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o complexo Anopheles albitarsis transmite a malária em algumas áreas da Amazônia. Este complexo
apresenta cinco espécies crípticas, onde 3 já foram descritas: A (A. albitarsis senso strictu), C (A.
marajoara) e D (A. deaneorum) (Wilkerson et ai., 1995), e 2 ainda não descritas: B e E (Lehr et ai.,
2005). Para uma melhor caracterização do status taxonômico do grupo, estudou-se pela primeira
vez, o fragmento ND5 do DNA mitocondrial (Merida et ai., 1995) e o ITS2 do DNA nuclear (Orita et
ai., 1989). O DNA genômico foi extraído segundo Williams et ai. (1993), a partir de larva de 4°
estádio de cada postura, totalizando 15 indivíduos de Manaus (AM 010 Km 33), Cacau Pirera e
Coari, Amazonas. O DNA quantificado em gel de agarose a 0,8% foi foto documentado. O método da
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizado com o par de primers P1 e M2, para o
fragmento ND5 e, para o gene ITS2 utilizou-se o par de primers CP16 e CP17. O produto de PCRfoi
purificado com o GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. Obteve-se 393 pares de bases (pb)
para o ND5 e 415 pb para o ITS2. Padronizou-se o método PCR-SSCP(Polymerase Chain Reection-
Single Strand Conformation Polymorphism) em A. albitarsis. O DNA em gel de poliacrilamida a 8%
mostrou bandas com o mesmo perfil eletroforético (sem polimorfismo), um único haplotipo nas
amostras de Manaus e Cacau Pirera, tanto para os genes ND5 como para o ITS2 (Figura 1). Em
indivíduos de Coari, observou-se três haplotipos utilizando o gene ND5 (Figura 2E), enquanto que
para o ITS2 foram observados dois haplotipos (Figura 2F). Os resultados obtidos com o fragmento
ND5 foram comparados pelo método do seqüenciamento automático (Naice et aI., 2006). A
estimativa dos índices de diversidade molecular indicou baixa variabilidade genética nos indivíduos
de Manaus e Cacau Pirera e alta variabilidade genética em Coari. Os índices estimados para as três
localidades foram: nOde haplotipos (H = 3; 3; 3), nOde haplotipos únicos (NS = 2; 1; 1), nOtotal
de mutações (ETA= 3; 2; 13) e a média de diferenças nucleotídicas par a par (K= O, 514; 0,380;
4,800), respectivamente. Considerando as amostras analisadas dessas três localidades foram
encontrados 7 haplotipos, sendo 03 haplotipos únicos (um em cada localidade amostrada), 02
compartilhados entre Manaus e Cacau Pirera e 03 haplotipos somente em Coari. A Análise de
Variância Molecular (AMaVA) mostrou estruturação genética, com diferenças significativas do gene
ND5 entre Coari, Cacau Pirera e Manaus (Fst = 0,68 p< 0,0005). Porém, não houve diferenciação
genética significativa entre os exemplares de Manaus e Cacau Pirera (p = 0,999). Esta análise
mostrou, que 68% da variabilidade genética ocorreu entre as populações e 32% dentro de cada
população. A distância genética média foi de 1,835% ± 0,10 entre todos os haplotipos amostrados.
A distância genética não corrigida ("p") variou entre 3,136 a 0,254%, sendo que a maior foi
encontrada entre os indivíduos de Cacau Pirera e Coari. O mesmo comparativo foi realizado com o
fragmento ITS2, com 24 exemplares, sendo 11 de Coari, sete de Manaus e 6 de Cacau Pirera, cujo
resultado mostrou variabilidade genética menor do que a do fragmento ND5. Estimou-se para as
três localidades índices de diversidade molecular: nOde haplotipos (H = 3; 1; 2), nOde haplotipos
únicos (NS = 1; O; O), nOtotal de mutações (ETA= 2; O; 2) e a média de diferenças nucleotídicas
par a par (K= 0,866; O; 0,872), respectivamente. Nas amostras dessas três localidades, registrou-
se 3 haplotipos (1 haplotipo único encontrado apenas em Cacau Pirera e 2 compartilhados entre as
três localidades). Os dados da Variância Molecular (AMaVA) não mostraram estruturação genética,
entre as três localidades (Fst = 0,02826 p< 0,32747). Nesta análise a variabilidade genética entre
as populações foi de 2,83% e dentro de cada população de 97,17%. A distância genética média foi
de 0,32% ± 0,13 entre todos os haplotipos amostrados (Tabela 1). Os dados do PCR-SSCP
confirmam os resultados do seqüenciamento do gene ND5 em A. albitarsis. Há forte indício de haver
mais de um táxon nesse complexo de espécies, considerando que as amostras de Coari mostraram
maiores valores de variabilidade genética. Este estudo é importante para auxiliar outras pesquisas
que visem o controle de A. albitarsis, vetor primário da malária na Amazônia.
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Figura 1: Gel de Poliacrilamida 8% mostrando um único
haplótipo encontrado. A= Cacau Pirera com gene NDS;
B= Manaus com gene NDS; C= Cacau Pirera com gene
ITS2; D= Manaus com gene ITS2.
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Figura 2: Gel de Poliacrilamida 8% mostrando os
diferentes haplótipos encontrados em Coari.
E= Com o gene NDS, os números 1, 6, 7, 9, 10,
11, 12, 14 e 15 representam o haplotipo 1; 2, 3, 4,
5 e 8 representam o haplotipo 2; e 13, o haploltipo
3; F= Com o gene ITS2, os números 1, 2, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 14 e 15 representam o
haplotipo 1; 3 e 13 representam o haplotipo 2.

Tabela 1: Índices de diversidade molecular entre amostras de Anophe/es eibitersis de Manaus, Coari e
Cacau Pirera para os genes NDHS+e ITS2. N= nOde amostras; H= n° de haplotipos; NS = NOde haplotipos
únicos; TS = N° de transições; TV= NOde transversões; ETA = N° total de mutações, S = nOde sítios
polimórficos, HD= diversidade haplotípica, Pi= diversidade nucleotídica e K= média de diferenças
nucleotídicas par a par.

Mutações

Cacau Pirera ND5
ITS2
ND5
ITS2
ND5
ITS2
ND5
ITS2

Localidade Gene N H
15 3
6 3
15 3
7 1
15 3
11 2
45 7
24 3

NS S

2 3
1 2
1 2
O O
1 13
O 2
3 19
1 2

ETA TS TV
3 2 1
2 1 1
2 2 O
O O O
13 13 O
2 1 1
19 17 2
2 1 1

Manaus

Coari

TODAS

HD
O,257±O,257
O,600±O,215
0,361±0,144
O,OOO±O,OOO
0,447±0,134
0,600±0,215
O,635±O,063
0,359±0,110

Pi K
O,OOl±O,OOl 0,514±0,458
0,002±0,001 O,866±0,700
0,001±0,010 0,380±0,380
O,OOO±O,OOO O,OOO±O,OOO
0,012±0,007 4,800±2,483
0,002±0,001 O,872±0,661
O,0l1±O,006 4,626±2,312
0,002±O,OOl 0,634±0,513
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