento  da  PCR 

(reação em cadeia da polimerase).

Primeiramente  Foram  extraídos  DNA  de  30  indivíduos  para  cada  uma  das  sete 

espécies estudadas, totalizando 240 amostras.  As 240 amostras de DNA extraídas, foram 

quantificadas e realizados vários testes com diferentes diluições para que pudesse ser obtida 

uma  ótima  concentração  de  DNA.  O  melhor  resultado  foi  com  a  diluição  de  1/35  para 

10ng/µl.

A técnica para extração do DNA seguiu o protocolo de Collins  et al. (1987), com 

algumas modificações. Foram realizadas extrações individuais de larvas de 4º estádio, onde 

cada larva foi homogeneizada em 50 µl de tampão de lise – TL (SDS 1%, TRIS-HCl 50mM 

pH 8,0, EDTA 25mM pH 8,0 e NaCl 25mM) com o auxílio de um bastão de acrílico em tubo 

tipo Eppendorf. Em seguida, foram adicionados em cada tubo 100 µl de TL removendo os 

resíduos das  paredes  do tubo e  do bastão.  As amostras foram incubadas  a  65 ºC por  30 

minutos em banho-maria. Posteriormente foram submetidas à centrifugação a 14000 rpm por 

30 segundos e  então foram adicionados 100  µl  de acetato de potássio em cada tubo.  As 

amostras foram misturadas em vortex e mantidas em gelo por 1 hora no refrigerador. Após 1 

hora foram centrifugadas novamente a 14000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram 

transferidos para um novo tubo tipo Eppendorf. Então foram adicionados 2 volumes (500 µl) 

de etanol absoluto gelado e as amostras foram mantidas a -20 ºC por 1 hora (ou “over night”). 

Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos e descartado 

sobrenadante. Adicionou-se ao precipitado 500 µl de etanol 70% a 4ºC e centrifugou-se a 

14000 rpm por 10 minutos. Foi retirado novamente o sobrenadante e secado o precipitado em 

fluxo laminar. Após a evaporação do etanol, os precipitados foram ressuspendidos em 15 µl 

de água milli-q autoclada e estocados a -20 ºC para posterior quantificação.
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2.3.2.2. Quantificação do DNA genômico

Após a extração do DNA foi  realizada a  quantificação para verificar a pureza das 

amostras de DNA, pois normalmente as bases aminadas encontradas nos ácidos nucléicos são 

cromóforos muito fortes que permitem uma rápida e eficiente quantificação desses polímeros 

em solução. As quatro bases encontradas no DNA absorvem entre 250 a 270 nm, de forma 

que é observado um pico em torno de 260 nm em DNA de alta massa molecular (Azevedo et 
al., 2003).

Na quantificação foram realizados em espectrofotômetro (Gene Quant Pro/Pharmacia) 

os seguintes procedimentos:  Primeiramente a cubeta do espectrofotômetro foi  lavada com 

água  milli-q  autoclavada.  Em  seguida,  foram  pipetados  na  cubeta  68µl  de  água  milliq 

autoclavada e 2µl do DNA (fator de dilução 35) e então foram realizadas as leituras. Para o 

sequenciamento do DNA a concentração considerada ótima foi entre 200 a 600 ng/µl e uma 

razão de 1.900, seguindo o procedimento de Caccone et al. (1996).

Após as quantificações as amostras foram diluídas em água milli-q autoclavada para 

obtenção de amostras com uma concentração final de 10ng/µl de solução. Posteriormente, 

tanto as amostras diluídas quanto o estoque foram estocados em freezer a –20ºC para que 

então o DNA fosse amplificado via PCR.

2.3.2.3. Amplificação da região controle do DNA mitocondrial pela PCR

A PCR é uma técnica baseada em uma reação de replicação in vitro que consiste em 

uma polimerização em cadeia, na qual se obtém o enriquecimento de um fragmento específico 

de DNA por meio de sua duplicação em modo exponencial (Azevedo et al., 2003).

No presente trabalho, foram feitas amplificações de 30 amostras para cada uma das 

sete espécies de Anopheles estudadas. A reação de amplificação da região controle do DNA 

mitocondrial de cada indivíduo foi realizada mediante o protocolo descrito por Caccone et al. 

(1996) com algumas modificações. Foram utilizadas as amostras diluídas do DNA genômico 

em tubo tipo eppendorf de 0,2 mL com a seguinte composição:

• 18,08 µl de água Milli-q autoclavada

• 5,0 µl de tampão 10X

• 1,67 µl de cloreto de magnésio 50 mM
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• 5,0 µl de dNTPs 2,5 mM

• 5,0 µl do primer DMP5 

• 5,0 µl do primer DM57 

• 0,25 µl de Taq DNA polimerase à 5U/µl

• 10,0 µl do DNA genômico a 10-100ng/µl

Os  cincos  “primers  ou  iniciadores”  utilizados  inicialmente  foram os  descritos  por 

Caccone et al. (1996) para A. gambiae: 

DMP5: 5’- TAGGGTATCTAATCCTAG – 3’  (forward), 

DM57: 5’- CATGATTTACCCTATC – 3’  (reverse) 

e os primers internos:

 5’-AAATAAAGTATACTTCTTTC-3’, 

5’-GGGGTAATTTTTGAAAGAAGTATAC-3’

5’-CCATATAGTCTTATATTTGA-3’. 

No entanto, na tentativa de obter melhores resultados foi desenhado um outro primer 

interno pelo programa descrito por Xia (2000), cuja sequência foi 5’- CTA GAA TAA AAT 

AAT ATT AA – 3’.

O  volume  total  da  reação  foi  de  50  µl.  O  tubo  tipo  eppendorf  foi  levado  ao 

termociclador (marca Eppendorf), programado para realizar 30 ciclos com o seguinte perfil de 

temperatura: 25 segundos a 94 °C, para a desnaturação das fitas complementares do DNA, um 

minuto a 55 °C (temperatura média de anelamento, pois houve variação entre as espécies 

estudadas), para anelamento dos iniciadores (primers) complementares à região estudada e 

um minuto e dez segundos a 72 °C, para a etapa de extensão dos segmentos amplificados de 

DNA. O processo de amplificação foi de 2 horas e 30 min.

Após inúmeras tentativas de otimização das condições de amplificação da região do 

DNA mitocondrial, foram utilizadas temperaturas de anelamento dos iniciadores que variaram 

de 50 a 60 ºC para as sete espécies estudadas. A temperatura ideal encontrada foi 55 ºC para 

sete  espécies,  as  quais  foram  selecionadas  devido  a  melhor  qualidade  dos  produtos 

amplificados  as  seguintes  espécies  para  o  sequenciamento: A.  oswaldoi,  A.  darlingi,  A.  
albitarsis,  A.  rangeli,  A.benarrochi,  A.triannulatus,  A.  matogrossensis,  A.  intermedius,  A.  

deaneorum, A. nuneztovari e A. braziliensis. No entanto, os produtos amplificados para A.  
intermedius, A. deaneorum, A. nuneztovari  e A. braziliensis apresentaram fracos em gel de 

agarose a 0,8%.
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Após  a  reação,  os  produtos  amplificados  foram  corados  com  brometo  de  etídio 

(5ng/µl),  fracionados  em  gel  de  agarose  a  0,8%  e  fotografados  num  aparelho  de 

fotodocumentação de gel  sob luz  ultravioleta,  modelo Eagle Eye II,  marca Stratagene.  A 

eficiência da amplificação foi verificada mediante a aplicação de 10µl do produto amplificado 

de cada reação e 3µl de azul de bromofenol no gel, cuja concentração foi referida acima, e 

marcador molecular conhecido (LAMBDA DNA digerido com HAE III – peso das bandas – 

1353,  1078,  872,  603,  310,  281,  271,  234  e  194  pb)  por  40  min,  94  mA  e  70V.  Por 

comparação  com  o  marcador,  foi  determinado  se  o  tamanho  do  fragmento  amplificado 

corresponde ao desejado, que foi de 300 pb usando os primers DMP5 e DMP57. 

Vale  ressaltar  que  foram  realizadas  tentativas  de  extrações,  amplificações  e 

sequenciamento  para  as  espécies:  A.  deaneorum,  A.nuneztovari,  A.  intermedius  e A.  
braziliensis.

2.3.2.4. Purificação do produto amplificado via PCR

A purificação consiste na eliminação dos vários produtos não incorporados na reação 

de amplificação como: DNA nuclear, iniciadores, nucleotídeos, sais e outras moléculas de 

peso  molecular  baixo,  com a  finalidade  de  obter  somente  o  DNA,  pois  os  produtos  não 

incorporados,  principalmente,  os  iniciadores  podem  causar  interferências  na  reação  de 

sequenciamento de DNA. Para cada produto das reações de PCR foi utilizado para purificação 

o kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as especificações do fabricante. 

Sendo assim, foi adotado o seguinte procedimento: primeiramente foi adicionado 100 µl do 

tampão de purificação (TE) a cada amostra contendo 25 µl do produto amplificado via PCR. 

Tal solução foi ressuspendida e colocada com auxilio de uma pipeta em um tubo acoplado a 

uma coluna. As amostras foram centrifugadas por 40 segundos a 14.000 rpm. Em seguida, foi 

pipetado 300 microlitros de tampão (PE) na coluna de purificação, de modo a não tocar na 

membrana existente nessa coluna, e logo após, as amostras foram mantidas em repouso por 2 

minutos.  As amostras  foram centrifugadas  por  60 segundos a  14.000 rpm e a  coluna foi 

transportada para um tubo tipo Eppendorf, sendo adicionados 30 1l do tampão (EB) no centro 

da membrana da coluna, cujas amostras permaneceram novamente em repouso por 2 minutos. 

Em seguida, foram centrifugadas por 30 segundos a 14.000 rpm. Subseqüentemente, o DNA 

foi armazenado em tubo tipo Eppendorf, no freezer a –20 °C.
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Para  se  obter  a  concentração  estimada  do  DNA  purificado  para  a  reação  de 

sequenciamento,  5µl  desse  DNA,  juntamente  com  3µl  de  azul  de  bromofenol  foram 

submetidos a migração em gel de agarose 0,8%, por 40 min, a 94 mA e 70V. Foi utilizado 

para revelação dos produtos purificados o brometo de etídio (5ng/1L), onde o gel de agarose 

foi  mantido  por  10  min.  Em  seguida,  os  géis  foram  fotografados  num  aparelho  de 

fotodocumentação de gel sob luz ultravioleta, modelo Eagle Eye II, marca Stratagene.

2.3.2.5. Reação de sequenciamento e precipitação do produto da reação de seqüência

A reação de seqüência foi realizada mediante uma segunda PCR, na qual o volume 

final de cada reação foi obtido, adicionando a um tubo tipo Eppendorf 5,5 µl de água milli-q, 

2,0 µl de tampão (200 mM TRIS base pH 9; 5 mM de cloreto de magnésio, água milli-q 

autoclavada), 0,5µl do primer L (leve) ou H (pesado) utilizado anteriormente na amplificação 

do  fragmento,  1µl  da  solução  de  sequenciamento  Big  Dye  terminator e  1µl  do  DNA 

purificado (entre 30-90 ng/µl). O tubo de 0,2 ml com todos os reagentes e totalizando 10µl de 

reação foi levado ao termociclador por 25 ciclos com o seguinte perfil de temperatura: 30 

segundos à  96 °C para  desnaturar  as fitas  complementares,  15 segundos à  50 °C para o 

anelamento do primer e 3 minutos à 60 °C para a extensão da região a ser seqüenciada.

Após o término do PCR de sequenciamento, o produto foi transferido para tubo de 0,6 

ml e em seguida foram adicionados 72µl µl de isopropanol  75%. O tubo foi brevemente 

agitado e mantido em temperatura ambiente por 20 minutos, sendo centrifugado a 14000 rpm 

por 25 minutos. O sobrenadante foi aspirado e descartado e o “pellet” (DNA purificado), foi 

lavado com 250 µl de etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm em temperatura 

ambiente. Os tubos foram então colocados em estufa a 37 °C por 10 minutos para eliminar o 

excesso de álcool e as amostras ficassem secas.

Antes  de  ser  inoculado  no  seqüenciador  automático,  o  DNA  genômico  foi 

ressuspendido  com 4µl  de  tampão (formamida  deionizada  e  EDTA 25 mM pH 8,0  com 

dextran azul a 50 mg/mL) e colocado no termociclador por 4 minutos a 94 °C, para que as 

fitas  complementares  sejam  desnaturadas.  Em  seguida,  as  amostras  foram  retiradas  do 

termociclador e colocadas em gelo até o momento da aplicação no seqüenciador automático.

Para o sequenciamento do DNA foi usado o método descrito por Sanger et al. (1977). 

O DNA foi então submetido a uma eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 5% no 
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sequenciador  automático,  a  eletroforese  foi  realizada  no  sequenciador  automático  modelo 

ABI 377 da Applied Biosystems Inc, com a utilização do kit de sequenciamento  Big dye 

(Perkin  Elmer)  e  as  seguintes  etapas:  reação  de  sequenciamento  com  adição  de 

didesoxinucleotídeos  (ddGTP,  ddATP,  ddTTP,  ddCTP)  marcados  com  corantes  tipo 

rodamina. Houve uma pré-corrida, com o aquecimento da placa, e corrida eletroforética de 

3,5 horas a 2.400 V.

As  sequências  foram  automaticamente  armazenadas  no  computador  Macintosh 
acoplado ao ABI 377.  Ao final  da eletroforese o gel  foi  analisado para a  verificação do 

traking automático e quando necessário fez-se a análise manual para a geração das sequências 

definitivas.  Tais  sequências  foram  transferidas  para  o  computador  para  serem  editadas, 

alinhadas e armazenadas em banco de dados. 

Cada amostra de DNA foi sequenciada primeiramente no sentido 5’ para 3’ das fitas 

complementares em cinco etapas,  utilizando os primers DMP5, DMP57 e os três primers 

internos.  No  entanto,  compilando  as  sequências  obtidas,  não  foi  possível  obter  a  região 

controle  completa  das  sete  espécies estudadas.  Sendo assim, foram obtidos sequências de 

qualidade  para  análise  somente  após  a  utilização  do  primer  DMP5  resultando  em  um 

fragmento  de  300  pb  para  as  sete  espécies  pertencentes  ao  subgênero  Nyssorhynchus  e 
Anopheles. Posteriormente foi desenhado um primer interno baseado no banco das sequências 

selecionadas obtidas com o primer DMP5, o que contribuiu para um aumento de 60 pb do 

fragmento.  Tal  procedimento de sintetização de um novo primer  interno foi  realizado no 

sentido  de  tentar  aumentar  a  possibilidade  de  encontrar  diferenças  nucleotídicas  entre  as 

espécies estudadas. 

As  seqüências  da  região  controle  do  DNA  mitocondrial  de  A.  gambiae  e A.  
quadrimaculatus foram  retiradas  do  Genbank pelo  acesso:  NC_002084 e  U35793, 

respecticamente, sendo estas utilizadas como grupo externo, juntamente com as sequências de 

A. mattogrossensis obtidas no presente trabalho. 

No  caso  de  A.  rangeli  e A.  benarrochi,  devido  às  ambigüidades  no  primeiro 

sequenciamento foi amplificado novamente o DNA dos mesmos indivíduos e a seqüência foi 

então determinada. Também foram feitas tentativas para a realização do sequenciamento das 

espécies  A. deaneorum, A.  intermedius,  A.  braziliensis  e A.  nuneztovari.  No entanto,  não 

foram obtidas seqüências de boa qualidade para serem analisadas. 

86



2.3.3. Edição e Análises estatísticas das seqüências nucleotídicas

As seqüências geradas para as espécies: A.  oswaldoi,  A.  darlingi,  A.  albitarsis,  A.  
rangeli, A. benarrochi, A. triannulatus e A. matogrossensis foram alinhadas primeiramente a 

olho nu, devido à alta similaridade apresentada pelas seqüências e em seguida foi realizado 

um alinhamento  mediante  o  programa Clustal  X (Thompson  et  al.,  1997),  com algumas 

modificações feitas com o Bioedit (Hall, 1999). Durante o alinhamento houve necessidade de 

introduzir  indels ou  gaps para  obter  o  alinhamento  das  seqüências.  Os  indels foram 

codificados como presença/ausência de caracteres, com o mesmo estado dado para a deleção 

de igual comprimento. 

Após o alinhamento das seqüências, formou-se um banco de dados (duas seqüências 

de cada espécie foram selecionadas) e então foi testado por meio do programa DAMBE (Xia 

& Xie, 2001) para verificar a presença ou não de saturações, indicando assim, a qualidade da 

informação filogenética. A presença ou ausência de saturações foi observada por um gráfico 

após  a  plotagem do número  de  transição  e  tranversão  versus  a  distância  genética,  sendo 

detectada uma sobreposição dos dados (Figura 3). 

Para observação do sinal filogenético foi utilizado o teste de permutação (PTP), o qual 

está incluido no programa PAUP versão 4.0b10 (Swofford, 1999).

Foi utilizado também o programa Modeltest versão 3.06 (Posada & Crandall, 1998), 

que selecionou mediante os 56 modelos de substituição nucleotídica existentes, o que melhor 

representava os dados da matriz, os resultados foram incorporados pelo PAUP versão 4.0b10 

(Swofford,  1999).  Para o  cálculo da matriz  de distância e  máxima parcimônia com 1000 

bootstraps.  A significância dos agrupamentos foi  estimada pela análise de bootstrap, que 

verifica a robustez das hipóteses filogenéticas (Felsenstein, 1985). 

2.3.3.1.  Método  baseado  em  caracteres:  Máxima  Parcimônia  (MP)  e  Máxima 

verossimilhança (MV).

O  método  de  máxima  parcimônia  é  baseado  na  suposição  de  que  a  árvore  mais 

provável é a que requer o menor número de mudanças (passos) para explicar toda a variação 

observada na matriz de caracteres. Tal método é fundamentado no princípio da homologia, ou 

seja, se dois táxons compartilham uma característica é porque essa foi  herdada do último 

ancestral comum a ambos (Schneider, 2003). 
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O programa DAMBE (Xia & Xie, 2001) mostrou resultados que permitiram afirmar 

que tanto as transições quanto as tranversões mostraram indícios de saturação em relação ao 

tempo de divergência. Foram atribuídos pesos iguais para as transições e transversões em 

relação ao número de passos nas análises filogenéticas. 

As opções de parcimônia e verossimilhança foram definidas no PAUP versão 4.0b10, 

sendo que os caracteres são tratados como não ordenados, os caracteres multiestados foram 

analisados  como incertos.  As  árvores  mais  parcimoniosas  foram geradas  pelo  método de 

busca  heurística,  devido  ao  elevado número  de  táxons,  pois  a  busca  heurística  avalia  as 

possibilidades de árvores, escolhendo caminhos que contêm a árvore de menor escore. Os 

táxons foram adicionados com 1000 réplicas para cada busca e a permutação de ramos foi 

conduzida por divisão de clados nas árvores. 

Quando as árvores foram geradas realizou-se um consenso, cuja árvore final mostra os 

grupos  que  aparecem em mais  de  50% das  árvores  mais  parcimoniosas.  Neste  caso,  foi 

determinado o seguinte parâmetro: índice de consistência (CI), que mostra indiretamente o 

número de vezes que um caráter sofre mudanças em uma topologia, comprimento em número 

de  passos  (L)  e  o  índice  de  retenção  (RI),  que  reflete  de  forma  indireta  a  proporção  de 

sinapomorfias. 

2.3.3.2. Método baseado em distâncias: Evolução mínima e Agrupamento de Vizinhos.

Para calcular as distâncias genéticas foi utilizado o modelo de evolução que mostra 

como  as  diferenças  entre  as  sequências  nucleotídicas  vão  se  acumulando.  A  partir  de 

comparações entre as sequências é possível estimar indiretamente o quanto dois fragmentos 

são distantes geneticamente. Portanto, é definido para cada par de táxons um valor que mostra 

uma distância evolutiva, onde valores elevados significam distâncias maiores ou um maior 

tempo de separação desde um ancestral comum (Meyer,1993). 

A matriz de distância foi gerada com a correção do modelo HKY 85 (Hasegawa  et 
al.,1985) selecionado pelo programa Modeltest 3.06 (Posada & Crandall, 1998), adicionando 

o fator Theta, para a proporção de sitios polimórficos. Mediante a matriz de distâncias obtidas 

foi estimado uma topologia para os táxons estudados utilizando o método de agrupamento de 

vizinhos (NJ) disponível no PAUP versão 4.0b10. As distâncias foram calculadas entre as 

espécies.  Nas  análises  de  parcimônia  e  distância  foram  incluídas  as  espécies  A. 

mattogrossensis, A. gambiae e A. quadrimaculatus como grupo externo. 
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2.4 .RESULTADOS

2.4.1. Seqüências nucleotídica do gene 12S e da região controle do DNA mitocondrial

Foram obtidas seqüências parciais da região controle do DNA mitocondrial de 210 

indivíduos pertencentes a A. oswaldoi, A. darlingi, A. albitarsis, A. rangeli, A. benarrochi e 

A. triannulatus do subgênero Nyssorhynchus e A. matogrossensis do subgênero Anopheles, as 

quais foram selecionadas mediante a qualidade das amplificações. As seqüências obtidas do 

produto  de  PCR  variaram  entre  311  a  557  pb.  A  Figura  1  mostra  as  37  sequências 

representativas de cada uma das sete espécies analisadas sendo que 170 pb pertencem ao gene 

12S, e 211 pb são da região controle do DNA mitocondrial. Destas 37 sequências 15 foram 

selecionadas entre as sete espécies para as análises filogenéticas. As análises das seqüências 

mostraram 292 sítios conservados,  dos 381 sítios analisados,  e 26 foram variáveis,  sendo 

ainda 63 destes, informativos para parcimônia. 

2.4.2. Composição nucleotidica

A composição nucleotídica das sete espécies de Anopheles foi baseada em um banco 

de  dados formado por  trinta  e  sete  seqüências  selecionadas,  que  apresentaram a  seguinte 

proporção média das bases nitrogenadas: 48,4% de adenina (A), 40,2% de timina (T), 7,9% 

de  citosina  (C)  e  3,9%  de  guanina  (G)  (Figura  2  e  Tabela  2).  Verifica-se  nesta  tabela, 

percentagens mais elevadas das bases adenina e timina em todas espécies analisadas. A maior 

percentual  de  adenina  foi  encontrada  em  A.  albitarsis,  do  subgênero  Nyssorhynchus. 

Enquanto  que,  a  menor  percentagem desta  base  foi  detectada  em  A.  mattogrossensis do 

subgênero Anopheles, espécie considerada não vetora. Em relação à base timina, a maior % 

foi verificada em A. darlingi, o principal vetor da malária humana no Brasil e menor em A. 

benarrochi de  Ji  Paraná,  ambas  do  subgênero  Nyssorhynchus.  Para  as  bases  pirimídicas 

(citosina e guanina) os valores mais elevados foram observados em A. mattogrossensis. 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
110        120        130        140        150

H1440-OSW   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
471-OSW   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
474-OSW   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
476-OSW   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
477-OSW   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
450-OSW   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H2351-DAR   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H3352-DART  -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H4353-DART  -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
354-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
355-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
361-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
362-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
363-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
365-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
357-DART  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
369-DARG  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
359-DARG  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
364-DARG  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
603-DARG  -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H5345-ALB   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
341-ALB   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H6494-RAN   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H7495-RAN   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H8481-RAN   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H9485-RAN   -----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H10321-TR -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H11311-TRI ------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
313-TRI   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
332-TRI   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
333-TRI   -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H12516-BENJI ----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
328-BENJI -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H13291-BENBO ----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H14292-BENBO ----AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
244-BENBO -------AAA TAA-ATTTAA AAATTTCACC TAATAAAT-T TATAAAT-AT 
H15552-MAT ---AATAAG TAA-ATTTAA AAATTTGACC TAATA-AATT TATGTAT-AT 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
160        170        180        190        200

440-OSW   -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
471-OSW   -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
474-OSW   -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
476-OSW   -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
477-OSW   -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
450-OSW   -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
351-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
352-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
353-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
354-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
355-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
361-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
362-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
363-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
365-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
357-DART  -----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
369-DARG   ----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
359-DARG   ----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
364-DARG   ----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
603-DARG   ----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
345-ALB    ----ATTAAA TAAATACAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
341-ALB    ----ATTAAA TAAATACAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
494-RAN    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
495-RAN    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
481-RAN    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
485-RAN    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
321-TRI    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
311-TRI    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
313-TRI    ----TTTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
332-TRI    ----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
333-TRI    ----ATTAAA TAAATATAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
516-BENJI  ----ATTAAA TAAATGTAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
328-BENJI  ----ATTAAA TAAATGTAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
291-BENBO  ----ATTAAA TAAATGTAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
292-BENBO  ----ATTAAA TAAATGTAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
244-BENBO  ----ATTAAA TAAATGTAA- TTTAACTAA- TACTAAAAAT TTTT-ATTTG 
552-MAT    ----ATTAAT AAAACCAAT- -TTAACTAA- CACTAAAAAT TTGTTATTTG 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
210        220        230        240        250

        
440-OSW    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
471-OSW    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
474-OSW    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
476-OSW    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
477-OSW    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
450-OSW    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
351-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
352-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
353-DART   CA--TCATTT G--ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
354-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
355-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
361-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
362-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
363-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
365-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
357-DART   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
369-DARG   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
359-DARG   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
364-DARG   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCCGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
603-DARG   CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
345-ALB    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
341-ALB    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
494-RAN    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
495-RAN    CA--TCATT- GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
481-RAN    AA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
485-RAN    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
321-TRI    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
311-TRI    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
313-TRI    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
332-TRI    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
333-TRI    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
516-BENJI  CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
328-BENJI  CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
291-BENBO  CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
292-BENBO  CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
244-BENBO  CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG-----C ACAA-ATTTT 
552-MAT    CA--TCATTT GT-ATAACC- --GCAGTAGC -TGG----CA CAAATT-TTA 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
260        270        280        290        300

440-OSW      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
471-OSW      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
474-OSW      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
476-OSW      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
477-OSW      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
450-OSW      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
351-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
352-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
353-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
354-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
355-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
361-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
362-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
363-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
365-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
357-DART     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
369-DARG     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
359-DARG     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
364-DARG     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
603-DARG     AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
345-ALB      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
341-ALB      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
494-RAN      AC--CAATAC TACAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
495-RAN      AC--CAATAC TACAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
481-RAN      AC--CAATAC TACAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
485-RAN      AC--CAATAC TAAAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
321-TRI      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
311-TRI      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
313-TRI      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
332-TRI      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
333-TRI      AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
516-BENJI    AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
328-BENJI    AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT A--CAAAATT TC-TTTTATA 
291-BENBO    AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
292-BENBO    AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT T--CAAAATT TC-TTTTATA 
244-BENBO    AC--CAATAC TATAT-ATTA TT-ACTA-AT G--CAAAATT TC-TTTTATA 
552-MAT      C--CAATACT ATAT-ATTAT T-ATTA-ATT C-AAAA-TTT C-TTTTATAA 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
310        320        330        340        350

440-OSW       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
471-OSW       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
474-OSW       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
476-OSW       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
477-OSW       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
450-OSW       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
351-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
352-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
353-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
354-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
355-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
361-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- AATA-ATT-A TTT--ATTTT 
362-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
363-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
365-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
357-DART      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
369-DARG      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
359-DARG      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
364-DARG      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GG-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
603-DARG      ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
345-ALB       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
341-ALB       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAAAT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
494-RAN       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
495-RAN       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
481-RAN       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
485-RAN       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
321-TRI       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
311-TRI       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
313-TRI       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
332-TRI       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
333-TRI       ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
516-BENJI     ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
328-BENJI     ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTC--ATTTT 
291-BENBO     ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
292-BENBO     ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
244-BENBO     ATTAATAT-T AATT-ACTGC GA-ATAATT- TATA-ATT-A TTT--ATTTT 
552-MAT       TTAATAT-TA ATT-ACTGCG A-ATAAAA-T AAA-ATTTAT TA--ATTTTT 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
360        370        380        390        400

        
440-OSW       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
471-OSW       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
474-OSW       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
476-OSW       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
477-OSW       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
450-OSW       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TG-AAATA-- 
351-DART      TAAAA-T-TA ATAAAAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
352-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
353-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
354-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
355-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
361-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
362-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TT-AAATA-- 
363-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
365-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
357-DART      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
369-DARG      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
359-DARG      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
364-DARG      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
603-DARG      TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
345-ALB       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
341-ALB       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT TACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
494-RAN       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
495-RAN       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
481-RAN       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
485-RAN       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
321-TRI       TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
311-TRI       TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
313-TRI       TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
332-TRI       TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
333-TRI       TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TG-AAATA-- 
516-BENJI     TAAAA-T-TA ATAAAAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
328-BENJI     TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CATACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
291-BENBO     TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CTCACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
292-BENBO     TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CTCACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
244-BENBO     TAAAA-T-TA ATAATAT-TT CTCACAAAAA T--TTACATG TA-AAATA-- 
552-MAT       TAAAA-T-TA ATAATAA-TT CACACATAAA T--TTACATG TG-AAATA--

FIGURA  1  –  Alinhamento  nucleotídico  do  gene  12S  e  da  região  controle  do  DNA 

mitocondrial  em  A.  darlingi,  A.  benarrochi,  A.  oswaldoi,  A.  nuneztovari,  A.  rangeli,  A.  
albitarsis e A. mattogrossensis da região amazônica. (A = adenina, T = timina, C = citosina, G 

= guanina). Os primeiros 170 pb pertencem ao gene 12S. Os três números iniciais indicam o código utilizado 

para as desovas das larvas de 4º estádio. OSW: A. oswaldoi, DAR: A.  darlingi, ALB: A.  albitarsis, RAN: A. 

rangeli, TRI. A.  triannulatus, BEN: A. benarrochi, MAT: A.  mattogrossensis. JI - Ji-Paraná/RO, BO - Bolívia. 

G. Guajará, T-Timbozinho. H1 a H15: são os haplótipos escolhidos para as análises filogenéticas.
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Figura  2  –  Histograma  da  composição  nucleotídica  (%)  da  região  controle  do  DNA 
mitocondrial das populações de  Anopheles dos subgêneros  Nyssorhynchus  e  Anopheles.  1- 
A.(N) oswaldoi; 2 -  A. (N)  darlingi  (Timbozinho-AM);  3  –  A. (N) albitarsis;  4  – A. (N) 
rangeli; 5 –  A. (N) triannulatus;  6 –  A. (N) benarrochi (Bolívia);7–  A. (N) benarrochi (Ji 
Paraná-RO); 8 – A.(A) mattogrossensis. 
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Tabela  2  - Composição  nucleotídica  média  da  região  controle  do  DNA mitocondrial  de 
populações de  Anopheles dos subgêneros  Nyssorhynchus e  Anopheles da região amazônica. 
(A = adenina, T = timina, C = citosina, G = guanina).  B = Bolívia, JP = Ji Paraná/RO. * 
espécies retiradas do Genbank. 

Populações T C A G

A. (N.) oswaldoi 40,1 8,0 48,4 3,5

A. (N.) darlingi 41,2 7,5 48,2 3,0

A. (N.) albitarsis 39,0 8,3 49,5 3,2

A. (N.) rangeli 40,9 7,2 48,4 3,5

A. (N.) triannulatus 41,1 7,5 48,4 3,0

A. (N.) benarrochi (B) 40,2 7,5 48,8 3,5

A. (N.) benarrochi (JP) 40,9 7,5 48,1 3,5

A. (A.) mattogrossensis 38,2 9,4 47,6 4,8

Média das populações estudadas          40,2       7,9    48,4 3,9

A. (C.) gambiae* 39,1 7,8 50,3 2,9

A. (A.) quadrimaculatus* 40,2 7,7 48,7 3,4
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2.4.3. Qualidade da informação filogenética

A verificação da capacidade informativa dos dados foi analisada por meio dos testes 

de Hasegawa et al. (1985), PTP e G1. Primeiramente, o gráfico (Figura 3) mostra a distância 

genética (p) não corrigida em relação às substituições (transições e  transversões) entre as 

espécies de  Anopheles, favorecendo as substituições por tranversões,  numa taxa média de 

transição/tranversão (ts/tv) de 0,4643, indicando que houve saturação das bases, uma vez que 

a  reta  da  transição  apresentou  tendência  de  inclinação.   Quando as  seqüências  do  grupo 

externo foram incluídas na análise, o gráfico mostrou um maior nível de saturação dos dados. 

Tal teste foi realizado pelo programa DAMBE. Estes resultados, provalvemente, indicam que 

o  fragmento  da  região  controle  deixou de  possui  um bom sinal  filogenético  e,  portanto, 

influenciaram nos menores valores de bootstrap apresentados nos cladogramas (Figuras de 7 

a 10). A saturação neste caso pode ser explicada pela elevada quantidade de adenina e timina 

na região controle, como também o tamanho do fragmento obtido. Para minimizar o nível de 

saturações  foram atribuídos  segundo  Larson  (1994)  esquemas  de  pesos  distintos  para  as 

transições  e  transversões  nas  diferentes  categorias  de  caracteres  hipotetizados  por  conter 

diferentes níveis de informações filogenéticas  versus o ruído. No entanto, após tais análises 

ainda foi observado a presença de saturação.

O PTP indicou a presença de baixo sinal filogenético, tendo sido obtida uma diferença 

não significativa  entre  os  escores  da  árvore mais  parcimoniosa,  e  os  escores  das  árvores 

geradas ao acaso (Figura 4). O teste G1 executado com 100.000 de pseudoréplicas gerou um 

gráfico de distribuição relativamente simétrico (Figura 5), demonstrando assim haver ainda 

pouco sinal filogenético nestes dados.  
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Figura  3  -  Gráfico  de  saturação  de  bases  das  espécies  de  Anopheles dos  subgêneros 
Nyssorhynchus e Anopheles,  mostrando a relação entre o número de transições (em azul) e 
transversões (em verde) e a distância genética, segundo o modelo Hasegawa et al. (1985) para 
as seqüências da região controle do DNA mitocondrial. 
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Figura 4 - Gráfico representativo do teste de Permutação (PTP) para as sequências da região 

controle do DNA mitocondrial. A seta aponta o escore da árvore mais parcimoniosa, estando 

a mesma posicionada fora da curva de escore de árvores formadas ao acaso.

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

2000

0 50 100 150 200 250 300

Escores

Fr
eq

uê
nc

ia

167
↓

100



Figura 5 - Gráfico do teste G1 para o banco de dados de seqüências da região controle do 

DNA mitocondrial, mostrando a simetria da curva de distribuição dos escores. 
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2.4.4. Modelo evolucionário

Para  a  escolha  do  melhor  modelo  evolucionário  para  análise  de  máxima 

verossimilhança foi utilizado o programa Modeltest, o qual selecionou o modelo HKY85+G 

proposto por Hasegawa  et al. (1985), assumindo taxas diferentes de substituição e com as 

correções para o parâmetro gama e análise dos sítios invariáveis.  A comparação entre  os 

diferentes modelos se deu através da estatística LTR (log-likelihood ratio), utilizando uma 

distribuição qui-quadrado para verificar a significância de um modelo em relação ao outro 

(Schneider, 2003). 

2.4.5. Divergência nucleotidica

  O alinhamento das seqüências nucleotidicas da região controle do DNA mitocondrial, 

foi  utilizado  para  gerar,  através  de  parâmetros  do  Modeltest,  uma  matriz  de  divergência 

genética. A matriz apresentada na Figura 6 mostra os valores de divergência observada entre 

os  haplótipos  analisados,  utilizando  o  modelo  evolucionário  HKY85+G pelo  programa 

Modeltest. A construção desta matriz baseou-se em uma simulação de como as diferenças 

nucleotidicas se acumulam a partir da separação entre as espécies. 

Os valores de divergência nucleotídicas encontrados variaram de 0,6 a 44,2%, com 

menor distância entre A. rangeli e A. oswaldoi (D = 0,025%) e maior entre A. triannulatus e 

A. gambiae (D = 0,442%). A divergência nucleotídica interpopulacional observada dentro de 

A. benarrochi foi 0,06%.  Quando se comparou a distância nucleotídica entre os subgêneros 

Nyssorhynchus,  Anopheles  e  Cellia,  verificou-se  maior  distância  entre  A.  gambiae  e A.  
mattogrossensis (D = 0,519) e menor entre A. quadrimaculatus e A. gambiae (D = 0,186).
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1-A. oswaldoi H1
2- A. darlingi H2 0.086
3- A. darlingi H3 0.080 0.003
4- A. darlingi H4 0.086 0.006 0.003
5- A. albitarsis H5 0.064 0.100 0.093 0.100
6- A. rangeli H6 0.028 0.082 0.076 0.082 0.053
7- A. rangeli H7 0.025 0.076 0.070 0.076 0.048 0.003
8- A. rangeli H8 0.028 0.080 0.075 0.080 0.052 0.003 0.003
9- A. rangeli H9 0.035 0.100 0.093 0.100 0.068 0.012 0.012 0.009
10- A. triannulatus H10 0.157 0.115 0.108 0.115 0.133 0.128 0.120 0.126 0.151
11- A. triannulatus H11 0.149 0.108 0.101 0.108 0.125 0.136 0.128 0.134 0.161 0.003
12- A. benarrochi/Bo H12 0.052 0.103 0.097 0.103 0.078 0.044 0.040 0.043 0.058 0.116 0.108
13- A. benarrochi/Bo H13 0.052 0.111 0.104 0.111 0.067 0.044 0.040 0.044 0.058 0.102 0.095 0.003
14- A. benarrochi/JI H14 0.062 0.103 0.096 0.103 0.078 0.053 0.049 0.053 0.068 0.116 0.108 0.006 0.009
15- A. matogrossensis H15 0.387 0.308 0.292 0.307 0.308 0.350 0.333 0.345 0.389 0.343 0.327 0.302 0.319 0.302
16- A. gambiae H16 0.259 0.357 0.340 0.357 0.235 0.272 0.258 0.268 0.314 0.442 0.421 0.286 0.288 0.317 0.519
17- A. quadrimaculatus H17 0.279 0.346 0.329 0.346 0.253 0.279 0.265 0.274 0.321 0.419 0.399 0.230 0.244 0.255 0.326 0.186

Figura 6 – Matriz de distâncias genéticas para os 381pb do fragmento da região controle do DNA mitocondrial de espécies de Anopheles dos 

subgêneros Nyssorhynchus, Anopheles e Cellia, segundo o modelo HKY85.
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2.4.6. Análises Filogenéticas

As análises  filogenéticas  foram  realizadas  as  mediante  dados  de  substituição  por 

transição  e  transversão,  utilizando  quatro  análises  filogenéticas:  máxima  parcimônia, 

agrupamento de vizinhos,  máxima verossimilhança e  evolução mínima.  As 15 seqüências 

(haplótipos) definidas nas sete espécies do subgênero  Nyssorhynchus  e  Anopheles para as 

análises filogenéticas encontram-se na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Haplótipos obtidos das seqüências da região controle do DNA mitocondrial para as 

análises filogenéticas, em espécies de Anopheles pertencentes aos subgêneros Nyssorhynchus 

e Anopheles da região amazônica. 

Haplótipos Espécies

H1* A.oswaldoi

H2 a H4* A. darlingi

H5* A. albitarsis

H6 a H9* A. rangeli

H10 e H11* A. triannulatus

H12 e H13*
H14*

A benarrochi /Ji-Paraná
A. benarrochi/Bolivia

H15* A. mattogrossensis

H16 
H17

A. gambiae 
A. quadrimaculatus

*  a  seqüência  deste  haplótipo  está  indicada  na  figura  1,  referente  ao  alinhamento  das 

seqüências nucleotídicas. 
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Para  essas  análises  A.  gambiae,  A.  quadrimaculatus e A.  mattogrossensis foram 

incluídos como grupo externo.  As topologias  produzidas  por  estes  métodos filogenéticos 

foram  semelhantes  indicando  ainda  haver  uma  politomia  não  resolvida  para  os  clados 

referentes às populações de A. benarrochi de Ji-Paraná e da Bolívia, A oswaldoi e A. rangeli  

e o de A. triannulatus e A darlingi. Entretanto, os clados dentro do subgênero Nyssorhynchus 
são  formados  ainda  com  baixos  valores  de  bootstrap. A  separação  dos  subgêneros 

Nyssorhynchus e Anopheles recebeu alto suporte indicado pelo valor de bootstrap (Figuras 7 

a 10). 

A topologia da árvore de parcimônia foi obtida pelo consenso (mais parcimoniosa) da 

regra da maioria de 50% pelos parâmetros índice de consistência (CI = 0, 7771), comprimento 

em número de passos (L) = 167 e o índice de retenção (RI = 0,67). A busca heurística foi 

iniciada  pelo  modo  branch-and-bound, usando  pesos  iguais  para  todas  as  substituições 

nucleotídicas e incluindo os indels repetidos geraram três árvores de MP com 167 passos. A 

análise  de  máxima  parcimônia  mostra  uma  separação  dos  subgêneros  Nyssorhynchus  e 

Anopheles com  81  de  bootstrap.  No  subgênero  Nyssorhynchus, as  populações  de  A. 
benarrochi de Ji Paraná e da Bolívia foram separadas com 94 de bootstrap. A. darlingi e A.  

triannulatus foram agrupadas com 56 de bootstrap. No entanto, os valores de bootstrap para 

as demais espécies estudadas não foram significantes, para serem considerados nesta análise 

baseada em caracteres (Figura 7).

O cladograma obtido pelo método de agrupamento de vizinhos (Figura 8),  gerado 

mediante análises de um conjunto de dados totais e usando matrizes de distância genéticas 

calculadas pelo modelo Kimura-2-parâmetros,  mostra  que na topologia geral  da árvore as 

populações ficaram alocadas em três clados: o primeiro, formado pelas espécies A. oswaldoi e 

A. rangeli (bootstrap = 64), o segundo pelas populações de A. benarrochi (bootstrap = 64) e o 

terceiro A. triannulatus e A. darlingi (bootstrap = 64). A topologia gerada mostrou também a 

separação do subgênero  Nyssorhynchus em relação aos subgêneros  Anopheles e  Cellia com 

66 de bootstrap, como mostram os dados morfológicos.

Todas  as  análises  acima  foram  calculadas  excluindo  alguns  polimorfismos 

apresentados pelas seqüências intra-individuais de cada espécie, pois caso fossem incluídos 

todos  os  sítios  polimórficos  nas  análises  seriam  obtidas  árvores  com  menor  informação 

filogenética.  Tal  resultado  foi  consistente  com as  hipóteses  de  que  estes  sítios  variáveis 

podem ser muito freqüentes, devido sua posição em regiões repetidas. Portanto, tais sítios são 
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particularmente propensos a homoplasias (origens independentemente múltiplas) e também 

geram a presença de um obscuro sinal filogenético na maioria das seqüências. 

O cladograma obtido pelo método de máxima verossimilhança (Figura 9), mostrou na 

topologia geral da árvore que as populações de A. benarrochi também foram separadas com 

bootstrap de 52, além da separação do subgênero Nyssorhynchus em relação aos subgêneros 

Cellia e Anopheles.

A topologia gerada pelo método de Evolução mínima mostrou que as populações de 

A. benarrochi foram separadas com bootstrap de 66. A. darlingi e A. triannulatus formaram 

um clado com bootstrap de 54 e A. rangeli  e A. oswaldoi também formaram um clado com 

valor  de  bootstrap de  64.  A  separação  do  subgênero  Nyssorhynchus para  os  demais 

subgêneros Anopheles e Cellia foi de 66 (Figura 10).
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Figura 7 – Cladograma obtido pelo método de Máxima Parcimônia a partir de sequências 

nucleotídicas  da  região  controle  em  espécies  do  subgênero  Nyssorhynchus.  Os  números 

representam valores de bootstrap com 1000 réplicas. * = grupo externo. CI = 0,7771, RI = 

0,67.

Figura 8 – Cladograma obtido pelo método Neighbor-Joining a partir de sequências nucleotídicas da 

região  controle  em  espécies  do  subgênero  Nyssorhynchus.  Os  números  representam  valores  de 

bootstrap com 1000 réplicas. * = grupo externo. Modelo de Kimura-2-parâmetros. 
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Figura 9 – Cladograma obtido pelo método de Máxima verossimilhança a partir de sequências 

nucleotídicas  da  região  controle  em  espécies  do  subgênero  Nyssorhynchus.  Os  números 

representam valores de bootstrap com 1000 réplicas.  * = grupo externo.

Figura  10 – Cladograma obtido pelo método de Evolução minima a partir  de  sequências 

nucleotídicas  da  região  controle  em  espécies  do  subgênero  Nyssorhynchus.  Os  números 

representam valores de bootstrap com 1000 réplicas. * = grupo externo.
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2.5. DISCUSSÃO

2.5.1. Uso da região controle em estudos filogenéticos

 A região controle é usada em estudos populacionais, devido sua taxa de evolução, que 

pode variar consideravelmente entre as linhagens (Caccone et al., 1988). Em insetos ocorrem 

dois tipos diferentes de mutação nesta região, uma envolvendo substituições nucleotídicas e 

pequenas deleções/inserções e outra, variação no número de cópias das repetições em tandem 
produzindo variantes em tamanho (taxa de mutação por comprimento). 

Em  relação  à  taxa  de  substituição  nucleotídica  na  região  controle  do  DNA 

mitocondrial, observa-se na literatura, uma discordância entre os autores, em grande parte, 

devido  a  generalização  dos  resultados  obtidos  entre  os  diferentes  grupos  de  organismos 

estudados. Há estudos mostrando que o DNA mitocondrial evolui mais rapidamente, quando 

comparado ao DNA nuclear (Avise et al., 1986; Tamura, 1992). No entanto, outros trabalhos 

com diferentes organismos têm demonstrado que a  região controle  do DNA mitocondrial 

apresenta a mesma taxa de evolução que o DNA nuclear (Nigro & Prout, 1990) ou que a 

região controle do DNA mitocondrial apresenta taxa de evolução menor que o DNA nuclear 

(Caccone et al., 1998). Há também outras regiões do DNA mitocondrial, como o gene ND4, 

que possuem taxa de evolução maior do que a região controle do DNA mitocondrial (Caccone 

et al., 1996). Tal conflito pode ser devido a fatores como, pequeno número de seqüências 

analisadas, taxa de evolução não constante entre os diferentes genes e linhagens (Ballard & 

Kreitman,  1995),  efeito  de  saturação  quando  os  táxons  distantes  foram  comparados,  ou 

ausência  de  polimorfismo  intraespecífico  quando  espécies  próximas  foram  analisadas 

(Tamura, 1992). Em insetos, as taxas de substituições nucleotídicas entre o DNA mitocondrial 

e nuclear parecem não diferirem significativamente. Entretanto, quando diferentes partes do 

genoma  nuclear  de  Drosophila sp  foram  analisadas  notaram  taxas  de  evolução  distintas 

(Moriyama & Gojobori, 1992). Análises intraespecíficas com outros grupos de insetos têm 

mostrado  que  sequências  codificadoras  e  não  codificadoras  do  genoma  mitocondrial 

apresentam  menor  variabilidade  em  relação  às  substituições  nucleotidicas,  quando 

comparadas as sequencias do DNA nuclear (Zhang & Hewitt, 1996a). Há várias controvérsias 

sobre  a  variabilidade da  região controle  do  DNA mitocondrial.  Nos vertebrados  a  região 

controle do DNA mitocondrial apresenta-se mais variável, do que nos invertebrados (Zhang 
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et al., 1997) e em particular, em algumas espécies de Anopheles pertencentes aos subgêneros 

Anopheles e Nyssorhynchus, como é mostrado no presente trabalho. 

A variabilidade genética reduzida da região controle do DNA mitocondrial encontrada 

nas espécies de Anopheles analisadas, pode ser devido a existência de uma elevada taxa das 

bases nitrogenadas adenina e timina.  Por conseqüência,  a região controle parece ser mais 

conservada  entre  tais  espécies,  sendo  tal  conservação  resultado  de  uma  menor  pressão 

mutacional sobre esta região, ou seja, um baixo número de mutações. As possíveis mutações 

existentes na região controle dos insetos realmente são mais limitadas, quando comparadas 

com  o  elevado  número  de  mutações  ocorridas  em  outras  seqüências  dos  genomas 

ribossomais, nucleares e até mesmo mitocondriais (Simon et al., 1994). A baixa quantidade 

de guanina e citosina que permanece na região controle do DNA mitocondrial pode ser de 

importância funcional, ainda que desconhecida. A variabilidade nesta região é reduzida, além 

de ser constatada uma diminuição na taxa de substituição nucleotidica. Desta forma, os dados 

estão indicando que a  região controle  nos  insetos pode não necessariamente evoluir  mais 

rapidamente que outras regiões codificadoras do DNA mitocondrial e nuclear.

Os dados existentes sobre a variabilidade genética nessa região do DNA mitocondrial 

dos  anofelinos  ainda  são  pouco  consistentes,  tanto  a  nível  populacional,  quanto  a  nível 

interespecifico que suportem a posição taxonômica dos membros do subgênero Anopheles. 

Vale ressaltar que, vários estudos foram realizados com populações de outras espécies 

de Anopheles, confirmando, possivelmente a menor variabilidade genética neste grupo, como 

por exemplo, o de Caccone  et al. (1996) em espécies do complexo  A. gambiae, mostrando 

que a variabilidade genética da região controle é menor do que da terceira posição do códon 

dos genes ND4 e ND5.  Merida et al. (1999) estudando a distribuição dos haplótipos do DNA 

mitocondrial  em populações  da  Guatemala,  utilizando o  gene  NADH3 foram testados  os 

produtos da PCR em relação a variação usando SSCP (polimorfismo de conformação de fita 

simples) e 45 haplótipos foram detectados. Verificaram nesse estudo que não houve variação 

na  freqüência  de  haplótipos  entre  as  populações  da  Guatemala.  Mitchell  et  al.  (1993) 

verificando variações intra e interespecífica nos sítios de restrição dos genes mitocondriais e 

ribossomais  de  quatro  espécies  irmãs  pertencentes  ao  complexo  A.  quadrimaculatus 
observaram bons padrões de restrição para detecção de espécies cripticas. 

No entanto, outros estudos mostraram a presença de uma maior variabilidade na região 

controle  quando comparada a  outros genes mitocondriais  codificadores. Zhang & Hewitt, 

(1996b) verificaram que a variabilidade da região controle em gafanhotos S. gregaria é maior 

do que a de regiões codificadoras de genes para citocromo oxidase I e II, sendo que a variação 
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nucleotídica  intraespecífica  permitiu  construir  parcialmente  a  história  evolutiva  do  grupo. 

Beard  et  al.  (1993)  e  Mitchell  et  al.  (1993)  também  observaram  um  maior  nível  de 

variabilidade na região controle de  A. gambiae  e A.  quadrimaculatus,  do que nas regiões 

codificadoras do genoma mitocondrial. 

2.5.2. Composição nucleotídica e tamanho da região controle

A elevada  taxa  de  adenina  e  timina  (89%) encontrada  nas  espécies  do  subgênero 

Nyssorhynchus  pode  inferir  na  presença  de  um  maior  polimorfismo  nos  membros  deste 

subgênero, levando em consideração uma acentuada taxa de A + T que resultaria em maior 

variabilidade  genética.   Os  dados  relacionados  à  composição  nucleotidica  também foram 

reportados  em  espécies  pertencentes  ao  subgênero  Cellia,  como  mostraram  Beard  et  al. 

(1993) em A. gambiae que encontraram uma elevada quantidade de A + T na região controle 

(94%). Caccone et al. (1996) comparando a composição de bases em quatro regiões do DNA 

mitocondrial  (ND4,  ND5,  12S  e  a  região  controle)  para  cinco  espécies  do  complexo  A. 
gambiae, encontraram uma elevada quantidade de A + T em todas as regiões estudadas. A 

região  controle  e  o  gene  ND4 apresentaram grande  similaridade  em relação  a  proporção 

dessas  bases.  Nota-se  então,  que  a  composição  nucleotídica  (A  +  T)  dessa  região  tem 

mostrado variação, assumindo valores que vão de 85% para gafanhotos a 96% em abelhas 

(Zhang et al., 1995, Crozier & Crozier, 1993). Esses valores têm sido também observados em 

outros grupos, como os nematóides (Okimoto et al. 1992). 

A taxa de A + T observada em A. matogrossensis do subgênero Anopheles ainda não é 

consistente para a realização de comparações com as espécies do subgênero Nyssorhynchus, 

pois foi analisada somente esta espécie. Dados obtidos por Mitchell et al. (1993) observando 

populações de A. quadrimaculatus também pertencentes ao subgênero Anopheles mostraram 

que a região controle do DNA mitocondrial foi constituída de 94% de A + T .

Em  relação  ao  tamanho  da  região  controle  do  DNA  mitocondrial,  os  dados  da 

literatura mostraram variação nos diferentes táxons. Estudos realizados em A. gambiae e A.  

quadrimaculatus mostraram comprimentos de 520 e 625 pb, respectivamente (Beard  et al., 
1993;  Mitchell  et  al.,  1993).  Enquanto  que  em  lepidópteros  e  coleópteros  essa  região 

apresentou grande variação,  cujos  valores foram de 350 pb e  13.000 pb,  respectivamente 

(Zhang & Hewitt, 1997). O pequeno tamanho do fragmento obtido nas espécies de Anopheles 

desse trabalho,  associado à  elevada taxa de A + T pode ter  conbribuído para inferências 

filogenéticas não consistentes.  Tal hipótese foi levantada por Taylor  et al.  (1993) quando 
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detectaram 96% de A + T em fragmentos de 300 pb em seis espécies de lepidopteros. A 

presença  das  regiões  em  tandem ou  repetitivas  em  A.  darlingi pode  ter  influenciado  na 

consistência dos dados, resultando um baixo suporte filogenético. No entanto, tal resultado, 

poderá ser utilizado em estudos de polimorfismos e de estrutura populacional em A. darlingi, 

devido a alta quantidade de A+T. Nos insetos,  a taxa de substituição é alta para o DNA 

mitocondrial,  sendo  5,7  x  10  -9 por  sitio/geração  em  Drosophila (Vigilant  et  al.,  1991), 

enquanto que, a taxa de mutação de comprimento em coleópteros é de 2 x 10 -4 por geração 

(Rand & Harrison, 1989). 

As  espécies  que  apresentam  a  região  controle  do  DNA  mitocondrial  contendo 

domínios  altamente  conservados,  de  maior  tamanho e  ausência  de  sequências  repetitivas, 

podem talvez, apresentar resultados mais consistentes em estudos filogenéticos. No entanto, 

vários  fatores  podem interferir  nos  valores  de  bootstrap,  entre  eles:  quantidade  de  A+T, 

tamanho da região controle e a biologia dos organismos envolvidos. 

2.5.3. Dificuldades na utilização da região controle do DNA mitocondrial em insetos

A  região  controle  do  DNA  mitocondrial  mostrou-se  conservada  nas  espécies 

estudadas,  com valores  de  bootstraps  baixos,  corroborando com Zhang  & Hewitt, (1997) 

estudando gafanhotos. Nestes, ocorreram taxas reduzidas de substituição nucleotídica, devido 

à elevada quantidade das bases nitrogenadas: adenina (40,2%) e timina (48%). A conservação 

desta região pode ser resultado de uma pressão mutacional direcionada, levando a uma menor 

variação quando comparada a outros grupos de invertebrados e vertebrados. Os baixos valores 

de  bootstraps encontrados  neste  estudo  foi  resultado  do  pequeno  tamanho  do  fragmento 

obtido nos sequenciamentos iniciais. Com isso, foi desenhado e utilizado um outro  primer 
interno  específico  para  o  subgênero  Nyssorhynhus,  com  base  no  banco  de  dados  das 

sequências  previamente  obtidas  que  já  haviam sido  seqüenciadas,  utilizando  três  primers 
internos  descritos  por  Caccone  et  al. (1996)  para  A.  gambiae (subgênero  Cellia).  Como 

resultado,  houve  um  aumento  de  60  pb  no  fragmento  da  região  controle  do  DNA 

mitocondrial, elevando os níveis de confiança dos dados e totalizando um fragmento de 381 

pb, equivalente a cerca de 2% do genoma mitocondrial (15.5 kpb) dos mosquitos anofelinos 

(Mitchell  et  al.,  1993;  Beard  et  al.,  1993).  As  análises  filogenéticas  novamente  foram 

realizadas, observando um aumento significativo nos valores de bootstraps. Mesmo assim, 

estes resultados ainda foram considerados fracos para inferir informações mais precisas sobre 

as relações filogenéticas existentes entre as espécies do subgênero Nyssorhynchus.  
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A incompatibilidade de anelamento apresentada pelos  primers internos descritos por 

Caccone et al. (1996) em relação à porção interna do fragmento dessa região, nessas espécies, 

pode ser devido à presença de regiões repetitivas, tamanho variado, quando comparado as 

seqüências da região controle de outros subgêneros e, variação nucleotidica, apesar da relativa 

proximidade entre os subgêneros Cellia e Nyssorhynchus. As relações filogenéticas não foram 

bem resolvidas  usando  este  fragmento,  que  mostrou  baixo  nível  de  divergência  entre  as 

sequências  nas  espécies  do  subgênero  Nyssorhynchus,  principalmente,  resultantes  de 

deleções/inversões de unidades repetitivas de A + T. Taylor et al. (1993) observaram que as 

relações filogenéticas em espécies de lepidópteros consideradas próximas também não foram 

resolvidas,  usando  a  região  controle  do  DNA  mitocondrial,  devido  ao  baixo  nível  de 

divergência entre as sequências. Assim, o uso deste marcador em níveis taxonômicos menores 

como estudos inter e intrapopulacionais deve estar associado a outros genes mitocondriais 

codificadores, genes nucleares e ribossomais.

As  sequências  obtidas  para  A.  intermedius,  A.  deaneorum,  A.  nuneztovari  e A.  

braziliensis apresentaram baixa resolução, pois os produtos diretos da PCR obtidos foram 

fracos, apesar de inúmeras tentativas de otimização, e portanto, foram retiradas das análises. 

A  baixa  amplificação  pode  ser  devido  à  degradação  do  DNA,  baixa  combinação 

apresentada  entre  os  primers  e  as  sequências  alvo,  ou  a  combinação destes  fatores.  Tais 

dificuldades,  também foram constatadas  por  Krzywinski  et  al.  (2001a)  e  Caccone  et  al. 
(1996), quando utilizaram os produtos diretos da PCR para o sequenciamento. Além disso, 

estes autores observaram ambiguidades nas seqüências geradas, as quais sempre envolvem 

transições  (tipo  de  mutação  mais  comum no DNA mitocondrial).  Portanto,  uma possível 

solução para trabalhos futuros seria utilizar produtos de PCR clonados.

A presença das bandas secundárias no gel de agarose também interferiu na qualidade 

dos  produtos  amplificados,  devido  a  presença  de  repetições  em  tandem,  heteroplasmia  e 

grande  variação  em tamanho  nas  espécies.  Resultados  semelhantes  foram reportados  por 

Zhang & Hewitt, (1997) utilizando a técnica de PCR para a região controle em ortopteros, 

onde  encontraram  dificuldades  na  certificação  da  amplificação  do  DNA.  Estes  autores 

consideraram  que  essa  região  por  conter  repetições  em  tandem e  deleções  de  unidades 

repetitivas (que podem ocorrer  in vitro durante  a amplificação),  apresenta dificuldades na 

distinção se o múltiplo produto amplificado é resultado de heteroplasmia ou de artefatos da 

PCR.

Uma alternativa proposta por Zhang & Hewitt, (1997) foi a eliminação das unidades 

repetitivas pela técnica de replicação tipo  slippage dos produtos de extensão incompleta de 
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prévios ciclos durante a PCR. Assim, os produtos curtos sintetizados podem ser usados como 

template, e mais eficientemente, amplificados em ciclos seguintes, e desse modo, cancelando 

a amplificação de  templates autênticos. Outro estudo realizado por Zhang  et al. (1995) em 

Chorthippus obteve além da banda esperada, uma outra banda que provavelmente seria uma 

pequena  unidade  repetitiva,  dando  início  à  co-amplificação,  revelando  então  grandes 

dificuldades para a utilização da região controle, em estudos populacionais.

O  não  anelamento  do  primer DMP57  descrito  por  Caccone  et  al. (1996)  para  o 

subgênero  Cellia  as seqüências alvo do subgênero  Nyssorhynchus pode estar relacionado à 

presença de uma região flanqueadora não conservada entre os diferentes subgêneros, sendo tal 

fato  já  verificado  entre  distintas  ordens  de  insetos  (Boyce  et  al.,  1989).  A  ausência  de 

conservação desta região é devido aos rearranjos dos genes codificadores para 12S e RNAt da 

isoleucina  que  são  os  genes  delimitadores  da  região  controle  do  DNA  mitocondrial  de 

Anopheles que  já  possuem  sequenciamento  completo  do  genoma  mitocondrial.  Portanto, 

falhas de PCR pode ser devido à transposição destes genes delimitadores, onde o primer está 

localizado, sugerindo que, possivelmente,  recombinações dos genes tRNA também podem 

ocorrer em níveis taxonômicos menores, como subgêneros. Em relação aos primers internos, 

a presença de repetições em tandem na população de A. darlingi deste estudo, pode também 

ter dificultado o anelamento. 

A alta quantidade de A+T nas sequências analisadas e o possível aumento da pressão 

mutacional direcionada dificultaram as análises dos dados pelo programa filogenético, devido 

a  mudança  na  suposição  comum de  igual  taxa  de  mutação  para  os  quatro  nucleotídeos 

empregados.  A  definição  dos  pesos  atribuídos  para  as  transições  e  tranversões  também 

interferiram  na  aplicação  deste  programa,  devido  à  escassez  de  parâmetros,  ou  seja,  de 

literatura envolvendo o subgênero Nyssorhynchus. 

Arnason & Rand (1992) e Zhang & Hewitt (1997) ao usarem a região controle do 

DNA mitocondrial em outras ordens de insetos também encontraram dificuldades como: 1) 

divergência  da  seqüência  observada  entre  as  diferentes  linhagens,  2)  variação  por 

comprimento  nas  diferentes  linhagens  que  pode  ser  devido  a  presença  de  mutações 

independentes. 3) a diferenciação populacional, ou seja, a taxa de mutação elevada devido a 

variação  de  comprimento  em  um  sistema  de  alelos  finito,  reduz  muito  a  diferenciação 

populacional.  Há  também uma  considerável  redução  no  número  de  enzimas  de  restrição 

empregadas  em  estudos  populacionais  utilizando  RFLP,  pois  várias  endonucleases  de 

restrição (95%) das 127 comumente usadas reconhecem sequências alvo contendo no mínimo 

um nucleotídeo G/C. Portanto, a baixa quantidade de nucleotídeos G + C na região controle 
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mitocondrial dos insetos (4 a 15%) vem sendo considerado um obstáculo (Beard et al., 1993; 

Crozier  & Crozier,  1993;  Flook  et  al., 1995).  Além disso,  a  interferência  de  sequências 

mitocondriais no genoma nuclear, apesar de ser um fenômeno raro no reino animal pode ser 

outro  obstáculo,  pois  estas  sequências  mitocondriais  “extras”  poderiam  ser  amplificadas 

unicamente  ou  associadas  à  seqüência  de  DNA mitocondrial  alvo  na  PCR.  Este  fato  foi 

observado em gafanhotos, quando encontraram a região controle completa no genoma nuclear 

Zhang & Hewitt (1996a). Produtos da PCR amplificados do DNA mitocondrial e nuclear são 

indistinguíveis pelo tamanho e em algumas situações, somente a cópia nuclear é amplificada, 

levando a diferentes interpretações dos dados (Arctander, 1995). 

2.5.4. O DNA mitocondrial em estudos filogenéticos interespecíficos e intraespecíficos 

O monofiletismo de Nyssorhynchus apresentou baixa consistência através das árvores 

geradas  previamente  pelos  métodos  baseado  em  caracteres:  Máxima  Parcimônia  (MP)  e 

Agrupamento  de  Vizinhos  (NJ),  com  valores  de  bootstraps  ainda  baixos.  Tal  resultado 

corroborou em parte, com os observados por  Sallum  et al.  (2000), baseado em caracteres 

morfológicos  e  o  de  Krzywinski  et  al.  (2001a,  b)  utilizando  caracteres  moleculares. 

Entretanto, dentro do subgênero Nyssorhynchus, as relações ainda não estão claras, apesar de 

Sallum  et  al.  (2000)  e  Sallum  et  al. (2002)  terem  confirmado  a  parafilia  das  seções 

Argyritarsis, que no caso do presente trabalho estão contidas A. darlingi e A. albitarsis e da 

seção Albimanus onde estão alocadas A. benarrochi, A. rangeli, A. triannulatus e A. oswaldoi.

A separação observada neste estudo entre os membros do subgênero Nyssorhynchus e 

os membros dos subgêneros Cellia e Anopheles, baseada no DNA mitocondrial, também foi 

verificada por Sallum et al. (2000), estudando a filogenia da subfamília Anophelinae, baseada 

em  caracteres  morfológicos  e  moleculares.  Neste  estudo,  verificou-se  um  baixo  suporte 

baseado nos  dados  morfológicos  e  poucas  evidências  em relação  aos  dados  moleculares, 

devido ao elevado número de homoplasias apresentadas pelas espécies.  No presente trabalho, 

tais homoplasias também foram observadas, utilizando o método baseado em caracteres (MP 

e ML) e distância (NJ e ME).

Outro  trabalho  realizado  por  Salum  et  al.  (2002)  também  confirma  os  dados 

observados neste estudo, onde foram analisadas as inferências filogenéticas entre 32 espécies 

da subfamília Anophelinae baseadas em caracteres morfológicos e nos genes COI, COII, 18S 
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nucleares  e  28S  do  RNA  ribossomal.  Verificou-se  que  os  dados  de  DNA  ribossomal 

apresentaram um forte sinal filogenético, tanto por parcimônia, quanto por verossimilhança. 

Entretanto,  o mesmo não ocorreu com a análise do DNA mitocondrial.  Krzywinski  et al. 
(2001b) utilizando os genes cyt b, ND5 e o segmento D2 do gene ribossomal nuclear 28S, 

mostrou relações consistentes com a morfologia e outros dados moleculares na subfamília 

Anophelinae,  evidenciando  um  substancial  sinal  filogenético  para  espécies  consideradas 

próximas  nessa  subfamília,  exceto  para  o  gene  cyt  b,  que  apresentou  um baixo  suporte 

filogenético, não dando apoio às relações de parentesco. 

Conn  et al.  (1997) estudando a variação do DNA mitocondrial  de  A. rangeli e  A. 
trinkae detectaram  um  baixo  sinal  filogenético,  apesar  de  terem  observado  a  origem 

monofilética  destas  espécies,  além da  presença  de  sítios  diagnósticos  de  restrição,  níveis 

similares de haplótipos e diversidade nucleotídica interespecífica.  Entretanto,  os niveís  de 

divergência  nucleotídica foram baixos  em  A. trinkae, quando comparada com  A. rangeli. 
Collins  et al. (1990) observaram mediante a análise do DNA mitocondrial com enzimas de 

restrição, a presença de diferentes sítios intraespecíficos em colônias de  A. freeborni e A.  
hermsi do  complexo  A.  maculipennis da  América  do  Norte,  revelando  um  importante 

marcador  da  estrutura  genética  populacional.  No  entanto,  esses  dados  não  mostraram 

diferenças interespecíficas. 

Beebe et al. (2000) estudando membros do grupo Anopheles punctulatus baseados em 

pequenas unidades ribossomais (SSU) dos genomas nuclear e mitocondrial, observaram que o 

gene SSU mitocondrial revelou pouca informação filogenética, sendo considerado inadequado 

para  estudos  filogenéticos  de  espécies  de  mosquitos  relatadas  como  próximas.  Em 

contrapartida,  o  gene  SSU ribossomal  revelou  maiores  informações  filogenéticas  sobre  o 

grupo. As análises filogenéticas mostraram que o grupo  A. punctulatus é monofilético com 

dois  clados  principais:  o  primeiro  apresentando  membros  que  possuem  a  coloração  da 

proboscide negra, e o segundo, constituído por membros que apresentam escamas brancas na 

proboscide. Apesar da separação em dois clados, a distância genética é realmente pequena 

dentro dos  grupos,  podendo refletir  em grandes  diferenças  comportamentais  e  biológicas, 

possivelmente, porque estas diferenças são também recentes e sutis, não mostrando variação 

com esses marcadores moleculares.

Portanto,  a  existência  de  poucos  trabalhos  de  filogenia  apresentando  bons  sinais 

filogenéticos em espécies pertencentes ao subgênero Nyssorhynchus, baseados em caracteres 

morfológicos, isoenzimáticos e de DNA (Conn et al., 1997; Conn, 1998) aliados à ausência 
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quase que total de registros fosséis para os anofelinos deste subgênero, tem dificultado os 

estudos  sobre  a  história  evolutiva  e  reconstrução  filogenética.  Para  tanto,  os  dados 

apresentados  aqui  utilizando  um fragmento  da  região  controle  do  DNA  mitocondrial  foi 

extremamente importante, no sentido de minimizar os conflitos existentes na sistemática do 

grupo. É necessário ressaltar, que os dados de seqüências utilizando o genoma mitocondrial 

foram importantes, pois de uma certa forma forneceram informações para a sistemática do 

gênero  Anopheles,  sugerindo  uma  baixa  distância  genética  entre  as  seqüências,  além  de 

evidenciar que tais espécies são resultado de uma divergência genética recente. O fragmento 

estudado da região controle, parece ser promissor para tentar resolver questões relativas a 

taxonomia alfa. No entanto, ainda é baixa sua contribuição no sentido de elucidar relações 

filogenéticas  mais  estreitas  entre  os  membros  do  subgênero  Nyssorhynchus.  Tais  dados 

também são evidenciados por Foley et al. (1988), que estudando as relações filogenéticas e a 

origem dos membros do subgênero Cellia, baseado na variação das seqüências do gene COII, 

observaram um limitado  uso  deste  gene  para  resolver  relações  filogenéticas  dentro  deste 

subgênero.

 Sharpe  et  al.  (2000)  investigaram  a  variação  intra  e  interespecífica  em  quatro 

membros do grupo Minimus do subgênero Cellia:  Anopheles aconitus, Anopheles varuna, 
Anopheles minimus (A) e Anopheles minimus (C) e verificaram divergência nas seqüências 

entre as espécies baseada no gene mitocondrial COII, no gene ITS2 e adenilato ciclase e na 

região D3 do DNA ribossomal. Esses dados confirmam a presença de duas espécies crípticas 

A e C em A. minimus e a evidência de uma terceira espécie. No entanto, no gene mitocondrial 

(COII) foram detectadas baixas variações entre as espécies.

Quanto ao subgênero Anopheles, seu monofiletismo dentro do gênero Anopheles tem 

permanecido ainda obscuro, devido também a discordância entre os autores (Sallum  et al., 

2000),  apesar  de  Krzywinski  et  al.  (2001a,  b)  sugerirem  a  monofilia  do  grupo,  que 

possivelmente, corrobora com os dados apresentados nesse estudo. 

Freitas-Sibajev  et al.  (1995) analisaram sítios de restrição do DNA mitocondrial  e 

características morfológicas em quatro populações brasileiras de A. darlingi mostrando que a 

divergência nucleotídica populacional estimada não foi alta, sendo a população de Manaus a 

que apresentou maior divergência. Scarpassa et al. (2000) estudando quatro populações de A. 

nuneztovari procedentes do Brasil e da Colômbia e usando endonucleases de restrição para 

verificar a variabilidade do DNA mitocondrial, encontraram diversidade haplotipica elevada 

em todas as populações analisadas,  enquanto que,  a  diversidade nucleotídica foi  baixa na 
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população  da  Colômbia e  alta  nas  populações  do Brasil.  O grau  de  divergência  genética 

estimado,  sugere  que  as  populações  do  Brasil  e  da  Colômbia  podem constituir  espécies 

separadas. A baixa divergência entre as populações do Brasil indica que estas populações 

sejam  geneticamente  similares.   Em  outro  estudo  realizado  por  Conn  (1998)  em  263 

indivíduos de  A. nuneztovari, de localidades procedentes da Bolívia, Venezuela, Colômbia, 

Suriname  e  Brasil  usando  oito  endonucleases  de  restrição  para  o  DNA mitocondrial,  as 

análises cladísticas sugeriram que  A. nuneztovari seja monofilética. Entretanto, as relações 

filogenéticas foram fracamente resolvidas por parcimônia devido as homoplasias. As análises 

das relações entre os haplótipos baseadas na distância genética resultaram em cinco linhagens 

haplotípicas, sendo três da bacia amazônica. As relações entre as doze populações revelaram 

linhagens diferentes, sendo uma da Venezuela-Colômbia e duas da bacia amazônica. 

2.5.5.  Divergência entre espécies

Os resultados gerados pela matriz de distância mostraram uma elevada divergência ge-

nética, separando as espécies em dois grandes grupos representados pelos subgêneros  Nys-

sorhynchus e Anopheles, corroborando com dados obtidos por Collins et al. (1990), Conn et 
al. (1997) e Sallum et al. (2000).   Considerando a distância genética para todas as espécies 

pertencentes ao subgênero Nyssorhynchus observou-se que A. rangeli e A. oswaldoi foram as 

mais similares. A. gambiae e A. mattogrossensis apresentaram uma elevada divergência gené-

tica em relação às espécies do subgênero  Nyssorhynchus.  Os valores de distância genética 

agruparam as espécies nos seguintes grupos: a) A. albitarsis, b) A. triannulatus e A. darlingi,  

c) A. benarrochi,  d) A. oswaldoi e A. rangeli; sendo que A. albitarsis  ficou separado destes 

dois últimos grupos. Estes dados estão de acordo com Sallum et al. (2002) utilizando caracte-

res moleculares, que agruparam A. darlingi e A. triannulatus, e separaram de A. albitarsis. No 

entanto, resultados anteriores obtidos por Sallum et al. (2000) baseado somente em caracteres 

morfológicos agruparam A. albitarsis e A. triannulatus no mesmo clado, separando A. darlin-
gi em outro clado. 

Em  relação  a  A.  intermedius  e A.  mattogrossensis do  subgênero  Anopheles, que 

separaram  das  espécies  do  subgênero  Nyssorhynchus,  esses  resultados  corroboram, 

parcialmente, com os dados apresentados por Sallum  et al. (2002) com base em caracteres 

moleculares. Esta divisão deve-se ao fato destas duas espécies pertencerem a outro subgênero. 
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Neste  trabalho,  verificou-se  que  os  cladogramas  gerados  para  as  sete  espécies  de 

Anopheles  dos  subgêneros  Nyssorhynchus e  Anopheles concordam  em  parte,  com 

cladogramas destas e de outras espécies de anofelinos, baseados em caracteres morfológicos e 

moleculares (Collins  et al.,  1990; Conn  et al.,  1997; Lounibos  et al.,  1998; Sallum  et al., 

2000;  Sallum  et al.,  2002).  Os anofelinos em geral  apresentam uma evolução com baixa 

diferenciação morfológica, mas freqüentemente, possuem diferenças genéticas, fisiológicas e 

cromossomicas (Coluzzi, 1988), que permitem caracterizá-las, servindo de diagnóstico para a 

identificação de espécies crípticas, que são muito comuns nesse grupo de mosquitos. 

2.5.6.  Comparação  entre  os  marcadores  isoenzimáticos  e  a  região  controle  do  DNA 

mitocondrial

Os  dados  obtidos  de  isoenzimas  e  da  região  controle  do  DNA  mitocondrial 

contribuíram em parte,  para  inferir  que,  possivelmente,  o  subgênero  Nyssorhynchus  seja 

monofilético, corroborando  com  as  classificações  propostas  por  Sallum  et  al.  (2000)  e 

Krzywinski  et al.  (2001a, b)  mediante caracteres morfológicos e moleculares. No entanto, 

dentro deste subgênero Nyssorhynchus, as relações filogenéticas ainda permanecem obscuras, 

concordando com os dados obtidos para este e outros subgêneros (Conn, 1988; Foley et al., 

1988; Caccone  et al., 1996; Beebe & Cooper, 2000; Beebe  et al., 2000; Krzywinski  et al., 
2001; Sallum et al., 2002).

Em A. rangeli, A. benarrochi, A. oswaldoi, A. darlingi, A. triannulatus e A. albitarsis 
os dados mostraram uma considerável diferenciação genética entre essas espécies dentro dos 

valores  interespecíficos. A.  oswaldoi  e A.  rangeli foram consideradas  as  mais  similares, 

corroborando com estudos isoenzimáticos e morfológicos realizados por Sallum et al. (2000). 

Assim como para os dados isoenzimáticos, as populações de A. benarrochi de Ji Paraná e da 

Bolívia, também separaram das demais espécies, com o uso deste marcador, corroborando 

com Ruiz et al. (2005) que estudaram populações de A. benarrochi da Colômbia utilizando a 

região ITS2 do DNA ribossomal.

A utilização de um fragmento de 381pb da região controle resultou na formação de 

quatro  clados  baseados  por  métodos  filogenéticos  distintos  nas  espécies  do  subgênero 

Nyssorhynchus, sendo estes: a) A. darlingi e A. triannulatus, b) A. oswaldoi e A. rangeli, c) A. 
benarrochi e  d)  A.  albitarsis.  Para  isoenzimas  também foram obtidos  quatro  clados:  A. 
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darlingi  e A.  albitarsis, A. triannulatus,  A.benarrochi e A.  oswaldoi,  A.  nuneztovari  e A.  
rangeli.  Notou-se  utilizando a  região  controle  que  o  clado  formado  por  A.  albitarsis foi 

separado do clado composto por A. triannulatus e A. darlingi, não corroborando com os dados 

de Sallum et al. (2000), pois A. albitarsis e A. darlingi para estes autores pertencem a seção 

Argyritarsis, enquanto que  A. triannulatus pertence a seção  Albimanus.  No entanto, com o 

uso das isoenzimas A. albitarsis e A. darlingi foram colocadas no mesmo clado, separadas de 

A.  triannulatus.  Esta  diferença  na  composição  dos  clados  por  estes  dois  marcadores 

moleculares, principalmente, no que se refere a região controle do DNA mitocondrial pode 

ser devido ao número de seqüências analisadas, como também ao tamanho do fragmento. A 

formação destes clados usando isoenzimas corrobora em parte, com os obtidos por Sallum et 

al. (2000) e Sallum et al. (2002) utilizando caracteres morfológicos, reforçando a relação de 

parentesco entre tais espécies.

Os dados moleculares presentes neste trabalho complementam os dados morfológicos 

existentes, evidenciando a monofilia do subgênero  Nyssorhynchus. No entanto, em estudos 

futuros  a  análise  combinada  dos  dados  apresentados  neste  estudo  com  outros  dados 

moleculares e morfológicos, certamente contribuirá com um maior número de informações 

sobre as relações filogenéticas deste subgênero. 
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2.6. Conclusões

 

1 - O marcador genético (região controle do DNA mitocondrial) em membros do subgênero 

Nyssorhynchus apresentou  baixa  variação  no  genoma  mitocondrial,  principalmente,  em 

termos de substituições nucleotídicas,  podendo não evoluir  de forma mais rápida,  quando 

comparado às seqüências não codificadoras nucleares de fita simples.

2  -  A  elevada  taxa  de  adenina  e  timina  (89%)  encontrada  nas  espécies  do  subgênero 

Nyssorhynchus  pode  inferir  na  presença  de  um  maior  polimorfismo  nos  membros  deste 

subgênero, levando em consideração uma acentuada taxa de A + T que resultaria em maior 

variabilidade genética.  

3 – A região controle em particular apresentou baixa variabilidade nas espécies pertencentes 

ao subgênero Nyssorhynchus, mostrando que as propriedades do DNA mitocondrial definidas 

para  tais  espécies  podem  não  ser  assumidas  como  propriedades  da  molécula  em  outros 

grupos.

4-  Torna-se  necessário  uma  análise  mais  ampla,  no  sentido  de  verificar  padrões  de 

distribuição da diferenciação genética, como também as relações evolutivas e históricas entres 

as espécies do subgênero Nyssorhynchus,  associando os dados obtidos no presente estudo a 

outros caracteres moleculares e morfológicos, podendo contribuir para “nomear” membros 

dos complexos existentes em algumas das espécies analisadas.  

5 -  A região controle do DNA mitocondrial  apresentou limitações no presente estudo, no 

sentido  de  estar  apresentando  um  menor  suporte  filogenético  para  os  subgêneros 

Nyssorhynchus e Anopheles.  As topologias encontradas com a região controle do DNA  não 

permitiram ainda  reconstituir  a  história  evolutiva  das  espécies  amazônicas  de  Anopheles 
analisadas.
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