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RESUMO

Na regido Amazonica brasileira ocorrem cerca de 99,7% dos casos de malaria do
Brasil, onde o principal vetor € o Anopheles darlingi. Em 2007, na regido da
Amazonia Legal, foram relatados aproximadamente 185 mil casos da doenca. Ha a
necessidade de estudos para o entendimento do genoma funcional do A. darlingi,
considerando a pouca quantidade de sequéncias de genes expressos disponiveis
em bancos gendmicos publicos na Internet. As Etiquetas de Sequéncias Expressas
(Expressed Sequence Tags-EST) de A. darlingi, obtidas por meio de construcdes de
bibliotecas de cDNA foram mapeadas por hibridizacéo in silico em cromossomos de
Anopheles gambiae, a fim de comparar virtualmente suas localizagbes
cromossOmicas. A hibridizacdo in silico foi realizada a partir do downloading de
clusters e singlets de bibliotecas de cDNA de A. darlingi, depositadas no banco de
dados do Laboratorio Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC), para um
ambiente virtual com parametros pré definidos. As sequéncias génicas de A. darlingi
e A. gambiae foram submetidas ao programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) a fim de reconhecer regibes com similaridade entre essas espécies. Os
dados foram submetidos ao programa “ARTEMIS”, para visualizacdo das regides
hibridizadas. Os clusters e singlets foram hibridizados nos 3 cromossomos de A.
gambiae. No cromossomo X, foram hibridizados 13 clusters. No cromossomo 2,
braco 2R, 64 clusters; no brago 2L, foram hibridizados 40 clusters. No cromossomo
3, no braco 3R, foram hibridizados 45 clusters, e no bragco 3L, 34 clusters. As
sequéncias homologas encontradas foram agrupadas por categoria geral de funcao
do COG, dentre as quais, a categoria geral “Armazenagem e Processamento de
Informacdes” foi a mais frequente, com maior nimero de sequéncias (36%). Entre
0s contigs e singlets hibridizados, detectou-se reads tais como genes de Actina,
genes ribossomais e sequéncias génicas desconhecidas e/ou hipotéticas. Além
destes genes expressos, detectou-se similaridade das ESTs de A. darlingi com
sequéncias de outros organismos: Aedes aegypti, Drosophila melanogaster e Culex
spp. Tais resultados auxiliardo estudos futuros no conhecimento da sintenia dos
genes em termos evolutivos além de poder auxiliar no controle da maléaria de forma
a localizar genes de resisténcia a inseticidas nos vetores. Foi aplicada também, a
metodologia de hibridizac&o in situ nos cromossomos politénicos de A. darlingi, cuja
marcacdo dos cDNAs foram feitas por Nick translation (Invitrogen®). Os
cromossomos, contendo o0s sinais das sondas foram corados com DAB
(diaminobenzidine tetrahydrochloride - Sigma, Cat. No. D-5637). As microfotografias
foram obtidas em microscépio de luz Axioplan Zeizz epifluorescente, com campo
claro e contraste de fase. As sondas que demonstraram sinais de hibridizacéo foram
as seguintes: Lisozima, cuja hibridizagdo ocorreu no brago cromossémico 2R,
secdes 8C e 8D; Troponina, cuja marcacao localizou-se no brago 2R, secdo 14B,;
Actina, cuja hibridizagdo localizou-se no brago 2L, segcdo 23 e a Glutationa
Transferase que hibridizou no bragco 2L, secdo 16C. O presente mapeamento
cromossOmico fisico, utilizando sondas de ESTs, de A. darlingi representa uma
oportunidade Unica para compreender a estrutura e organizacdo do seu genoma
bem como a diversificagéo evolutiva e variabilidade cromossémica desse importante
vetor da malaria no Brasil. Considerando a grande capacidade de transmissao da
malaria e resisténcia a inseticidas sintéticos por A. darlingi, 0 mapeamento in situ de
ESTs em seus cromossomos politénicos podera auxiliar em agfes futuras para uma
estratégia racional e seletiva de controle de A. darlingi vetor da maléria,
especialmente na Amazonia.
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ABSTRACT

In the Brazilian Amazon region there are approximately 99.7% of malaria cases in
Brazil, where the main vector is Anopheles darlingi. In 2007, the Legal Amazon
region, was reported about 185 thousand cases of the disease. There is a need for
studies to the understanding of the functional genome of A. darlingi, considering the
low amount of expressed gene sequences available in public genomic databases on
the Internet. The Expressed Sequence Tags (Expressed Sequence Tags-EST) A.
darlingi, obtained by construction of cDNA libraries were mapped by in silico
hybridization in chromosomes of Anopheles gambiae, to compare virtually their
chromosomal locations. Hybridization was performed in silico from the downloading
of clusters and singlets from cDNA libraries of A. darlingi, deposited in the database
of the Laboratorio Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC), to a virtual
environment with pre-defined parameters. The gene sequences of A. darlingi and A.
gambiae were submitted to the program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
to recognize regions with similarity between these species. The data were submitted
to the "ARTEMIS", to visualize the hybridized regions. The clusters and singlets were
hybridized to chromosomes 3 of A. gambiae. In the X chromosome, were hybridized
13 clusters. Chromosome 2, arm 2R, 64 clusters; arm 2L, were hybridized 40
clusters. Chromosome 3, the arm 3R, were hybridized 45 clusters, and the arm 3L,
34 clusters. The homologous sequences were grouped by general category of
function of the COG, among which, the general category of "Storage and Processing
of Information" was the most frequent, with the largest number of sequences (36%).
Among the contigs and singlets hybridized, detected reads like actin genes,
ribosomal genes and gene sequences unknown and / or hypothetical. In addition to
these genes expressed, detected similarity of the ESTs of A. darlingi with sequences
of other organisms: Aedes aegypti, Drosophila melanogaster and Culex spp. These
results will help future studies on the knowledge of synteny of genes in evolutionary
terms and they could help control malaria in order to locate genes for resistance to
insecticides in vectors. It also applied the methodology of in situ hybridization in
polytene chromosomes of A. darlingi, the marking of cDNAs were made by Nick
translation (Invitrogen ®). The chromosomes containing the signals of the probes
were stained with DAB (diaminobenzidine tetrahydrochloride - Sigma, Cat No. D-
5637). Photomicrographs were obtained under a light microscope Axioplan
epifluorescent Zeizz with brightfield and phase contrast. The probes that showed
signs of hybridization were as follows: Lysozyme, which hybridization occurred in the
chromosome arm 2R, sections 8C and 8D; Troponin whose labeling was located in
the arm 2R, section 14B, Actin, the hybridization was located in the 2L arm , section
23 and Glutathione Transferase that hybridized arm 2L, section 16C. This physical
mapping of chromosomes, using probes ESTs, A. darlingi represents a unique
opportunity to understand the structure and organization of its genome and the
evolutionary diversification and chromosomal variability of this important vector of
malaria in Brazil. Considering the great capacity of malaria transmission and
resistance to synthetic insecticides on A. darlingi, the in situ mapping of ESTs in their
polytene chromosomes may help in future actions for a rational and selective control
of A. darlingi vector of malaria, especially in the Amazon.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Anopheles darlingi e a malaria

O Anopheles darlingi Root, 1926 é o principal vetor da malaria no Brasil,
especialmente na regido amazonica, onde ocorrem a maioria dos casos da doenca
(Tadei et al., 1998). Esse mosquito foi encontrado infectado por trés plasmaodios que
causam a maléria humana nas Américas — Plasmodium vivax, P. falciparum e P.
malariae (Rachou 1958; Consoli & Oliveira, 1994).

Também conhecida como paludismo, febre palustre, impaludismo, maleita ou
sezao, a maléaria foi primeiramente citada na era pré-Cristd, por Hipocrates. Em
1880, o médico francés Charles Louis Alphonse Laveran, observou organismos em
movimento quando analisou uma lamina de sangue fresco de um paciente com
maléria (revisado por Neves, 2005). A partir desse momento, detalhes sobre a
doenca e o parasita foram sendo descobertos por outros pesquisadores em
experimentos sucessivos.

Estima-se que a malaria cause a morte de mais de um milhdo de pessoas por
ano no mundo, sendo afetadas, principalmente, criancas menores de cinco anos.
Cerca de 40% da populagcdo mundial vive em zonas de risco de malaria, mas a
maior incidéncia dos casos (90%) ocorre na Africa sub-Sahariana, que abrange os
paises de populagédo negra situados ao sul do deserto do Saara (Portal da Saude,
2007). No Brasil, as espécies envolvidas com a transmissdo da malaria pertencem
ao género Anopheles, subgéneros Nyssorhynchus (A. darlingi, Anopheles aquasalis,
Anopheles nuneztovari, Anopheles oswaldoi, Anopheles triannulatus e complexo
Anopheles albitarsis) (Marrelli et al., 1999; Tadei & Dutary-Tatcher, 2000) e Kerstezia
(Anopheles cruzii e Anopheles bellator) (Ramirez & Dassen, 1994, 1996). O A. cruzii
€ o principal vetor no sudeste do pais (Arruda et al., 1986).

A maléria no Brasil, antes da década de 40, cobria grande parte do territério
nacional e apresentava um verdadeiro desafio & colonizacdo da Amazonia. Na
primeira metade do século 20, a malaria provocou um episédio de grandes
dimensoes, ocorrendo durante a construcao da ferrovia Madeira-Mamoré (localizada
no estado de Rondénia). Calcula-se que a doencga tenha provocado mais de 10 mil
mortes entre os trabalhadores durante a construcdo e abertura da ferrovia (Silva &

Oliveira, 2002). Altos indices da doenca também foram registrados em varias areas



litordAneas do sudeste e de areas da bacia dos rios Parana-Prata, S&o Francisco e
Doce, no Planalto Central (revisdo, Silva & Oliveira, 2002.). A partir de 1950, o
Servico Nacional de Malaria lancou a estratégia de “erradicacdo”, parte da
campanha internacional sob o amparo da Organizagcdo Mundial de Saude. Essa
campanha baseou-se no uso de inseticidas tais como o DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano) e drogas antimalaricas sintéticas, como a cloroquina. A campanha
alcancou grande sucesso, erradicando quase toda maléaria de grande parte da area
litorAnea do pais, mas os casos da doenca continuam presentes na regiao
amazobnica (Deane, 1992; Silva & Oliveira, 2002; Loiola, et al., 2002). Essa regiao,
de 1970 a 1980 recebeu mais de 1 milh&o de imigrantes atraidos pelas atividades de
garimpagem que levaram ao desflorestamento, alteragdo natural dos cursos de rios,
igarapés e lagos, proporcionando, assim, um ambiente 6timo para a proliferacdo do
mosquito (Silva & Oliveira, op cit.). Em 2008 foram notificados 267.053 casos da
doenca na Amazobnia Legal (Portal da Saude, 2009), regido que concentra 99,9%

dos casos de malaria no pais.

1.2 Distribuicdo geogréfica e aspectos biolégicos de A. darlingi

Um dos fatores bioldgicos mais importantes que ocorrem para que o A.
darlingi seja o principal vetor da malaria € a sua acentuada preferéncia em
alimentar-se com sangue humano (Tadei et al.,, 1998). Entre os anofelinos
brasileiros, 33 espécies sdo encontradas na Amazénia, sendo que 17 destas séo
importantes vetores da doenca na América do sul (Tadei et al., 1998; Lounibos &
Conn, 2000).

O género Anopheles pertence a familia Culicidae e inclui todos os vetores
conhecidos de malaria humana, agrupando cerca de 360 espécies (Service, 1996;
Forattini, 2002). As espécies desse género sdo amplamente distribuidas no territério
sul-americano a leste dos Andes, na Col6mbia, Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguai,
Argentina, Brasil e nas Guianas. No Brasil, s6 ndo é encontrado no Nordeste (nas
areas secas), no extremo Sul e nas areas de elevada altitude (Consoli & Oliveira,
1994; Lounibos & Conn, 2000). Sua distribuicdo ocorre em areas de baixas altitudes,
guase sempre associado aos grandes cursos de agua e florestas do interior, mas
ocorre também no litoral. Nessas areas, 0s seus principais habitats sdo as aguas
pretas e &cidas, aguas brancas, pulso de enchentes e vazantes, que propiciam a

existéncia de uma diversidade e densidade de anofelinos especificos.



Os estudos populacionais de A. darlingi, quanto ao seu papel de principal
transmissor da malaria humana no Brasil, demonstraram que diferencas geograficas
nao interferem, aparentemente, na sua capacidade vetorial (Rosa-Freitas et al.,
1992; Gil et al., 2003; Conn & Mirabello, 2007). Os principais caracteres
morfolégicos, para a identificacdo da forma adulta de A. darlingi estdo presentes na
asa que possui manchas claras e escuras; a veia C (costa) apresenta a area escura
ph (mancha pré-umeral) de tamanho grande, com envergadura correspondente a
trés ou mais que da area clara h (mancha umeral); o tarso posterior mostra o
segundo tarsébmero (Ta-2) com cerca de 0,50 de escuro basal, enquanto os
tarsdmeros 3 a 5 séo totalmente claros (Forattini 2002).

Esse mosquito tem um comportamento preferencialmente antropofilico (Tadei
et al., 1998). Realiza hematofagia durante todo o ano; porém, entre as épocas de
maiores e menores pluviosidades apresenta baixa hematofagia. A transmissdo da
doenca é comum no interior das habitacbes de areas rurais e semi-rurais, mas pode
ocorrer em areas urbanas (Consoli & Oliveira, 1994).

Na Amazénia, notadamente no municipio de Coari, estado do Amazonas, dos
anofelinos em contato com o homem, cerca de 95% é o A. darlingi. A partir de 2006,
com a construgcdo do gasoduto Coari-Manaus, no Municipio de Coari-AM, pela
PETROBRAS, vém ocorrendo alteracbes ambientais naquela regido, o que reflete
no ambiente natural desse mosquito. Na area urbana e cercanias dessa cidade foi
verificada alta densidade de A. darlingi em contato com pessoas que habitam a area
em relacdo a outras espécies de anofelinos. Isso reflete o risco de transmissao da
malaria por A. darlingi nessa area (Tadei, comunicacao pessoal, 2007).

Tendo em vista a alta incidéncia do vetor e o grande numero de casos de
malaria, pesquisas tém auxiliado a responder indagacfes sobre essa problematica,
como por exemplo, redes impregnadas com inseticidas tém sido utilizadas para
tentar minimizar a presenca de anophelinos nas residéncias (Harris et al., 2006).
Além disso, técnicas moleculares, com o uso do gene rRNA16S, para caracterizar
populacdo de bactérias presentes no intestino de A. darlingi, mostraram que estas
podem estar associadas a resisténcia do mosquito a infec¢cdes por parasitas,

importante para medidas de controle da espécie (Terenius et al., 2008).



CAPITULO |

HIBRIDIZACAO in silico DE GENES EXPRESSOS DE Anopheles darlingi EM
CROMOSSOMOS DE Anopheles gambiae

1. INTRODUCAO

O Anopheles gambiae lato sensu (l.s) € um complexo de espécies que
contém os principais mosquitos vetores de malaria da Africa sub-Sahariana. O
complexo compreende sete espécies indistinguiveis morfologicamente (Davidson,
1964): A. gambiae stricto sensu (s.s.), Anopheles arabiensis, Anopheles
qguadrimannulatus espécie A, Anopheles quadrimannulatus espécie B, Anopheles
melas, Anopheles merus e Anopheles bwambae. As principais espécies vetoras da
malaria no complexo sédo o A. gambiae e o A. arabiensis, ambos séo antropofilicos,
possuem ecologia similar e sdo simpatricos (Slotman et al., 2005). O A.
quadriannulatus espécie A é difundido no Sul da Africa e o A. quadriannulatus
species B é encontrado na Etiopia, ambos séo considerados espécies zoofilicas ndo
vetoras de malaria (Coetzee et al., 2000; Coetzee, 2004). O A. melas e 0 A. merus
sdo espécies que se reproduzem em agua salgada e consequentemente s&o
importantes vetores em regides da Costa (Moreno et al., 2004; Try et al., 2003). E o
A. bwambae é restrito a regides na Uganda (White, 1985).

O complexo A. gambiae é caracterizado pela presenca de numerosas
inversdes cromossémicas fixas e polimérficas. Coluzzi et al. (1979) e Coluzzi et al.
(1985) propuseram uma filogenia baseada na presenca de inversdes
compartilhadas, assumindo que cada inversdo tivesse uma origem uUnica, ou seja,
monofiléticas. O A. gambiae e A. merus possuem uma grande inversdo fixada que
se apresenta cobrindo dois tercos do cromossomo X (Xag), 0 que sugere que
pertencam a um taxon irmdo (Caccone et al., 1998). JA o A. gambiae e o0 A.
arabiensis compartilham vérias inversées no segundo cromossomo, o que é dificil de
reconciliar com o agrupamento baseado nas inversdes do Xag, a menos que estas
inversdes polimérficas compartilhadas sejam de um ancestral ou uma introgressao
tenha ocorrido entre duas espécies (Colluzzi et al., 1979).

A identificacdo de espécies no complexo A. gambiae € importante para

estudos de interesse em pesquisa ecoldgica, distribuicdo geografica, abundancia e
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comportamento das diferentes espécies. Além disso, esse complexo compreende
espécies com diferentes eficiéncias como vetoras e inclui espécies ndo vetoras, a
identificacdo precisa € também essencial para programas de controle (Bass et al.,
2007). Diferentes marcadores moleculares foram desenvolvidos para detectar
eficiéncia vetorial das espécies dentro do complexo e para fornecer répida
identificacdo dos individuos enfocando programas de controle de malaria, o que
inclui a analise de cromossomos politénicos (Coluzzi et al., 1979), eletroforese de
alozimas (Mahon, 1976; Miles, 1979) e cromatografia (Carlson & Service, 1980).
Entretanto um dos métodos mais utilizados para identificacdo de espécies é a
amplificagédo por PCR de sequéncias de DNA ribossomal (rDNA) (Scott et al., 1993)
e a técnica de Tag man real time PCR (Bass et al., 2007) que, por meio de
polimorfismo de nucleotideos identifica as espécies dentro do complexo.

O Anopheles gambiae s.s Giles, 1902, utilizado neste estudo, foi detectado
como O mosquito mais perigoso e eficiente vetor da malaria, além de ser
antropofilico e endofilico, o que explica os altos indices de infestacfes desta espécie
em domicilios em Bwamba, municipio de Uganda (Giglioli et al., 1956), cujos autores
observaram tais habitos similares ao A. darlingi na regidao central do Brasil.

Além destas sete espécies que compdem o complexo Anopheles gambiae s.l,
o A. gambiae s.s é subdividido em dois taxa parcialmente isolados, conhecidos
como forma M e forma S (Gentile et al., 2001). Essas formas foram originalmente
caracterizadas baseadas em polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs - single
nucleotide polymorphisms) no rDNA e no cromossomo X (Favia et al., 2001).

Algumas das caracteristicas do A. gambiae séo similares as do Aedes aegypti
como a antropofilia, mas exibem varia¢cdes na morfologia, fisiologia, comportamento
de acasalamento, preferéncias de oviposicao e ciclo de picadas (Beaty & Marquardt,
1996). Estimativas da distancia evolutiva de Ae. aegypti revelam que ha mais
similaridade entre os genomas de Ae. aegypti e A. gambiae do que os genomas de
Ae. aegypti e Drosophila melanogaster (Nene et al., 2007).

No sequenciamento do genoma de Ae. Aegypti, Nene et al. (2007)
encontraram 47% de elementos de transposicdo (ETs), e tais ETs contribuem
substancialmente nas diferengcas entre os genomas de Ae. aegypti e A. gambiae.
Além de identificar os ETs, os autores determinaram a descri¢cdo de 8.332 proteinas
para a espécie. No genoma de Ae aegypti 67% das suas proteinas tém um ortélogo

em A. gambiae, e 58% tém um ortélogo em D. melanogaster (Nene et al., 2007). As
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diferencas espécie-especificas no nuamero de membros dentro de uma familia
multigenes fornecem pistas sobre adaptacdo biolégica a mudancas ambientais
(Nene et al. op cit.). Devido ao recente desenvolvimento da entomologia molecular,
da bioinformatica e da genbmica, esta visdo é atualmente considerada uma das
mais promissoras abordagens para tornar possivel o controle do mosquito e da
transmissao da maléria (Collins et al., 2000).

O sequenciamento de genomas completos, tornou possivel estudar a ordem
dos genes ao longo dos cromossomos e investigar se essa ordem pode ter alguma
funcdo relevante. Em genomas eucarioticos, genes com fungfes similares sao
frequentemente encontrados muito préximos uns dos outros (de Wit & van Steensel,
2009). Estudos com sistemética de genomas inteiros utilizando base de dados de
anotacdo gendmica tém mostrado que o agrupamento de genes com fungdes
relacionadas € comum em fungos, plantas e animais (Lee & Sonnhammer 2003).

Em espécies como D. melanogaster e Caenorhabditis elegans, genes que
sdo expressos exclusivamente em um tecido especifico sdo frequentemente
agrupados no genoma (Boutanaev et al., 2002). Estudo com perfil de expresséo
utilizando microarray em Drosophila com mais de 80 condi¢cdes experimentais
sugeriu que seu genoma contém por volta de 100 clusters, onde a maioria tem um
padrdo de expressdo similar (Spellman & Rubin 2002). Estudos sistematicos com
Arabidopsis thaliana encontraram de 5 a 10% de todos os genes com regides
cromossOmicas co-expressas (Ren et al.,, 2005; Zhan et al., 2006). Dados de
estudos comparativos entre genomas sugerem que genes vizinhos que séo co-
expressos apresentam uma forte conservacdo na ordem dos genes, diferente
daqgueles genes que nao sdo co-expressos (Hurst et al., 2002).

Os métodos moleculares, com o auxilio da manipulagéo de organismos vivos,
tém gerado sequéncias nucleotidicas completas, voltadas para o estudo da estrutura
e funcdo de genes e proteinas (Bassett et al., 1996). Entre 0s mosquitos, cita-se 0
genoma completo de A. gambiae com aproximadamente 278 milhdes de pares de
bases (Mbp), cujo numero de proteinas deduzidas é de 12.981, sem levar em
consideracdo os transposons derivados ou sequéncias de bactérias e transcritos
alternativos (Holt et al., 2002). Um estudo comparativo de genoma e proteoma de A.
gambiae e D. melanogaster identificaram 6.089 pares de proteinas como ort6logos o
que representa 47% das proteinas em A. gambiae e 44% em D. melanogaster

(Zdobnov et al., 2002). Um total de 1.437 genes preditos em A. gambiae que ndo
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detectaram homologia com genes de outras espécies; 522 deles tém supostos
pardlogos apenas dentro de Anopheles e 575 sdo mantidos por etiquetas de
sequéncias expressas (Expressed Sequences Tags, ESTS), incluindo pelo menos 26
genes expressos em glandulas salivares de fémeas adultas. Os autores constataram
também que um total de 579 genes ortdlogos sdo restritos a A. gambiae e D.
melonogaster, e isso pode ajudar a determinar caracteristicas inseto-especificas.

A geracao das primeiras ESTs foi do projeto genoma humano (Adams et al.,
1991; Boguski, 1995). A andlise dessas ESTs ¢ realizada a partir da construcédo de
biblioteca de cDNA - uma colecdo de fragmentos de cDNA (DNA complementar a
um mRNA), representando as sequéncias expressas em um determinado tecido ou
estagio de desenvolvimento em um momento especifico (Birren et al., 1999), que
sdo normalmente armazenados em vetores de clonagem. A utilizacdo das
informacdes dos bancos de cDNA e proteinas € de grande utlidade para a
elucidacdo da funcdo e expressdo de novos genes. Cita-se, como exemplo, a
predicdo de sequéncias génicas ainda ndo conhecidas, por meio de alinhamento
local (BLAST- Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al.,, 1997). E o
sequeciamento de bibliotecas de cDNA de glandulas salivares de mosquitos adultos
de Anopheles funestus que geraram 916 ESTs (Calvo et al., 2007).

Considerando a bioinformatica, uma ferramenta computacional combinada
com métodos moleculares, tém auxiliado a desvendar a informacdo contida em
bancos publicos de sequéncias de DNA e proteinas. Analises e interpretacdo dessas
sequéncias e suas estruturas tém mostrado novos dados sobre niveis de expressao
génica (genbmica funcional) e de todas as funcdes e interacbes entre proteinas
(protebmica) - a chamada era da p6s genémica (revisdo em Malone et al., 2006).

Uma das ferramentas de analise de ESTs € o método de hibridizag&o in silico,
que utiliza programas de bioinformatica, para o mapeamento fisico virtual dos genes
expressos ao longo do genoma de determinado organismo (Reed & Palsson, 2003)

A bioinformatica e a biologia reinem os cédigos biolégico e computacional
com ajuda do gerenciamento da montagem, finalizacdo de genomas completos e
pela integracdo de bancos de dados aplicaveis ao estudo do genoma. E, na pratica,
pela construcdo de sistemas in silico para simulacdo de formas naturais e
modificadas de produtos especificos do genoma (de Almeida, 2005). O mapeamento
fisico e a andlise in silico tém-se revelado preciosas abordagens para melhorar a

montagem do genoma (Sharakhova et al., 2007).



A biologia in silico refere-se a utilizacdo de computadores para desempenhar
estudos biologicos; é a utilizacdo de sistemas de computadores que fazem
simulacdes de acdes de produtos génicos, com auxilio de um software que utiliza
modelos matematicos e analise de dados, além de detalhados modelos cinéticos,
cibernéticos e estocasticos, analise do controle metabdlico e teoria de sistemas
bioquimicos (Reed & Palsson, 2003). E necessario definir hipoteses, testar
experimentos e formular analises, para obter dados das semelhanc¢as do organismo
in vivo por meio de comparagdes genémicas e estudos evolutivos (Palsson, 2000).

A andlise in silico € um meio para conhecer o desafio de integrar diversos
conjuntos de dados entre o genoma, 0 proteoma, o metaboloma e o transcriptoma
(Palsson, 2002). A construgdo de modelos in silico representa uma forma para
interpretar esses dados e coloca-los no contexto da fisiologia celular (Reed &
Palsson, 2003). Cita-se a analise in silico para subtracédo eletrbnica agrupando as
sequéncias obtidas nas bibliotecas de cDNA de uma espécie de arroz (Oryza
sativa), para determinar genes relacionados com a tolerdncia a condi¢cdes de
estresse hidrico (Rabello et al.,, 2006). A anotacdo funcional de genes, no
transcriptoma da cana-de-agucar (Drezza et al., 2002), e o desenvolvimento de um
software (Fowlkes et al., 2008) para estudar a expressdo de genes do blastoderma
durante a fase embrionéaria de Drosophila fornecendo um mapa de todas as células
dos embrides virtuais e oferecendo uma quantificacdo da expressao dos genes em 3
dimensoes (3D).

Considerando os mosquitos, Krzywinski et al. (2005) utilizaram analises in
silico para identificar quatro familias de DNA satélite ligadas ao cromossomo Y de A.
gambiae com ajuda de um software, o qual percorreu o DNA dos mosquitos machos
em busca de possiveis localizagdes para regides satélites. Sharakhov et al. (2002)
hibridizaram in silico 157 sondas de ESTs de A. funestus em A. gambiae, como
parte de um estudo gen6mico comparativo da ordem dos genes e conservagao das
sequéncias génicas entre as duas espécies. Jabbari & Bernardi (2004) também
realizaram um estudo genémico comparativo entre A. gambiae e D. melanogaster, e
constataram que o genoma de A. gambiae € mais rico em nucleotideos GC (44,7%)
e mais heterogéneo comparado com D. melanogaster (42,5%), o que contesta os
dados apresentados por Holt et al. (2002) de 35,2% de GC para A. gambiae.

Ha necessidade de estudos para conhecer o genoma funcional de A. darlingi,

considerando a escassez de informagbes na literatura, com cerca de 334
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sequéncias de nucleotideos e 270 de proteinas desse mosquito depositadas no
GenBank (National Center for Biotechnology Information), até 12 de maio de 2009.
No presente estudo, as ESTs da biblioteca de cDNA de A. darlingi (Rafael et al.
2005, 2008; Bridi et al., 2006) foram utilizadas para hibridizar in silico os
cromossomos de A. gambiae. As comparacdes entre os genomas das duas
espécies podem ajudar a localizar genes responsaveis por adaptacdes ecologicas,
especiacao, resisténcia a inseticidas e preferéncia por hospedeiros em A. darlingi, o

maior transmissor da malaria na regido amazonica.



2. OBJETIVOS

e Mapear in silico sequéncias de genes expressos de A. darlingi nos

cromossomos de A. gambiae.

e Construir o mapa in silico de ESTs de A. darlingi em cromossomos de A.

gambiae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Hibridizacéo in silico
Foi realizado download de ESTs do banco de A. darlingi (1628 singlets e 643
clusters) depositado na pagina do LNCC (Laboratério Nacional de Computagéo

Cientifica - www.Incc.darlingi.bf). Foi realizado também, download das sequéncias
génicas dos 5 bragos cromossdémicos (2L, 2R, 3L, 3R e X) de A. gambiae
depositadas na pagina do NCBI (National Center for Biotechnology Information),
cujos numeros de acesso sdo: NT 078265, NT 078266, NT 078267, NT 078268 e
NC 004818, respectivamente.

As ESTs de A. darlingi foram hibridizadas in silico contra os cromossomos de
A. gambiae através do programa BLAST local (Altschul et al., 1997) com os
seguintes parametros: formato de saida MA; Exp (Expect) 0.01; WS (word size) 28,
para reconhecimento de regides com similaridade. Os dados foram gerados pelo
BLAST em forma de tabela e exportados para o programa “ARTEMIS (Reliase 10)”
(Sanger Institute), para visualizacdo das regides hibridizadas nos bracos

cromossOmicos de A. gambiae.
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4. RESULTADOS

O total de clusters (196) (tal numero deve-se a diferentes regibes de um
mesmo cluster, cujas hibridizacbes apareceram mais de uma vez em um mesmo
braco cromossdomico) e singlets (136) estdo representados na Tabela 1. A
similaridade das sequéncias dos produtos génicos de A. darlingi hibridizados in silico
em A. gambiae totalizaram 178 (levando em consideracdo apenas os clusters que
hibridizaram somente uma vez, sem repeti¢cdes). Os clusters (Figura 1) e singlets
(Figura 2) de A. darlingi foram hibridizados com auxilio do programa “ARTEMIS” no
cromossomo 2, (braco 2R e 2L); cromossomo 3 (braco 2R e 2L) e cromossomo X de

A. gambiae.

Tabela 1: Clusters e Singlets de A. darlingi hibridizados in silico nos cromossomos de A.
gambiae.

Bragos

Cromossémicos X 2R 2L 3R 3L Total
Clusters 13 64 40 45 34 196
Singlets 7 50 38 25 16 136
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Figura 1: Figura gerada pelo programa “Artemis” para visualizacdo das regides de hibridizacédo
dos clusters de A. darlingi nos cromossomos de A. gambiae. A. Braco cromossdmico X; B.
Brago cromossdmico 2R; C. Brago cromossdmico 2L; D. Brago cromossdémico 3R; E. Braco

cromossomico 3L.
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Figura 2: Figura gerada pelo programa “Artemis” para visualizagéo das regifes de hibridizacdo dos
singlets de A. darlingi nos cromossomos de A. gambiae. A. Braco cromossémico X; B. Bracgo
cromossdmico 2R; C. Brago cromossémico 2L; D. Brago cromossdmico 3R; E. Bragco cromossémico
3L.
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Na Tabela 2 (ANEXO 1) estdo representados os produtos génicos de A.
darlingi que hibridizaram nos cromossomos de A. gambiae. Para as sequéncias

génicas denominadas ENSANGP, buscou-se reconhecimento de similaridade para

EMBL (http://www.ebi.ac.uk/fembi/) ie Panther (http://www.pantherdb.org/), assim foi

possivel estabelecer as provaveis categorias funcionais (COG - Clusters of

tais produtos génicos hibridizados. Na tabela 2 consta também o indice estatistico
de valor esperado (e-value).

Os 178 clusters hibridizados nos cromossomos de A. gambiae estdo
representados nas Tabelas 3 a 7 (ANEXO 1), e 465 clusters ndo tiveram
similaridade com A. gambiae ao serem hibridizados in silico.

Entre os contigs e singlets hibridizados, detectou-se sequéncias génicas tais
como actina, genes ribossomais e sequéncias génicas desconhecidas e/ou
hipotéticas. Além destes genes expressos, detectou-se similaridade das ESTs de A.
darlingi com sequéncias de outros organismos: Aedes aegypti, D. melanogaster e
Culex spp.

Os produtos génicos de A. darlingi encontrados nos 178 clusters foram
agrupados por categoria geral de fungéo do COG, dentre as quais, a categoria geral
Armazenagem e Processamento de Informacgdes foi a mais frequente, com maior

namero de sequéncias (Graficol).

14%

@ Armazenamento e

36% Processamento de Informagdes

m Processos Celulares e
Sinalizagao

O Metabolismo

30%

0O N&o Caracterizado

20%

Grafico 1 - Representacdo da porcentagem de genes homdlogos encontrados por
categorias gerais do COG no GenBank.
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O percentual dos produtos génicos relacionados aos COGs é representado
por cada grupo das categorias gerais; na categoria geral "Armazenamento e
Processos de Informacédo, a categoria J) que inclui traducéo e estrutura ribossémica
foi a mais frequente. Na categoria geral “Processos Celulares e Sinalizacdo” as
categorias gerais mais abundantes foram M) parede celular, membrana, N)
motilidade celular e Z) citoesqueleto. Na categoria geral “Metabolismo” as categorias
C) producao de energia e conversdo e Q) biosintese de metabdlitos secundarios,

transporte e catabolismo foram as mais frequentes (Grafico 2).
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Grafico 2: Numero de clones ortélogos encontrados em A. darlingi e suas provaveis
funcdes. Legenda: J) traducgdo, incluindo estrutura ribossémica; C) producdo e conversao
energética; Q) Catabolismo, transporte e biossintese de metabdlitos secundarios; R)
predicdo funcional geral; M) estrutura de parede celular e membrana; N) motilidade celular;
Z) citoesqueleto; P) transporte e metabolismo de ion inorganico; S) fungéo desconhecida; I)
metabolismo de lipideo; K) transcricdo; V) mecanismos de defesa; T) mecanismos de
transducéo de sinal; O) chaperone molecular e fungédo correlacionada; E) transporte e
metabolismo de aminoacido; A) processamento e modificacgdo de RNA; L) reparo,
recombinacgéo e replicacéo de DNA; B) estrutura e dindmica da cromatina; D) divisao celular
e cromossomica; Y) estrutura nuclear; W) estruturas extracelulares; U) trafego intracelular,
secrecao e transporte vesicular; G) transporte e metabolismo de carboidrato; F) transporte e

metabolismo de nucleotideo.
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5. DISCUSSAO

O constante surgimento de novos métodos experimentais, a possibilidade de
combinar a informacdo contida em sequéncias génicas e estruturas, para obter
novos dados sobre niveis de expressdo génica de todos os genes (genbmica
funcional) e de todas as fungdes e interacdes entre proteinas (protedmica), abrem a
porta para uma nova era, a pos gendmica. Trabalhar com auxilio do
desenvolvimento de metodologias e algoritmos que permitam elucidar todas essas
combinacBes entre genes e proteinas é, sem duvida, a nova fronteira da ciéncia
(Malone et al., 2006). Apesar da importancia do A. darlingi como principal vetor da
malaria na regido amazbnica, pouco € conhecido a respeito de seu genoma e
proteoma, principalmente pelas dificuldades em manter a espécie em laboratorio por
mais de uma geracao (Calvo et al., 2004). Os resultados deste trabalho fornecem os
primeiros dados de hibridizagdo in silico com as sequéncias obtidas pelo projeto
genoma do Anopheles darlingi.

Enquanto a sequéncia do genoma esta disponivel para uma variedade de
organismos, 0 numero preciso dos genes codificados ainda € um assunto a ser
debatido. A combinagdo de diferentes meétodos de predicdo computacional e
avaliacdo experimentais tais como os dados da analise in silico fornecerédo
resultados mais completos das anotacbes de genomas, a fim de conseguir um
contetdo mais completo dos genes (Hild et al., 2003).

Um estudo relacionado ao genoma de A. darlingi foi realizado por Calvo et al.
(2004), onde os autores descreveram o transcriptoma das glandulas salivares da
espécie; nele foram sequenciados 593 clones de cDNAs e 289 clusters, os dados
foram comparados com o transcriptoma de A. gambiae; a anotacdo das sequéncias
foi dividida em trés categorias funcionais: S, associados com produtos secretados
(52.78% das sequéncias); H, atividades metabodlicas em todos os tipos de células
(25,12% das sequéncias) e U, funcdo desconhecida (22,09% das sequéncias); uma
andlise estatistica (P < 0.01, teste X*) mostrou que tais clusters possuem uma média
diferente uns dos outros, e tais resultados corroboram com aqueles encontrados
para o transcriptoma das glandulas salivares de Ae. aegypti, onde foram
encontrados 59 produtos génicos com func¢do desconhecida, descritos pela primeira
vez, além de serem conservados em outros organismos (Ribeiro et al., 2007); A.
gambiae, A. stephensi e Ixodes scapularis (Francischetti et al., 2002; Valenzuela et

al., 2002a,b, 2003); Calvo et al. (2007) sequenciaram os transcritos de 916 clones de
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uma biblioteca da glandula salivar de A. funestus e encontraram 222 clusters com
funcdes génicas desconhecidas. Mas no presente trabalho, cujo objetivo foi
hibridizar todo o genoma de A. darlingi em A. gambiae e ndo apenas produtos
génicos das glandulas salivares, néo foi caracterizado nenhum produto génico com
provavel funcdo secretora, as atividades metabdlicas representaram 30% dos
produtos génicos encontrados e para a funcdo desconhecida caracterizamos 14%
dos produtos génicos (grafico 1).

No trabalho realizado com os transcritos da glandula salivar de Ae. aegypti
(Ribeiro et al., 2007), os autores analisaram um conjunto de 4.232 ESTs da
biblioteca de cDNA de glandulas salivares de fémeas adultas, foi utilizado o
programa “ARTEMIS” para a identificacdo de 573 novos transcritos para a espécie.
Encontraram 234 sequéncias de produtos génicos com fungdo desconhecida, mais
de 50% das sequéncias dessa classe derivam de transcritos associados a sintese
de proteinas, metabolismo energético, modificacdo de proteinas e exportacdo de
proteinas.

As baixas porcentagens das categorias funcionais encontradas no presente
trabalho e a baixa quantidade de clusters hibridizados 178 e 465 clusters nao
hibridizados, podem estar relacionados com a escolha de altos parametros de saida
para o programa BLAST local, que fez com que a hibridizagdo das ESTs de A.
darlingi nos cromossomos de A. gambiae se tornasse mais criteriosa, ou entéo, tais
clusters podem ser restritos a A. darlingi, corroborando a idéia de Zdobnov et al.
(2002) para caracteristicas génicas inseto-especificas, onde encontrou um total de
579 genes ortdlogos restritos a A. gambiae e D. melanogaster; ou segundo a
hipotese de Sharakhov et al, (2001, 2002), as posi¢cOes relativas das sequéncias
cujas localizagbes no mapeamento genético sdo Unicas em ambas as espécies,
sustenta a hipétese de que ha homologia nos bragos cromossdémicos.

Inicialmente o genoma de D. melanogaster foi proposto com a existéncia de
14.000 genes (Adams et al., 2000). No trabalho realizado por Hild et al. (2003), no
gual utilizaram o software Fgenesh in silico, para mapear regiées do genoma de D.
melanogaster com maior precisdo, encontraram aproximadamente 2.000 novos
genes. No genoma de A. gambiae foram descritas 12.981 proteinas, além de 15.189
transcritos anotados, sem levar em consideragdo aquelas derivadas de transposons

ou sequéncias comuns a bactérias e transcritos alternativos (Holt et al., 2002).
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O genoma de A. gambiae também j& foi comparado com outros organismos
tais como D. melanogaster (Zdobnov et al., 2002), onde 1.283 proteinas
apresentaram pouca ou nenhuma homologia com a espécie comparada, porém,
apresentaram maior homologia com outras espécies. Em 1.437 proteinas de A.
gambiae e 2.570 proteinas de D. melanogaster ndo foram detectados homélogos em
nenhuma espécie que tenha seu genoma completamente sequenciado, o que pode
ser considerado como novos genes ou genes que possuam uma rapida taxa de
evolucao.

O processo de construcdo do COG leva em consideracdo a idéia de que
gualquer grupo de pelo menos trés proteinas de genomas distintos sdo mais
similares entre elas do que seriam para qualquer outra proteina oriunda de seus
préprios genomas, o0 que as tornam mais provaveis de pertencerem a uma familia de
ortélogos (Tatusov et al., 2003). As 178 sequéncias génicas analisadas foram
agrupadas por categoria geral de funcdo — COG, dentre as quais, a categoria
funcional J, possui 58 sequéncias de ESTS, representa a traducdo, biogénese e
estrutura ribossomal e esta incluida na categoria geral Armazenagem e
Processamento de Informacdes foi a mais frequente. Nessa categoria funcional séo
requeridos genes para a traducdo do mRNA em células eucaridticas, sendo
sequéncias altamente conservadas, que ocorrem na maioria dos organismos, nos
quais o numero de ribossomos esta diretamente relacionado com a atividade de
sintese protéica nas células (Lewin,1994). Ribeiro et al. (2007) encontraram 75
proteinas ribossomais com mecanismo de traducdo em Ae. aegypti, das quais 65
foram descritas pela primeria vez para a espécie.

Na categoria funcional relacionada a Processos Celulares, observou-se a alta
ocorréncia de genes envolvidos com estrutura da parede celular e membrana (M),
motilidade celular (N) e citoesqueleto (Z), as altas incidéncias podem estar
relacionadas com o fato da grande quantidade de sequéncias da biblioteca de cDNA
de A. darlingi serem de mosquitos adultos no presente estudo. Ribeiro et al. (2007)
encontrou produtos génicos que correspondem a 1.7% das sequéncias totais de
transcritos da glandula salivar de Ae. aegypti relacionados ao citoesqueleto e
proteinas da matriz extracelular, onde foi encotrado um receptor para esporozoitos
de Plasmodium gallinaceum nas glandulas salivares (Korochkina et al., 2006). E nas
glandulas salivares de A. funestus foram identificados 5 clusters para a mesma

categoria anteriormente citada (Calvo et al., 2007).
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Considerando o0s genes relacionados ao metabolismo, duas categorias
apresentaram altas frequéncias, producéo e conversao energetica (C) e Catabolismo,
transporte e biossintese de metabdlitos secundarios (Q). Em geral, dominios dessas
categorias funcionais participam em uma gama de vias metabdlicas como
produtores de energia na cadeia respiratéria. Ribeiro et al. (2007) encontrou 54
enzimas relacionadas ao Metabolismo de energia, das quais 51 eram novas, muitas
das quais estavam associadas com sintese proteica e secre¢cdo nas glandulas
salivares em A. aegypti. Nas glandulas salivares de A. funestus foram encontrados
21 clusters (76 sequéncias) para categoria de funcdo Metabolismo de energia (Calvo
et al., 2007).

Na categoria geral de produtos génicos mal caracterizados, a categoria que
apresenta funcdes gerais apenas preditas (R) foi a que apresentou maior quantidade
dentre as sequéncias génicas hibridizadas. Apesar de pouco caracterizados em A.
darlingi, esses produtos génicos foram descritos por estarem presentes nos insetos
em geral, pois pouco se conhece a respeito de todas as sequéncias génicas, ou pelo
menos as de menor importancia cientifica, depositadas nos bancos de dados
publicos na WEB e estudos futuros mais detalhados serdo extremamente
necessarios acerca da importancia de se conhecer todas as fungdes metabdlicas e
celulares dos vetores da malaria. Neste trabalho, entre as categorias funcionais
encontradas para A. darlingi, a J (traducéo, biogénese e estrutura ribossomal), foi a
gue apresentou maior homologia com as sequéncias de A. gambiae, depositadas no
GenBank. Essas proteinas exercem funcdo regulatoria, de traducdo e
processamento de prée-RNAm.

Considerando alguns produtos génicos presentes nos dados de hibridizacéo
in silico e apresentados na literatura destacam-se as proteinas ribossomais “40S
ribosomal protein S15/S22” e “40S ribosomal protein S20” presentes no
transcriptoma de A. darlingi, quando comparadas por BLASTp com sequéncias de A.
gambiae apresentaram alto grau de identidade (Calvo et al., 2009). No presente
trabalho, essas duas proteinas ribossomais apresentaram similaridade com
sequéncias génicas de Ae. aegypti e Ae. albopictus, respectivamente.

As proteinas ribossomais “60S ribosomal protein L11”, “60S ribosomal protein
L21" e “60S ribosomal protein L2/L8", também apresentaram alto grau de identidade
entre A. darlingi e A. gambiae (Calvo et al., 2009); e no presente estudo, a proteina

ribossomal “60S ribosomal protein L11”, apresentou similaridade com A. funestus, e
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as proteinas ribossomais “60S ribosomal protein L21” e “60S ribosomal protein
L2/L8” apresentaram similaridade com Ae. aegypti. Na construcdo do transcriptoma
de glandulas salivares do A. darlingi (Calvo et al., 2009), foram extraidas 183
sequéncias de proteinas e depositadas no GenBank, para isso, 2.371 clones de
cDNA foram utilizados e 966 clusters, foram utilizadas também 593 clones obtidos
por Calvo et al. (2004).

A proteina predita AeAct-3 (clone de cDNA do gene de actina) de Aedes
aegypti apresentou 94% de identidade com o0 produto  génico
ENSANGP00000022175, caracterizado como um gene predito de actina (Vyazunova
& Lan, 2004), cuja hibridizacdo in silico, no presente estudo, apresentou-se nos
bracos 2L, 2R, 3L e X. A proteina AeAct-3 representa um gene de actina especifico
de machos, o qual pode ter especificidade aos musculos de mosquitos machos
adultos. E em relagdo aos machos, nenhuma informacgéo a respeito dos dados de
sequéncias génicas foi atribuida ao cromossomo Y na primeira publicacdo do
genoma do A. gambiae (Holt et al.,, 2002). Estudos seguintes revelaram muitas
sequéncias repetitivas sobre o cromossomo Y, incluindo quatro familias de DNA
satélite e uma grande acumulacao de elementos de transposi¢ao, consistente com o
padrdo heterocromatico dos cromossomos (Krzywinski et al., 2004, 2005). Apenas
uma sequéncia especifica do Y, contendo uma ORF (open reading frame) foi
expressa exclusivamente em machos. Entretanto, uma pesquisa baseada em dados
de bioinformatica falhou ao revelar outras sequéncias contendo genes ligados ao Y
(Krzywinski et al., 2006). Nas analises in silico e BLASTn realizadas por Sharakhova
et al. (2007), foram identificadas 54 sequéncias curtas ligadas ao cromossomo Y,
todas as sequéncias sao repetitivas e pertencentes a uma familia satélite.

Os resultados apresentados no presente estudo sdo preliminares como a
predicdo de genes e as designacgfes funcionais geradas por analise computacional.
O primeiro trabalho realizado com as sequéncias de DNA de A. darlingi e utilizando
tal metodologia, foi realizado por Calvo et al. (2004), no qual descreveu o
transcriptoma das glandulas salivares.

O presente estudo representa um trabalho inicial da localizac&o in silico de
sequéncias do genoma funcional de A. darlingi, nos cromossomos de A. gambiae.
Tais resultados auxiliardo estudos futuros no conhecimento da sintenia dos genes
em termos evolutivos além de poder auxiliar no controle da maléaria de forma a

localizar genes de resisténcia a inseticidas nos vetores e genes relacionados a
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capacidade de desenvolvimento de espécies do género Plasmodium nos mosquitos

vetores da malaria.
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6. CONCLUSOES

A descricdo do transcriptoma de A. darlingi e o mapeamento in silico
comparativo dessas ESTs com as informacdes disponiveis para A. gambiae
representa um avanco no entendimento das funcdes protéicas e constituicdo

de seu genoma.

Estes resultados podem auxiliar a responder questdes sobre a preferéncia por
hospedeiros e capacidade vetorial, além de contribuir para o desenvolvimento

de estratégias de controle de A. darlingi e reducdo dos casos de malaria.
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CAPITULOII

MAPEAMENTO FiSICO DE GENES EXPRESOS EM CROMOSSOMOS
POLITENICOS DE Anopheles darlingi

1. INTRODUCAO

Nos insetos em geral, os machos apresentam um par de cromossomos
heteromorficos (XY) e as fémeas um par de cromossomos sexuais homomorficos
(XX). Geralmente o cromossomo Y € menor que o X. Nesse caso, 0 cromossomo Y
possui poucos genes homoélogos ao cromossomo X e sdo parcial ou totalmente
heterocrométicos (Jablonka & Lamb, 1990). Na familia Culicidae, a maioria das
espécies apresenta trés pares de cromossomos: 0 par | (cromossomos menores), 0
par Il (cromossomos maiores) e o par lll (cromossomos intermediarios). Esses trés
pares de cromossomos podem ser metacéntricos e um ou dois pares podem ser
levemente submetacéntricos (Rai, 1963; Rao & Rai, 1987). O cariétipo da subfamilia
Anophelinae, diferencia-se do cariétipo dos demais culicideos por apresentar um par
de cromossomos sexuais que pode ser heteromoérfico nos machos (X/Y) e
homomorfico nas fémeas (XX) (Kitzmiller, 1977). O A. darlingi apresenta cari6tipo
metafasico comum ao género com 2n=6 cromossomos, consistindo de dois pares de
cromossomos autossémicos (Il e Ill) e um par de cromossomos sexuais, sendo XX
nas fémeas e XY nos machos (Rafael & Tadei, 1998).

Considerando os estudos dos cromossomos politénicos salivares, A. darlingi
apresenta um cromossomo X com um brago e dois autossomos (Kreutzer et al.,
1972). O cromossomo X, mitético, € submetacéntrico em A. aquasalis (Kitzmiller &
Chow, 1971), em A. nuneztovari (Rafael et al., 1998; 2003), enquanto que é
acrocéntrico em A. darlingi (Rafael et al.,, 1998), A. noroestensis, A. argyritarsis
(Schreiber & Guedes, 1959), A. cruzii (Ramirez, 1989) e A. albitarsis lato sensu
(Rafael et al., 2005).

Os cromossomos politénicos de algumas espécies de Anopheles corados
com orceina lacto-acética, mostraram a localizagcdo da heterocromatina na regido
proximal do cromossomo X, onde se forma o nucléolo, como em A. darlingi
(Schreiber & Guedes, 1959, 1961; Tadei, 1985; Rafael, 2001), A. argyritarsis. A.
strodei, A. noroestensis e A. aquasalis (Schreiber & Guedes, 1959, 1961),
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Anopheles subpictus (Chaudhry, 1986), A. cruzii e A. bellator (Ramirez & Dassen,
1994, 1996).

Os cromossomos politénicos das glandulas salivares de mosquitos do género
Anopheles tém sido extensivamente estudados quanto as inversdes polimérficas.
Andlises do polimorfismo dos cromossomos politénicos de A. darlingi mostraram
altas frequéncias de inversdes heterozigotas (Guedes et al., 1957; Schreiber &
Guedes 1959, 1960). Kreutzer et al. (1972) estudando a variabilidade cromossdémica
em A. darlingi concluiram que popula¢bes da Amazénia sdo altamente polimérficas
guando comparadas as populacées do sul do pais, nas quais foram descritas nove
inversdes independentes e um arranjo complexo. Outras trés inversdes foram
descritas por Tadei et al. (1982, 1985), sendo uma no cromossomo X (Xb), uma no
cromossomo 2 (2Rd) e uma no cromossomo 3 (3Rc). Duas regibes de
despareamento também foram registradas: uma proxima ao centrdmero do
cromossomo X e duas no cromossomo 2, além de altas frequéncias de inversées no
estado heterozigoto nessa populagéo.

Outro aspecto do polimorfismo cromossémico de A. darlingi, refere-se a
identificacdo de populacbes com base no seu grau de heterozigosidade. As
populacdes do eixo central da Amazodnia mostram um numero medio de inversdes
por individuo, no estado heterozigoto que corresponde quase o dobro em relagao as
populagcées marginais, 0 que representa a reducdo em até 50% nos valores das
médias de inversdes por individuo, no estado heterozigoto (Tadei et al., 1984).

Nos ultimos anos, estudos envolvendo marcadores moleculares também tém
sido bastante utilizados em analises populacionais de A. darlingi. Amostras desse
mosquito foram estudadas quanto a sua distribuicdo geogréafica por meio de
aloenzimas (Rosa-Freitas et al., 1992; Santos et al., 1999), comportamento e DNA
mitocondrial (Rosa-Freitas et al., 1992; Conn et al., 1999). Marrelli et al. (2005),
encontraram diferencas nas sequéncias de ITS2 (second internal transcribed spacer)
de A. darlingi comparado com outras espécies do género Anopheles que diferiram
de 35 a 75%. Scarpassa & Conn (2007) analisaram populacdes de A. darlingi da
Amazonia central e ocidental brasileira e, por meio de sete loci polimorficos de DNA
microssatélites, encontraram baixa estruturagcéo genética e alto fluxo génico entre os
individuos. Esses resultados corroboram outros estudos de que populacdes de A.

darlingi sdo uma Unica espécie.
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A citogenética molecular tem sido uma ferramenta muito utilizada para
mapeamento fisico cromossdémico, por meio do método de hibridizacdo in situ (ISH —
in situ hybridization). O método de ISH consiste no emparelhamento de determinado
segmento de DNA ou RNA com uma sequéncia de nucleotideos complementar,
localizada dentro da célula. Para visualizar tal segmento, € necessario que ele esteja
marcado com molécula de facil identificacdo (sonda), para detectar a sequéncia
complementar de nucleotideos na amostra alvo; a sonda pode ser de DNA/DNA,
RNA/RNA ou DNA/RNA, que identifica genes especificos ou sequéncias de regides
cromossOmicas. A ISH é uma ferramenta Gtil para estimar o numero de copias de
sequéncias especificas, faz comparacfes taxonémicas ou populacionais evolutivas,
identifica espécies relacionadas e contribui com estudos de aspectos funcional e
evolutivo, de diversos dipteros (Lara 2002, Guerra, 2004). Cita-se o mapeamento do
gene Hsp70 em cromossomos politénicos de A. darlingi hibridizados nas regites
12A e 14A do cromossomo 2R, em popula¢cbes de Manaus e Macapa (Rafael et al.,
2004).

Outro método de citogenética molecular muito utilizada é a hibridizacé&o in situ
fluorescente (FISH — fluorescent in situ hybridization) que utiliza sondas marcadas
com fluorocromos ou enzimas para detectar, por exemplo, anomalias
cromossOmicas, pesquisas com aneuploidias e para mapeamento génico. Destaca-
se 0 estudo do mapeamento do DNA satélite na regido de heterocromatina
centromérica de Chironomus plumosos (Hankeln et al., 1994) e sequéncias de RNAr
18S-28S de Aedes albopictus hibridizadas em Culex pipiens no braco
cromossbmico 1 e em Anopheles labranchinae hibridizadas no brago longo
heterocromatico dos cromossomos sexuais X e Y (Marchi & Pili 1994). Os resultados
sugerem uma localizagdo preferencial dos genes RNAr sobre 0s cromossomos
sexuais. Sharakhov et al. (2004) utilizaram marcadores microsatélites como sondas
para determinar polimorfismo de inversGes e assim, caracterizar a estrutura
populacional de Anopheles funestus. Della Torre et al. (1996) utilizaram sequéncias
de cDNAs como sondas para hibridizar nucleos politénicos em A. gambiae e
encontraram 110 sitios.

Sequéncias de DNA complementar (cDNA) conhecidas ou sequéncias de
aminoacidos de uma proteina de interesse tém sido utilizadas como sonda para
hibridizacéo in situ em diversos organismos (Malone et al., 2006). Sharakhova et al.

(2007) utilizaram cDNAs nos métodos de FISH e hibridiza¢do in silico na regiao
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pericentromérica dos cromossomos politénicos de A. gambiae para otimizar os
dados obtidos na analise do genoma desse mosquito. O método de hibridizacdo in
situ permitiu, também, o mapeamento fisico da proteina odorant binding protein 1
(OBP1) em cromossomos politénicos da glandula salivar do Culex quinquefasciatus
(Mcabee, et al., 2007).

Com relacdo a importancia de conhecer a localizagdo fisica de genes no
genoma de dipteros, destacam-se as sondas de genes de proteinas utilizadas no
presente estudo, com auxilio da metodologia de ISH. Cita-se a lisozima, uma
proteina definida por sua atividade muramidase, cuja capacidade € quebrar a ligacao
entre 0 &cido N-acetylmuramic e nacetyl glucosamine (GIcNAc) na camada
peptidioglicana da parede celular bacteriana. Esta acdo resulta em lise celular
(Paskewitz et al., 2008). Em invertebrados foram identificados grupos distintos de
lisozimas dentre eles, o tipo chicken (tipo ¢) bem conhecido nos insetos (Hultmark,
1996) e bem caracterizado em A. gambiae os quais possuem consideravel variacdo
na estrutura e padrao de expresséao (Kang et al., 1996; Li et al., 2005). Varios genes
expressos do tipo ¢ sdo encontrados principalmente na fase larval, enquanto que
outros sdo mais abundantes na fase adulta. Cita-se o genoma da Drosophila
melanogaster, que contém 20 genes de lisozima tipo-c, a maioria dos quais sao
expressos em diferentes segmentos do intestino (Daffre et al., 1994), enquanto que
o0 genoma de A. gambiae contém 8 genes (LI, et al., 2005).

Em Aedes aegypti, Ursic Bedoya et al. (2005) verificaram a expressao
espacial e temporal dos transcritos de lisozima (Lys-A e Lys-E) com a metodologia
de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). A presenca da lisozima foi
constatada em todos os tecidos de larvas e pupas; ja na forma adulta de Ae. aegypti,
os transcritos foram encontrados em tecidos especificos em resposta a estimulos de
bactérias ou com alimentagdo sanguinea. A segunda familia de lisozima € o tipo i
(invertebrate), sendo dividido em dois genes Lys i-1 e Lys i-2 nos quais seus
possiveis papéis funcionais podem estar relacionados com a alimentacéo de sangue
ou de imunidade. As lisozimas tipo i podem desempenhar um papel desconhecido
na defesa imunolégica, podendo funcionar na digestdo de sangue ou bactérias.

Genes i-1 e i-2 foram caracterizados e analisados por gRT-PCR em diferentes
fases de desenvolvimento e em diferentes tecidos, de mosquitos fémeas adultas de
A. gambiae, para verificar seus possiveis papéis na expressao funcional para essas

proteinas (Paskewitz et al., 2008). Os autores concluiram que a Lys i-1 foi facilmente
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detectavel em todas as fases, enquanto a Lys i-2 foi mais abundante nos adultos.
Além disso, elevados niveis nas transcricbes de Lys i-1 foram observados em um
dos ovérios seguidos por alimentacdo com sangue, nos tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso. Paskewitz et al. (2008) mapeou os genes Lys i-1 no brago 3L, divisédo
41C e Lys i-2 no cromossomo X, divisao 3D.

A troponina é o principal regulador da contragdo muscular. E formada por um
complexo de trés subunidades: troponina C (TpnC), troponina | (Tpnl) e troponina T
(TpnT) que se ligam a tropomiosina (revisdo em Filatov et al. 1999; Gordon et al.,
2000). A TpnC aumenta os niveis de calcio intracelular e induz uma mudanca
conformacional no complexo troponina-tropomiosina desencadeando uma contracao
muscular (Reinach et al., 1997; Vassylyev et al., 1998; Herranz et al., 2005b).
Dipteros como Drosophilidae, A. gambiae, e outros insetos holometabolos tais como
Apis mellifera tém dois conjuntos diferentes de musculatura, um sendo formado dos
embrides para as larvas e o outro formado durante a pupacdo para os adultos.
Muitos dos musculos em adultos sao fisiologicamente Unicos para essa fase de
desenvolvimento (Lovato et al., 2001; Herranz et al., 2005b). A contracdo muscular é
regulada por mudancas na concentracdo de Ca®* nas fibras. Em muitos
invertebrados, incluindo insetos, esse controle é através de proteinas ligadas ao
Ca?* nos filamentos finos e grossos (Lehman et al., 1974; Lehman & Szent-Gyorgyi,
1975). Tais filamentos nos musculos esqueléticos sdo ativados quando o Ca** liga-
se ao complexo troponina-tropomiosina, produzindo uma mudancga na posi¢cédo da
tropomiosina, que parcialmente expde a ligagdo da miosina ao sitio de actina
(Huxley, 1972; Vibert et al., 1997; Qiu et al., 2003).

A troponina | (Tpnl), presente nos muasculos, € um elemento-chave no
complexo de proteinas que regulam ao longo da musculatura de filamentos finos e
grossos (Maytum et al., 2003 apud Marin et al., 2004). Marin et al. (2004)
observaram a expressdo da Tpnl na fase embrionaria de D. melanogaster e
localizaram transcritos em células somaticas musculares com auxilio da metodologia
de hibridizacéo in situ. Em D. melanogaster a Tnl é codificada pelo gene wings-up A
(wupA) (Barbas et al., 1991), o qual foi posteriormente mapeado no cromossomo X,
regido 16F (Prado 1999). Herranz (et al., 2005a) descreveram como as isoformas
Tpnl e TpnT evoluiram em insetos. Os autores realizaram um estudo sistematico dos
genes de troponina, para compreender os mecanismos que levaram a divergéncia

funcional na variacdo das isoformas e suas distintas expressbes em tecidos
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musculares e fases de desenvolvimento. Foram encontradas quatro espécies da
familia Drosophilidae: D. melanogaster, D. subobscura, D. pseudoobscura, e D.
virilis, cujos genes divergiram nos ultimos 60 milhGes de anos. Por outro lado, A.
gambiae e Apis mellifera divergiram de Drosophilidae ha cerca de 250 e 300 milhdes
de anos, respectivamente (Powell 1997; Dudley 2000; Gaunt e Miles 2002).

A actina é outra proteina de fundamental importancia, pois € responsavel pela
contragdo muscular; esta envolvida com outros processos celulares tais como a
morfogénese (Pollard & Weihing 1974). E encontrada em todas as células
eucaridticas e € altamente conservada em niveis nucléicos e sequéncias de
aminoacidos (Fyrberg et al., 1980; Zafar & Sodja, 1983; Mounier et al., 1987;
Hadden & Sodja, 1994). Tem um amplo espectro de funcdes que incluem a
determinagcdo da forma celular, contracdo muscular, movimento celular e
cromossomico, fagocitose e sinalizacao intracelular (Pollard et al., 2000; Fox, 2001;
Sodja et al., 2007). Em artrépodes, a actina pode ser dividida em trés grupos
funcionais: actina do citoesqueleto, actina dos musculos de adultos e actinas dos
musculos de larvas-adultos (Salazar et al., 1994).

Salazar et al. (1994) identificaram em A. gambiae, cinco genes constitutivos
gue expressam actina, dos quais um foi mapeado, o gene designado actWior,
localizado no cromossomo X, divisdo 1D. Os genes identificados pelos autores
apresentaram-se expressos em todos o0s estagios de desenvolvimento do mosquito,
0 que indicou que tais genes estavam relacionados ao citoesqueleto. O gene Act5C
foi utilizado como sonda por Bondinas et al. (2001) para mapear genes de actina in
situ em quatro espécies de Drosophila paleérticas: Drosophila ambigua, Drosophila
tristis, Drosophila obscura, Drosophila subsilvestris e a espécie “trans-paleartica”
Drosophila bifasciata. Posteriormente, Bondinas et al. (2002) realizaram trabalho
similar com o mesmo gene, no entanto utilizou cinco espécies nearticas do grupo
Drosophila: Drosophila pseudoobscura, Drosophila persimilis, Drosophila affinis,
Drosophila algonquin e Drosophila azteca. Nos dois trabalhos acima citados os
autores concluiram que os genes de actina estéo distribuidos de forma uniforme nos
cromossomos das espécies estudadas, o que reforca a hipétese de que os
elementos cromossémicos em Drosophila mantiveram suas caracteristicas durante a
evolucao.

A glutationa transferase (GST) desempenha um papel central na

desintoxicacdo de compostos enddgenos e xenobioticos e esta também envolvida
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no transporte intracelular e na biossintese de horménios e protecdo contra o
estresse oxidativo (Salinas & Wong, 1999). Existem pelo menos dois grupos de
glutationa transferase distribuidos e pouco relacionados, que sao classificados de
acordo com sua localizagcdo dentro da célula: microssomal e citosélica. E o terceiro
grupo, a classe Kappa, que esta localizado nas mitocdndrias de mamiferos (Morel et
al.,, 2004; Lander et al., 2004). Os dois primeiros grupos sdo estruturalmente
distintos do terceiro (Robinson et al., 2004). Um Unico gene de glutationa transferase
microssomal foi encontrado no genoma da D. melanogaster e outros trés genes
microssomais foram encontrados em A. gambiae (Toba & Aigaki, 2000; Ranson et
al., 2002). Para os autores, estudos mais especificos devem ser realizados para
determinar fatores que regulam a expressdo de genes individuais de glutationa
transferase, pois as atividades desses genes variam em toda a fase da vida dos
insetos. Como por exemplo, em Ae. aegypti, a atividade total desse gene aumenta
durante a fase larval, atingindo o seu auge na fase de pupa e declinio em adultos
(Hazelton & Laing, 1983).

Relatos de Enayati et al. (2005) mostraram elevadas atividades de glutationa
transferase associadas a resisténcia a todas as principais classes de inseticidas
como o DDT (Prapanthadara et al., 1993; Vontas et al., 2001). Em alguns casos, a
resisténcia de mosquitos a inseticidas foi atribuida ao aumento na quantidade de
uma ou mais enzimas de glutationa transferase, como resultado da amplificacdo de
um ou mais genes e geralmente através de aumentos na taxa transcricional (Ranson
et al.,, 2001). Avancos em genética e bioquimica revelaram a complexidade da
familia glutationa transferase em insetos. As funcbBes especificas no papel de
desintoxificacdo de xenobidticos foram identificadas, mas ainda had muito a ser
conhecido sobre o substrato endégeno de glutationa transferase em insetos (Enayati
et al., 2005).

Estudos preliminares apontam que a glutationa transferase D1 (GstD1) pode
estar relacionada com a resisténcia ao inseticida DDT nas espécies D. melanogaster
(Tang & Tu, 1994) e A. gambiae (Ranson et al., 2001), pois apresenta atividade
elevada. Assim como Drosophila mojavensis e Drosophila arizonae que vivem em
espécies de Cactos, dentro de tecidos em processo de necrose, estes produzem
alguns compostos organicos toxicos aos drosofilideos que, por sua vez, sofrem
pressédo seletiva, os quais evoluem apresentando resisténcia a esses compostos

organicos com auxilio da GstD1 (Matzkin, 2008).
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Algumas populagcdes de Ae. aegypti resistentes a inseticidas tém sido
detectadas ao longo de sua distribuicdo geogréfica (Cui et al., 2006). Lumjuan et al.
(2007) caracterizaram a familia da glutationa transferase em Ae. aegypti, e
encontraram 24 transcritos distintos de glutationa transferase derivados de 22
genes, os quais foram identificados no banco de dados de ESTs para a espécie;
concluiram que a familia de genes de glutationa transferase é surpreendentemente
conservada entre Ae. aegypti e A. gambiae. Ranson et al. (1997) hibridizaram dois
clones de cDNA (aggstl-1 e aggstl-2) da classe | de glutationa transferase em
cromossomos politénicos de ovarios de A. gambiae; as sondas hibridizaram em uma
Unica regido, a divisdo 18B do cromossomo 2R.

No presente trabalho foi determinado a localizagdo in situ dos produtos
génicos (lisozima, troponina, actina e glutationa transferase) do seu genoma
funcional em cromossomos politénicos, para auxiliar outras pesquisas e acodes
futuras de estratégia racional e seletiva de controle desse importante vetor da

maléria, especialmente na regido amazonica.
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2. OBJETIVOS

e Mapear sondas de ESTs in situ de A. darlingi, a partir de um banco de ESTs

de A. darlingi adulto.

e Localizar fisicamente genes de interesse a partir de sondas de ESTS, nos

cromossomos politénicos de A. darlingi, pelo método de ISH.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo
As coletas de A. darlingi foram realizadas na cidade de Coari, Amazonas
(4°6’S, 63°3'W) (Figura 1).
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Figura 1: Mapa do local de coleta de A. darlingi, na cidade de Coari (em
destaque no mapa), no estado do Amazonas.

3.2 Desenvolvimento de A. darlingi

As fémeas de A. darlingi coletadas na natureza foram mantidas no insetario
do Laboratério de Vetores de Malaria e Dengue do CPCS / INPA. A identificacdo dos
individuos foi realizada segundo as chaves taxondmicas de Forattini (1962), Gorham
et al. (1967), Faran & Linthicum (1981) e Consoli & Lourenco de Oliveira (1994).

As fémeas coletadas no campo foram alimentadas com sangue de pato
doméstico (Cairina moschata). A oviposi¢do foi realizada de forma individual em
copos plasticos, contendo papel de filtro umedecido. As desovas foram, entéo,
transferidas para copos contendo agua e papel filtro nas bordas. Depois da eclosao
dos ovos, as larvas foram alimentadas com p6 de figado e farinha de peixe (Santos
et al., 1981; Scarpassa & Tadei, 1990).
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3.3 Obtencédo dos cromossomos politénicos

As preparacdes das laminas dos cromossomos politénicos de A. darlingi
foram realizadas de acordo com as técnicas descritas por French et al. (1962) e
Kumar & Collins (1994), com modifica¢des para A. darlingi (Rafael et al., 2004).

As laminas foram preparadas a partir de glandulas salivares extraidas do pro-
torax de larvas de 4° estadio sobre as quais foram adicionados os fixadores | (1,5 mL
Carnoy: 5 mL &gua destilada), Il (2 mL Carnoy: 2 mL &gua destilada) e IIl (2 mL
acido latico 90%: 2 mL agua destilada). O material foi esmagado entre lamina e
laminula, sendo esta ultima siliconizada. As laminas preparadas foram armazenadas
em um recipiente com papel toalha umedecido com agua destilada até o momento
da extragdo da laminula em nitrogénio liquido e as laminas foram mantidas em

refrigerador a 20°C negativos.

3.4 Hibridizacéo in situ - ISH

3.4.1 Preparo de sonda

As sequéncias dos produtos génicos: lisozima, troponina, actina e glutationa,
foram retirados do banco da biblioteca de cDNA de A. darlingi adulto obtidas a partir
do Projeto Genoma Funcional de A. darlingi (Rafael et al., 2005b; Bridi et al., 2006),
cujas sequéncias génicas estdo inseridas no plasmideo pCMV SPORT6
(INVITROGEN), e no vetor de clonagem Escherichia coli e estdo estocados em
placas e armazenados em freezer 80°C negativos (tabela 1). O nimero de acesso

ao banco de dados é restrito, pois tais dados ainda nao foram publicados.

Tabela 1: Sondas utilizadas para ISH, a partir de colnes de ESTs com respectivas siglas
depositadas no banco da biblioteca (LNCC) e quantidade de pares de bases das sequéncias
génicas.

Sondas de ESTs de A. darlingi Nimero de pares de

bases
Lisozima (pl29-C04) 571 pb
TPA_inf: Troponina tipo C llla 812 pb
(pl27-F06)
Actina (pl17-G06) 779 pb
Glutationa Transferase epsilon4 889 pb
(pl05-A08)




3.4.1.1.Crescimento das Colbnias de Escherichia coli e extracdo do cDNA
plasmidial

As bactérias contendo os clones de interesse foram repicadas em meio de
cultura Cicle Grow (CG) em ambiente estéril e mantidas a 37°C, por 22 horas. Apos
este periodo, foi realizado um novo crescimento das colénias em 100 pL de meio CG
com Ampicilina (200ug/mL) e as bactérias foram transferidas com ajuda de um
replicador. A placa foi mantida a 37°C com agitacdo de 170 rpm, por 22 horas. A
extragdo do cDNA plasmidial foi realizada com o kit “Concert Rapid Plasmid
Miniprep System”, de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras foram

guantificadas com marcador lambda (A) em gel de agarose a 8%.

3.4.1.2 Marcac¢édo do DNA por Nick translation (Invitrogen cat. n°® 18160-
010)

Foram adicionados em um microtubo de 1,5 mL os seguintes reagentes:

-1pg de DNA,;

-5 pyL de dNTP (minus dATP);

- 2,5 uL de Biotin-14-dATP;

- 5 uL de Poll/DNAse I.

Foi acrescentada Agua Milli Q autoclavada para completar 50 pL de solug&o
em reacdo. A solucdo foi homogeneizada e o microtubo foi colocado a 15°C no
termociclador por 90 minutos. Em seguida, acrescentou-se 5 pL de Stop Buffer; 1,25
pL de SDS 5%; 28,12 pL de acetato de amdnia (7,5 M); 168,74 uL de Etanol 98%. A

amostra permaneceu over-night a 20°C negativos.

3.4.1.3 Purificacéo e precipitacdo da sonda

Apés o periodo de over-night, o material do microtubo foi centrifugado por 45
minutos a 4°C a 13.000 rpm. O sobrenadante foi retirado com cuidado para ndo
deslocar o pellet; foi adicionado 100 pL de Etanol 70% (gelado) e retirado logo em
seguida. Foi adicionado novamente 100 uL de Etanol 70% (gelado) e centrifugou-se
por 20 minutos a 4 °C a 13.000 rpm. O microtubo foi levado a estufa a 37°C até
ocorrer sua secagem completa. O pellet foi ressuspendido em 75 pL de solucdo de
hibridizacao, cujo contetdo consta dos seguintes reagentes:

- 100 pL de 20x SSC;

- 200 pL de Dextran Sulfato 50%;
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- 500 pL de Formamida;
- 200 pL de Agua Milli Q autoclavada.
Os procedimentos acima foram os mesmos utilizados para as marcacdes das

demais sondas utilizadas.

3.4.2 Pré-tratamento das laminas e desnaturacao da sonda

O pré-tratamento das laminas consistiu de desnaturagdo dos cromossomos
politénicos de A. darlingi. As laminas foram mergulhadas em cubeta contendo 2x
SSC a 65°C por 55 minutos, em seguida permaneceram a temperatura ambiente
(T.A.) até atingirem 35°C. As laminas foram transferidas para 2x SSC a T.A. por 5
minutos. Em seguida foram colocadas em cubeta, contendo NaOH (0,14 M) com
2xSSC a T.A. por 2 minutos. Foram transferidas para 2x SSC a T.A., por 5 minutos
por duas vezes. Depois desidratadas em Etanol 70% por 10 minutos, este ultimo
passo, foi repetido por duas vezes. Em seguida, novamente desidratadas em Etanol
95% por 10 minutos. As laminas permaneceram a T.A. até secarem completamente.

A desnaturacdo da sonda foi a 65°C no termociclador por 5 minutos, em

seguida colocada em gelo por 5 minutos.

3.4.3 Hibridizag&o in situ e detecgao dos sinais

Para a hibridizacdo in situ, utilizou-se o método de Lim (1993). Foram
aplicados 15 pL de sonda sobre as preparacbes citoldgicas, contendo os
complementos politénicos de A. darlingi. As laminas foram cobertas com laminulas
de 18x18 centimetros e transferidas para uma camara umida (recipiente com papel
toalha umedecido) e levadas a estufa por 37°C, para hibridizacdo in situ por 20
horas.

Para a deteccao dos sinais, as laminas foram colocadas em 2xSSC a 37°C,
para a retirada da laminula. Em seguida foram lavadas em 2xSSC a 37°C, durante
10 minutos, por duas vezes. As laminas foram colocadas em PBS 1X a T.A. durante
5 minutos, por duas vezes. Foram transferidas para uma cubeta, contendo Triton-x-
100 (0,1%) com PBS 1x; depois lavadas com PBS 1x em T.A., por 5 minutos.
Aplicou-se 200 pL de Tris com a adicdo dos reagentes A e B (kit de deteccao
Vectastain ABC - Cat. No. PK 6100) sobre cada lamina. Estas foram cobertas com
laminulas de 32x22 centimetros, colocadas em camara umida e levadas para estufa

a 37°C, por 30 minutos. A laminula foi retirada em PBS 1x, e as laminas lavadas
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duas vezes em PBS 1x a T.A., por 5 minutos. Em seguida foram transferidas para
uma cubeta contendo DAB (diaminobenzidine tetrahydrochloride - Sigma, Cat. No.
D-5637) e acrescidos o0 Tris e Peroxido de hidrogénio a 37°C, por 20 minutos. As
laminas foram lavadas em PBS 1x a T.A., por 5 minutos. Em seguida lavadas
novamente em agua Milli-Q, por duas vezes, durante 5 minutos. Para coloracéo da
lamina pingou-se Giemsa 1% em tampao fosfato sobre cada lamina que secaram a
T.A., por 10 minutos. Para tornar as laminas permanentes, foi adicionada uma gota
de Entellan (Merck), cobertas com laminula 22x22 centimetros e colocadas para

secar. Apos isso, as hibridizacdes in situ foram visualizadas em microscépio de luz.

3.5 Microfotografias
Os cromossomos politénicos foram fotografados com auxilio de maquina
fotogréfica digital e analisados em microscopio de luz Axioplan Zeiss, campo claro e

contraste de fase, com objetiva de 100x e ocular projectiva 10x/25.
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4. RESULTADOS

As laminas cujas preparacdes citolégicas permaneceram com morfologia
adequada para andlise dos sinais totalizaram 125 laminas. A perda de material
cromossOmico, durante a extragdo de laminulas em nitrogénio liquido foi expressiva,
pois foram descartadas 107 laminas. Para a hibridizagéo in situ foram utilizadas 39
laminas, nas quais utilizamos 9 sondas, mas somente 4 sondas mostraram sinais de
hibridizacdo com os nucleos politénicos salivares de A. darlingi: lisozima (pl29-C04),
TPA_inf: troponina C type llla (pl27-F06), actina (pl17-G06) e glutationa transferase
epsilon4 (pl05-A08).

O desenho do mapa de referéncia de Kreutzer et al. (1972) e o fotomapa do
A. darlingi (Rafael et al., em preparacdo) foram essenciais para confirmacdo das
localizacdes das regides hibridizadas, como mostra a figura 2, no mapeamento fisico
das sondas de ESTs localizadas no fotomapa de A. darlingi.

No brago cromossomico 2R hibridizaram os genes da lisozima em uma das
bandas escuras entre as sec¢des 8C e 8D (Figura 3) e 0 gene da troponina na sec¢ao
14B (Figura 4). No braco cromossdmico 2L obtivemos marcacdes in situ dos genes
de actina na sec¢do 23 (Figura 5) e o gene da glutationa transferase, hibridizou na
secdo 16C (Figura 6).
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Figura 2: Localizacdo fisica das 4 sondas de ESTs de A. darlingi (setas) no fotomapa (Rafael et al., em
preparacdo) do cromossomo politénico 2, bragcos 2R e 2L. Os asteriscos indicam as localizagdes dos
centrébmeros.



Figura 3: Mapeamento do gene da lisozima (pl29-C04) no
cromossomo politénico 2, brago 2R, nas se¢Bes 8C e 8D (seta).
Barra: 10pm.

Figura 4: Mapeamento do gene da troponina (pl27-F06) no
cromossomo 2, brago 2R, na secdo 14B (seta). Barra: 10pm



Figura 5: A. Mapeamento do gene de actina (pl17-G06)
hibridizado no brago cromossémico 2L, secdo 23 A e B (seta).
Barra: 10um. B. Aumento de 100x do sitio de hibridizacao.
Barra: 10 pm
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Foto 6: Mapeamento do gene da glutationa transferase
(pl05-A08), localizado no brago cromossémico 2L, segdo
16C (seta). Barra: 10um.
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5. DISCUSSAO
Utilizamos neste estudo os genes lisozima, TPA _inf: troponina tipo C llla,

actina e glutationa transferase epsilon4, do banco de ESTs do genoma funcional do

in situ em cromossomos politénicos desse mosquito. Tais genes foram escolhidos,
dada a sua importancia nas funcfes biolégica, molecular e processo metabdlico
mencionados anteriormente.

O mapeamento fisico cromossémico em mosquitos vetores da malaria na
América do Sul ainda séo escassos (Rafael, 2004). Cita-se o mapeamento fisico de
genes para o DNA repetitivo (DNAr) em cromossomos mitéticos e politénicos de A.
darlingi, Anopheles nuneztovari (Rafael et al., 2003) e Anopheles albitarsis stricto
sensu (Rafael et al., 2006), da Amazénia brasileira. Nos cromossomos mitéticos
dessas espécies o par sexual foi mapeado pelo DNAr na regido pericentromérica, o
qgue demonstrou relacdo direta da heterocromatina constitutiva (banda C) com a
NOR. Os genes ribossomais apresentaram distribuicdo diferente dentro dos blocos
de heterocromatina constitutiva do par sexual de ambas as espécies. Em nucleos
politénicos de A. darlingi e A. nuneztovari (Rafael et al., 2003), a sonda de DNAr
mapeou granulos de DNA ribossémico no cromossomo politénico X e no nucléolo, e
mostrou diferentes localizagbes da NOR e distribuicdo de granulos do DNArr.

As marcagOes in situ das sondas lisozima, TPA_inf: troponina tipo C llla,
actina e glutationa transferase epsilon4, foram detectadas no fotomapa de A. darlingi
(Rafael et al., manuscrito em preparacdo) de uma maneira mais precisa. Isto porque
este Fotomapa foi construido de amostras de area periférica da bacia amazoénica
brasileira, localidade de Guajara-Mirim, estado de Rondénia, fronteira do Brasil com
a Bolivia. Essas amostras possuem menos polimorfismo de inversdes
cromossObmicas, quando comparadas as amostras de A. darlingi da Amazénia
central (mapa de referéncia de Kreutzer et al.,, 1972), o qual foi construido com
nucleos politénicos das localidades de Manaus, Alixia e Itacoatiara (estado do
Amazonas) e Araraquara (estado de Sdo Paulo), que apresentam alto grau de
inversbes polimorficas. As novas sub-segfes cromossdmicas encontradas no
Fotomapa proposto por Rafael et al. (op cit.) possibilitaram a deteccdo in situ mais
refinada das sequéncias génicas (sondas) utilizadas neste trabalho.

Considerando a lisozima, esta tem sido encontrada no trato digestivo de

larvas e adultos e em glandulas salivares de dipteros, sugerindo seu papel na
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digestdo (Ursic Bedoya et al.,, 2005) e por mais de 40 anos seu papel tem sido
implicado, também, na defesa anti bacteriana (Malke, 1965). O gene da lisozima foi
mapeado em A. gambiae, com mapeamento génico de baixa resolucao por Dot Blot,
e foi encontrado no brago 2L, divisdo 27 (Kang et al.,1996). Os autores concluiram
gue o gene da lisozima é altamente conservado entre Anopheles, Hyalophora e
Drosophila. Posteriormente, Sharakhov et al. (2002) também mapearam o gene da
lisozima em A. gambiae e o localizaram no mesmo bra¢co cromossémico, regido 27D,
mas em A. funestus, foi mapeado no cromossomo 3R, secdo 30A. Os autores
sugerem que pode ter ocorrido uma translocacao entre os bracos 2L e 3R, com base
no comprimento relativo e padrdo de bandeamento; o que explicaria a lisozima ter
sido mapeada nos diferentes bragos cromossdmicos de A. gambiae e A. funestus.

Na familia tipo-c da lisozima de A. gambiae foram encontrados sete novos
tipos, totalizando oito genes, que foram denominados Lys c-1 a Lys c-8. Os genes
estdo divididos em dois conjuntos: o primeiro com os genes Lys c-1, Lys c-2, Lys c-3,
Lys c-5, Lys ¢-8; e 0 segundo Lys c-4 e Lys c-7. Li et al. (2005) mapearam esses
dois conjuntos de genes na mesma localizacdo dos trabalhos anteriormente citados,
brago 2L, regido 27D; apenas o gene Lys c-6 foi localizado na regido 22A do mesmo
bragco cromossémico. Os autores concluem que a lisozima em A. gambiae sofreu
uma extensiva radiagdo e possui uma divergéncia evolutiva.

Em A. darlingi foi identificada a marcacdo do gene da lisozima no
cromossomo 2R, secfes 8C e 8D. Kreutzer et al. (1972) registraram uma inversao
envolvendo as regibes 8A-8C (braco 2R). Tais inversdes para esse braco
cromossémico ndo sdo comuns no estado heterozigoto e os arranjos homozigotos
para esta inversdo sdo raros. No braco 2R, a presenca de trés inversdes
paracéntricas separadas: regido 8A-8C, 10A-10B e 12A-12-B, resultam em oito
diferentes padroes de bandeamento, corroborando com os dados de que
populacdes de A. darlingi da regido amazodnica sdo altamente polimorficas, cujo grau
de polimorfismo pode estar ligado a capacidade vetorial e a sua ampla distribuicéo.

Uma caracterizacdo molecular dos genes de lisozima e seu padrdo de
expressdo nos tecidos de individuos adultos podem estabelecer a base para
investigacdes futuras a respeito de sua importancia funcional em mosquitos. Alguns
perfis de expressao indicam que os genes de lisozima podem estar ligados com a
resposta imune. O fato de que varios genes expressos de lisozima sdo encontrados

em grande quantidade na fase adulta pode estar ligado com as localiza¢des Unicas
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nos sitios de hibridizacédo, cujas sondas utilizadas para o mapeamento in situ foram
de sequéncias de cDNA de adulto, 0 que pode sugerir ser o gene da lisozima um
bom marcador para estudo de evolucdo cromoss6mica e organizacdo gendémica de
A. darlingi.

A localizacdo cromossdmica para 0s genes ortdlogos de troponina nao é
conservada entre os géneros Drosophila e Anopheles (Sharakhov et al., 2002). A
Drosophila era o Unico inseto no qual a troponina tipo C (TpnC) tinha sido estudada
até 2003, pois Qiu et al. (2003) identificaram as isoformas de TnpC em musculos de
Lethocerus indicus e as compararam com as isoformas similares em D.
melanogaster e A. gambiae. Os autores destacam as localiza¢cdes cromossémicas
para as quatro isoformas de TnpC encontradas em D. melanogaster, presentes no
braco 2R estdo: DmTnC1 localizada na posicdo 41E, DmTnC2 na posicdo 47E e
DmTnC4 na posicao 41F; e no braco 3L a isoforma DmTnC3 na posi¢cdo 73E. Para
A. gambiae também sdo apresentadas quatro isoformas, das quais trés delas estédo
presentes no braco 2L: AgTnC1 localizado na posi¢cao 22B-25D, AgTnC2 na posi¢cao
25D-28D, AgTnC3 na posicdo 22B-25D, e no braco 3R a presenca da isoforma
AgTnC4 na posicao 33D-34A.

A localizagdo cromossémica da proteina TpnC Il em D. melanogaster foi
encontrada por Herranz et al. (2005b) na regido 41F do bragco cromossomico 2R,
mesma localizag&o encontrada por Qiu et al. (2003) para troponina tipo C. Os genes
TpnC llla e TpnC lllb estdo separados por 450 kb e em A. gambiae o gene TpnC llI
foi encontrado na regido 25D do braco cromossémico 2L (Qiu et al., 2003) . Os
genes de TpnC também sao cromossomicamente dispersos em Apis mellifera,
embora as localizagBes gendmicas precisas ainda sdo desconhecidas. A troponina
hibridizou, no presente trabalho, no bragco 2R, secdo 14B. Tadei et al. (1982)
descreveram uma inversao nas secdes 14A-14C nesse bragco cromossdémico. O
braco cromossémico 2R, além de ser o maior bragco do complemento politénico de A.
darlingi, € o brago que apresenta maior nimero de inversdes, como também ocorre
em A. gambiae (Coluzzi & Kitzmiller, 1975). Kreutzer et al. (1972) quando estudaram
populacdes de A. darlingi da Amaz6nia observaram alta incidéncia de inversées no
estado heterozigoto nessa espécie. Segundo Da Cunha (1950), a quantidade de
polimorfismo cromossémico tende a ser proporcional as variedades de habitats

explorados por determinada espécie.



Em relacéo a isoforma tipo C llla da troponina estudada no presente trabalho,
ha um rapido aumento no numero e especializacdo de tais sequéncias
correlacionado com o desenvolvimento e fungdes dos musculos em insetos durante
0 processo evolutivo. Isso pode sugerir que a troponina é um bom marcador
cromossOmico para estudos evolutivos de A. darlingi.

A actina na maioria dos eucariotos possui uma sequéncia génica altamente
conservada (Hennessey et al., 1993). Varios trabalhos sugerem que as diferentes
isoformas de actina possuem propriedades Unicas, mas é conhecido também, que
as isoformas ndo estdo distribuidas de maneira uniforme nas células. Uma das
principais isoformas, ausente nos musculos, € a 3-actina que juntamente com o RNA
mensageiro que a codifica estdo localizados nas membranas celulares (Hoock et al.,
1991; Singer, 1992), sugerindo que as isoformas se apresentam de acordo com as
funcbes subcelulares. A excessiva expressao ectopica de isoformas de actina em
culturas de células confere fendtipos distintos (Scheznov et al., 1992), sugerindo
novamente que as diferentes isoformas possuem propriedades Unicas. Essas
observacdes indicam que as isoformas de actina ndo possuem funcionalidades
equivalentes, considerando as correlacdes das sequéncias com seus padrbes de
expressdo. Segundo Fyrberg et al. (1983) ha seis isoformas de actina para D.
melanogaster, divididas em trés pares: Act5C (mapeada no cromossomo X) e
Act42A (localizada no cromossomo 2R), expressas no citoesqueleto; Act57B
(mapeada no cromossomo 2R) e Act87E (localizada no cromossomo 3R), expressas
em musculos de larvas e adultos e, por altimo, Act79B (localizado no cromossomo
3L) e Act88F (localizado no cromossomo 3R), expressas em musculos relacionadas
ao voo.

Fyrberg et al. (1994) isolaram e caracterizaram genes de proteinas
relacionados com a codificacdo da actina em D. melanogaster e identificaram suas
localizagbes nos cromossomos politénicos com a metodologia de hibridizag&o in situ.
Foram encontrados quatro genes, os quais foram designados: Arp14D, localizado na
regido 14D do cromossomo X; Arp53D, localizado na regido 53D do braco
cromossoémico 2R; Arp66B, localizado no brago 3L cujo mapeamento foi realizado
por Fyrberg & Fyrberg (1993) e Arp87C, localizado no braco 3R. O gene Arp53D néo
apresentou nenhuma similaridade com sequéncias de outros genes de actina
depositados nos bancos de dados publicos. Entdo, os autores concluiram que era

um gene novo e expresso apenas em machos.
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No presente trabalho o gene da actina hibridizou em um (nico sitio do
cromossomo 2, brago 2L, na se¢do 23 A-B de A. darlingi. Sharakhov et al. (2002)
utilizando a metodologia de FISH, registrou Unica localizacdo do gene de actina em
ndcleos politénicos de células nutridoras do ovario de A. gambiae, encontrando-o na
secao 43B e em A. funestus se¢ao 46D, ambos no brago 3L. Os autores sugerem
gue pode ter ocorrido um evento de transposi¢éo entre os bracos 2L e 3L, o0 que
responderia as diferencas sitios distintos de hibridizac6es do gene actina nos bracos
cromossomicos de A. gambiae e de A. darlingi do presente estudo.

No estudo de Kreutzer et al. (1972), a inversdo descrita para o braco 2L de A.
darlingi foi na regido 22B-21A, que é composta por trés diferentes rearranjos, todos
sdo compostos por uma inversdo paracéntrica simples, dois rearranjos sao de
populacdes cuja coleta foi realizada no estado de Sdo Paulo e a terceira € da cidade
de Manaus, e este Ultimo pode envolver a secdo 23 B, mesma regido hibridizada
pelo gene de actina (Kreutzer et al., 1972). Posteriormente uma regidao de
despareamento foi descrita para o brago 2L, na regido 18A-18B (Tadei et al., 1982).
Considerando que a actina € uma proteina encontrada em todas as células de
eucariotos, é altamente conservada evolutivamente nos niveis nucleico e de
sequéncias de aminodacidos (Sodja et al., 2007), exerce papel importante na
determinagcdo da forma celular, contracdo muscular, movimento celular e
cromossOmico, fagocitose e sinalizagdo intracelular sugere-se, entdo, que esta
proteina pode ser um excelente marcador para estudos de evolugcao cromossdmica
e de organizacdo gendmica de A. darlingi.

As glutationas transferases sao enzimas multifuncionais que podem ser
encontradas na maioria dos eucariotos aerébios e procariotos (Frova, 2006). Sao
conhecidas por seu papel na desintoxicacdo, que catalisa uma conjugacgéo entre a
GSH e vérias combinacdes toéxicos eletrofilicas. A classe Delta, que é especifica de
insetos é de interesse particular, tém potencial para conferir resisténcia a grupos
importantes de inseticidas e desempenhem um papel vital em proteger as células
contra danos oxidativos (Ranson & Hemingway, 2005). Uma segunda grande classe
de glutationa transferase é a Epsilon, também restrita a insetos (Ranson et al.,
2001). As classes Delta e Epsilon tém expandido de forma independente em D.
melanogaster e A. gambiae, sugerindo que estas enzimas desempenham um papel
importante na adaptacao dessas espécies (Ranson et al., 2002; Enayati et al., 2005).

As classes Epsilon e GSTE2, tém sido associadas a resisténcia a DDT em A.
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gambiae do Leste da Africa e Ae. aegypti da Tailandia (Ding et al., 2003; Lumjuan et
al., 2005). Além das classes Delta e Epsilon, h4 outras quatro classes: Omega,
Sigma, Theta e Zeta (Ranson et al., 2001), totalizando seis classes, cujos membros
ja foram identificados em A. gambiae e D. melanogaster (Ranson et al., 2002). Em
A. darlingi, presente trabalho, o gene da glutationa transferase, classe epsilon, foi
hibridizado no cromossomo 2L, se¢éo 16C.

Ranson et al. (2000, 2001) registraram que no cromossomo 3R, divisdo 33B
contém o maior locus relacionado com resisténcia a DDT em A. gambiae, e estudos
posteriores localizaram um cluster com oito sequéncias de glutationa transferase
dentro desta regido gendmica (Ranson et al., 2002). Ranson (et al., 2001) relatam a
descoberta de uma nova classe de glutationa transferase, classe lll, onde encontra-
se os dois maiores loci relacionados com a resisténcia a DDT em A. gambiae e a
classe epsilon: o primeiro € loci rtd1, que esta localizado no cromossomo 3R entre
as divisdes 32C e 34C; o segundo é o loci rtd2, localizado no cromossomo 2L
préximo a regido 21, tal resultado estd mais préoximo daquele que foi encontrado
para A. darlingi, regido 16 C, braco 2L; o que responderia tal proximidade nas
regides hibridizadas entre A. darlingi e A. gambiae o alto grau de polimorfismo de
inversdes presentes em A. darlingi (Kreutzer et al., 1972; Tadei et al., 1982). Outra
localizag&o para hibridizac&o da glutatona transferase foi encontrada por Sharakhov
et al. (2002), secdo 38B em A. gambiae e secdo 38C em A. funestus, ambos no
cromossomo 3L.

O estudo relacionado a glutationa transferase € de extrema importancia tendo
em vista seu papel na resisténcia ao DDT. Ja que algumas classes de glutationa
trasnferase sao especificas a individuos na fase adulta, ha provavelmente muitos
genes ortélogos dentro da classe Epsilon (Strode et al., 2008), como o gene utilizado
no presente estudo, cujo papel fisiologico em mosquitos ainda é desconhecido.
Podemos sugerir, entdo, que o gene de glutationa transferase € um bom marcador
no processo evolutivo de suas diferentes classes.

Os genes da lisozima, troponina, actina e glutationa transferase de A. darlingi
sdo considerados bons marcadores para estudos de evolugcdo cromossémica,
organizacdo genOmica e relagBes entre populacdes de A. darlingi. O presente
trabalho de mapeamento fisico cromossémico dessas ESTs em A. darlingi

representa a continuidade do estudo com genes expressos, iniciado por Rafael et al.
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(2004) nesse mosquito, que € considerado historicamente o principal vetor da

malaria no Brasil.
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6. CONCLUSOES

Considerando o alto grau de polimorfismo de inversdes de A. darlingi, e que
0s genes da lizosima, troponina, actina e glutationa transferase hibridizaram
em localizagdes Unicas, diferente das hibridizagcbes encontradas para
espécies como A. gambiae, A. funestus e D. melanogaster, sugerem-se que
0s genes mapeados em A. darlingi podem ser Uteis como marcadores

genéticos para estudo da organizacdo genémica desse mosquito.

O presente mapeamento fisico cromossémico, utilizando sondas de ESTs de
A. darlingi representa uma oportunidade Unica para compreender a estrutura
e organizacdo do seu genoma, a biologia evolutiva e variabilidade
cromossOmica. Além de estudos futuros sobre as sintenias das localizacfes

cromossomicas das sondas utilizadas no presente estudo.
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ANEXO 1

Tabela 2: Produtos génicos de Anopheles darlingi que apresentaram similaridade ao serem
hibridizados in silico no genoma de Anopheles gambiae (totalizaram 178). E-value = Indice
estatistico de valor esperado, COG = Clusters of Ortologous Groups.

Cluster Produtos Génicos E-value Informacbes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 10 ENSANGP0000001579 7.00E-049  NADH: ubiquinone C

1 [Anopheles gambiae oxidoreductase, NDUFS5.
str. PEST]
Acesso: EMBL PF10200
Cluster 12 ENSANGP0000001007 8.00E-053  Transketolase, central region P
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR005475
Cluster 17 ENSANGP0000001043 7.00E-063  Zinc finger, RING-type R
7 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001841
Cluster 22 ENSANGP0000001761 2.00E-059  Ribosomal protein S25 J
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR004977
Cluster 25 ENSANGP0000001102 e-115 Ribosomal protein L3 J
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000597
Cluster 27 ENSANGP0000001329 1.00E-036 ATPase, FO complex, subunit E, P
8 [Anopheles gambiae mitochondrial
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR008386
Cluster 41 ENSANGP0000002511 3.00E-046  Ribosomal protein 60S J
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001813
Cluster 48 ENSANGP0000001745 2.00E-010  Ubiquitin related modifier 1 C
2 [Anopheles gambiae (Urm1l)
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR015221
Cluster 57 ENSANGP0000001906 3.00E-071  Calcium-binding EF-hand P, K
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR002048
Cluster 65 ENSANGP0000002531 2.00E-067  Glutamate/phenylalanine/leucine/ E
5 [Anopheles gambiae valine dehydrogenase
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR0O06095
Cluster 66 ENSANGP0000001019 1.00E-048  Vps52/Sac2 Q
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR007258
Cluster 69 ENSANGP0000001395 1.00E-077  Ribosomal protein S19/S15 J
7 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR002222
Cluster 71 ENSANGP0000001945 8.00E-045 Ribosomal protein S27e J
3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000592
Cluster 96 ENSANGP0000002082 e-114 Fumarate hydratase, class Il C
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR0O05677
Cluster 106 ENSANGP0000002066 4.00E-096  Ribosomal protein L4/L1e J
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR002136
Cluster 110 ENSANGP0000001677 3.00E-026  D-isomer specific 2-hydroxyacid C

0 [Anopheles gambiae
str. PEST]

dehydrogenase, catalytic region

Acesso: EMBL IPR006139
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Cluster Produtos Génicos E-value Informag¢fes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 117 ENSANGP0000001936 6.00E-050 UNCHARACTERIZED S

3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso Panther: PTHR12336
Cluster 123 ENSANGP0000002105 6.00E-087 = UNCHARACTERIZED S
6 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso Panther: PTHR21106
Cluster 132 ENSANGP0000002460 2.00E-019 ATPase, F1 complex, alpha Q
4 [Anopheles gambiae subunit
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR005294
Cluster 154 ENSANGP0000002214 2.00E-033  Ribosomal protein L35Ae J
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001780
Cluster 167 ENSANGP0000002217 0.0 Actin/actin-like N, Z
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR004000
Cluster 170 ENSANGP0000001683 1.00E-026 UNCHARACTERIZED S
1 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso Panther:
PTHR14167:SF1
Cluster 171 ENSANGP0000001696 9.00E-066  MD-2-related lipid-recognition |
3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR003172
Cluster 190 ENSANGP0000001641 e-115 No itens found S
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] thtfp:/www.nchi.nlm.nih.gov/sites/
entrez
Cluster 191 ENSANGP0000001206 e-123 ATPase, FO complex, subunit B, P
9 [Anopheles gambiae mitochondrial
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR008688
Cluster 195 ENSANGP0000001356 5.00E-096 Peptidase aspartic, catalytic Q
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR009007
Cluster 202 ENSANGP0000001870 1.00E-046  Ribosomal protein L37e J
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001569
Cluster 210 ENSANGP0000001786 3.00E-062  ETC complex | subunit C
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR006806
Cluster 213 ENSANGP0000001681 6.00E-048  Peptidase S1 and S6, N
7 [Anopheles gambiae chymotrypsin/Hap
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR001254
Cluster 254 ENSANGPO0000001016 e-155 ATPase, F1 complex, gamma C
7 [Anopheles gambiae subunit
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR000131
Cluster 258 ENSANGP0000001848 7.00E-091  Signal peptidase subunit N
0 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso NCBI:
0i|42762505|gb|AY432333.1
Cluster 264 ENSANGP0000001188 e-105 ATPase, F1 complex, C
2 [Anopheles gambiae OSCP/delta subunit
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR0O00711
Cluster 267 ENSANGP0000001932 1.00E-025  Proteasome, alpha and beta P
9 [Anopheles gambiae subunits

str. PEST]

Acesso: EMBL IPR001353
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Cluster Produtos Génicos E-value Informag¢fes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 280 ENSANGP0000001910 3.00E-039  similar to Drosophila CG30415 S

8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso NCBI:
0i|158289474|ref|[XM_311195.4

Cluster 287 ENSANGP0000002385 2.00E-061  ATP: guanido C

2 [Anopheles gambiae phosphotransferase
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR000749
Cluster 290 ENSANGP0000001194 3.00E-090 GPCR, rhodopsin-like R
9 [Anopheles gambiae superfamily
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR017452
Cluster 292 ENSANGP0000001825 8.00E-059 Insect cuticle protein M
3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000618
Cluster 293 ENSANGP0000002301 e-110 Glutathione S-transferase, C- Q
7 [Anopheles gambiae terminal-like
str. PEST] Acesso: EMBL IPR010987
Cluster 297 ENSANGP0000001024 e-108 Glutathione transferase Q
7 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso NCBI: AY440193.1
Cluster 299 ENSANGP0000001670 4.00E-064  Peptidyl-prolyl cis-trans N
6 [Anopheles gambiae isomerase, FKBP-type
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR001179
Cluster 300 ENSANGP0000002190 2.00E-042  Glycosyl transferase, family 20 M
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso EMBL: IPR001830
Cluster 302 ENSANGP0000001541 2.00E-079 Ribosomal protein S11 J
7 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001971
Cluster 307 ENSANGP0000002823 2.00E-045  Translocon-associated beta N
4 [Anopheles gambiae (TRAP_beta)
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR008856
Cluster 309 ENSANGP0000001501 e-113 Ribosomal protein L1 J
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR002143
Cluster 318 ENSANGP0000001230 2.00E-084 family  Ribosomal_S27 (Ae. J
2 [Anopheles gambiae aegypti)
str. PEST]
Acesso NCBI:
0i|42764020|gb|AY432783.1
Cluster 320 ENSANGP0000002101 9.00E-025  Protein of unknown function DM9 S
1 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR006616
Cluster 321 ENSANGP0000001770 6.00E-067  Ribosomal protein L32e J
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001515
Cluster 327 ENSANGP0000003055 7.00E-088  Ferritin, N-terminal Q
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001519
Cluster 342 ENSANGP0000001036 1.00E-040  Glyceraldehyde 3-phosphate  Q
0 [Anopheles gambiae dehydrogenase (GlycerAld_3-
str. PEST] P_DH)
Acesso: EMBL IPR000173
Cluster 347 ENSANGP0000001098 e-134 Ribosomal protein S3Ae J

3 [Anopheles gambiae
str. PEST]

Acesso: EMBL IPR001593
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Cluster Produtos Génicos E-value Informag¢fes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 348 ENSANGP0000001825 3.00E-059 Insect cuticle protein M

3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000618
Cluster 391 ENSANGP0000002134 e-106 NADH dehydrogenase |, D C
5 [Anopheles gambiae subunit
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR010219
Cluster 394 ENSANGP0000002186 1.00E-066  Ribosomal protein L22 J
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR002671
Cluster 411 ENSANGP0000001580 e-138 Phosphoglycerate mutase 1 C
0 [Anopheles gambiae (Phosphogly_mut1)
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR005952
Cluster 428 ENSANGP0000001266 3.00E-089  ATPase, FO complex, subunit D, C
9 [Anopheles gambiae mitochondrial
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR008689
Cluster 443 ENSANGP0000002212 2.00E-075  Translation protein SH3-like J
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR008991
Cluster 473 ENSANGP0000002009 5.00E-057  Cytochrome c, class IA/ 1B P
1 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR002327
Cluster 475 ENSANGP0000002342 3.00E-049 Insect cuticle protein M
8 [Anopheles gambiae Acesso: EMBL IPR000618
str. PEST]
Cluster 476 ENSANGP0000003157 1.00E-033  Cytochrome c¢ oxidase subunit Q
3 [Anopheles gambiae Vic
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR004204
Cluster 478 ENSANGP0000001410 1.00E-057  Cytochrome bd ubiquinol  Q
0 [Anopheles gambiae oxidase, 14 kDa subunit
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR003197
Cluster 480 ENSANGP0000002188 3.00E-040  Ubiquinol-cytochrome C Q
7 [Anopheles gambiae reductase hinge
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR003422
Cluster 484 ENSANGP0000001488 5.00E-099  Mitochondrial substrate carrier C
1 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001993
Cluster 488 ENSANGP0000001246 e-135 Phosphoglycerate kinase C
0 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001576
Cluster 490 ENSANGP0000001890 1.00E-058  Ribosomal protein L30e J
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000231
Cluster 492 ENSANGP0000001660 6.00E-060 Ribosomal protein S26e J
1 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000892
Cluster 496 ENSANGP0000001236 4.00E-012 FAMILY NOT NAMED S
3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: Panther PTHR22147
Cluster 501 ENSANGP0000002207 4.00E-075  Cytochrome c oxidase, subunit Q
0 [Anopheles gambiae Va
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR003204
Cluster 505 ENSANGP0000001080 7.00E-044 Insect cuticle protein M

2 [Anopheles gambiae
str. PEST]

Acesso: EMBL IPR000618
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Cluster Produtos Génicos E-value Informag¢fes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 513 ENSANGP0000001258 3.00E-067 Insect pheromone/odorant S

8 [Anopheles gambiae binding protein PhBP
str. PEST] Acesso EMBL: IPR006625
Cluster 515 ENSANGP0000001672 3.00E-080  Translation initiation factor 1A J
3 [Anopheles gambiae (elF-1A) (TIF_elF-1A)
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR001253
Cluster 518 ENSANGP0000001112 5.00E-066 Cytochrome c oxidase, subunit M
2 [Anopheles gambiae Vb
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR002124
Cluster 521 ENSANGP0000002468 9.00E-041  Cytochrome c oxidase, subunit M
3 [Anopheles gambiae Vib
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR003213
Cluster 526 ENSANGP0000001194 7.00E-070 7TM GPCR, rhodopsin-like R
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000276
Cluster 532 ENSANGP0000001756 1.00E-079  Plectin/S10, N-terminal J
9 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR005326
Cluster 536 ENSANGP0000000751 1.00E-087  NADH-Ubiquinone C
4 [Anopheles gambiae Oxidoreductase Subunit
str. PEST]
Acesso Panther: PTHR21382
Cluster 541 ENSANGP0000001194 e-173 GPCR, rhodopsin-like R
9 [Anopheles gambiae superfamily
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR017452
Cluster 550 ENSANGP0000001482 4.00E-042 Insect cuticle protein M
3 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000618
Cluster 551 ENSANGP0000001934 1.00E-049 UNCHARACTERIZED S
7 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso Panther: PTHR12336
Cluster 552 ENSANGP0000002018 1.00E-044  L-lactate/malate dehydrogenase C
4 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001557
Cluster 556 ENSANGP0000001036 1.00E-086  Glyceraldehyde-3-phosphate C
0 [Anopheles gambiae dehydrogenase, type |
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR006424
Cluster 573 ENSANGP0000001257 7.00E-082  NADH:ubiquinone C
9 [Anopheles gambiae oxidoreductase, 42 kDa subunit
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR015828
Cluster 579 ENSANGP0000002853 3.00E-067  Ribosomal protein L27e J
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR001141
Cluster 589 ENSANGP0000001532 e-129 Ribosomal protein S5 J
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR0O00851
Cluster 590 ENSANGP0000001679 3.00E-075  Hemocyanin, N-terminal P
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso EMBL: IPR005204
Cluster 592 ENSANGP0000002228 5.00E-072  Ribosomal protein S12e J
4 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000530
Cluster 595 ENSANGP0000001256 0.0 Arrestin T

9 [Anopheles gambiae
str. PEST]

Acesso EMBL: IPR000698
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Cluster Produtos Génicos E-value Informag¢fes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 602 ENSANGP0000001669 e-101 Beta-ketoacyl synthase |
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso EMBL: IPR0O00794

Cluster 626 ENSANGP0000001679 1.00E-028  Hemocyanin, N-terminal P
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR005204

Cluster 632 ENSANGP0000001815 e-111 EF-Hand type P
5 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR011992

Cluster 635 ENSANGP0000000458 4.00E-048  Thioredoxin-like Q
2 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR017936

Cluster 638 ENSANGP0000001840 3.00E-075  Molecular chaperone, heat shock O
6 [Anopheles gambiae protein, Hsp40, DnaJ
str. PEST]
Acesso: EMBL IPR015609

Cluster 643 ENSANGP0000002135 e-112 Ribosomal protein L15e J
8 [Anopheles gambiae
str. PEST] Acesso: EMBL IPR000439

Cluster 205 40S ribosomal protein 7.00E-067  _ J
S15/S22 [Aedes

aegypti]

Cluster 350 40S ribosomal protein 3.00E-079 J
S13 [Aedes aegypti]

Cluster 417 40S ribosomal protein  3.00E-040 J
S21 [Aedes aegypti]

Cluster 451 40S ribosomal protein  2.00E-028 J
S29

Cluster 469 40S ribosomal protein  4.00E-075 J
S16

Cluster 491 40S ribosomal protein e-104 J
S8 [Aedes aegypti]

Cluster 524 40S ribosomal protein  4.00E-082 J
S7

Cluster 564 40S ribosomal protein e-144 J
S4 [Aedes aegypti]

Cluster 572 40S ribosomal protein  3.00E-057 J
S20 [Aedes albopictus]

Cluster 575 40S ribosomal protein  6.00E-068 J
S17

Cluster 33 60S acidic ribosomal 9.00E-051 J
protein P1 [Aedes
aegypti]

Cluster 38 60S ribosomal protein 4.00E-098 J
L11 [Anopheles
funestus]

Cluster 138 60S ribosomal protein 2.00E-020 J
L40 (CEP52)

Cluster 344 60S ribosomal protein 2.00E-045 J
L37 [Aedes aegypti]

Cluster 360 60S ribosomal protein 1.00E-071 J
L19 [Aedes aegypti]

Cluster 390 60S ribosomal protein 3.00E-094 J
L18a [Aedes aegypti]

Cluster 486 60S ribosomal protein 6.00E-075 J
L21 [Aedes aegypti]

Cluster 535 60S ribosomal protein 3.00E-054 J
L35 [Aedes aegypti]

Cluster 576 60S ribosomal protein 9.00E-056 J
L44 [Aedes aegypti]




Cluster

Produtos Génicos

E-value

Informac6es encontradas dos
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

COG

Cluster 593

60S acidic ribosomal
protein  P1 [Aedes

aegypti]

1.00E-050

Cluster 598

60S ribosomal protein
L27a [Aedes
albopictus]

2.00E-075

Cluster 610

60S ribosomal protein
L2/L8 [Aedes aegypti]

e-141

Cluster 151

ribosomal protein L39
[Culex pipiens pallens]

7.00E-022

Cluster 275

ribosomal protein L9
[Aedes aegypti]

2.00E-095

Cluster 392

ribosomal protein S23
[Aedes albopictus]

8.00E-078

Cluster 426

ribosomal protein L24
[Anopheles funestus]

5.00E-073

Cluster 457

ribosomal protein L40
CG2960-PA
[Drosophila
melanogaster]

1.00E-068

Cluster 474

ribosomal protein S18
[Aedes aegypti]

2.00E-076

Cluster 470

ribosomal protein S6
[Anopheles stephensi]

7.00E-078

Cluster 489

ribosomal protein L23a
[Anopheles stephensi]

2.00E-034

Cluster 529

ribosomal protein L7
[Aedes aegypti]

e-116

Cluster 583

ribosomal protein PO
[Aedes aegypti]

2.00E-053

Cluster 587

ribosomal protein S3
[Aedes aegypti]

e-119

Cluster 618

ribosomal protein L41
CG30425-PA
[Drosophila
melanogaster]

8.00E-006

Cluster 118

actin [Spodoptera
exigua]

9.00E-012

Cluster 152

actin [Aedes aegypti]

e-137

Cluster 166

actin [Anopheles
gambiae]

e-123

Cluster 519

ADP,ATP carrier
protein 1 (ADP/ATP
translocase 1)
(Adenine

3.00E-028

Cluster 641

ATP synthase beta
subunit [Aedes aegypti]

e-128

Cluster 236

alpha tubulin [Aedes
aegypti]

2.00E-083

Cluster 393

calcium-transporting
atpase
sarcoplasmic/endoplas
mic reticulum type

2.00E-055

Cluster 542

cytochrome c¢ oxidase
subunit iv  [Aedes

aegypti]

3.00E-080

Cluster 39

conserved hypothetical
protein [Aedes aegypti]

3.00E-046

80



Cluster

Produtos Génicos

E-value

Informac6es encontradas dos
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

COG

Cluster 103

conserved hypothetical
protein [Geobacter
bemidjiensis Bem]

4.00E-019

Cluster 158

conserved hypothetical
protein [Aedes aegypti]

5.00E-052

Cluster 624

conserved hypothetical
protein [Aedes aegypti]

6.00E-067

Cluster 288

cuticle protein, putative
[Aedes aegypti]

4.00E-050

Cluster 558

elongation factor 1
alpha [Culicoides
sonorensis]

e-145

Cluster 50

GA15316-PA
[Drosophila
pseudoobscura]

9.00E-054

Cluster 619

GA15316-PA
[Drosophila
pseudoobscura]

6.00E-062

Cluster 128

hexamerin 2  beta
[Aedes aegypti]

1.00E-009

Cluster 42

hypothetical protein
[Eimeria tenella]

3.00E-048

Cluster 211

hypothetical ~ salivary
protein 16 [Anopheles
stephensi]

1.00E-017

Cluster 256

hypothetical protein
PY04651 [Plasmodium
yoelii yoelii str. 17XNL]

3.00E-009

Cluster 527

hypothetical protein
[Thermobia domestica]

3.00E-076

Cluster 379

myosin light chain 1,
putative [Aedes

aegypti]

1.00E-041

Cluster 352

neuromusculin  [Aedes
aegypti]

6.00E-029

Cluster 487

PREDICTED: similar to
Guanine nucleotide-
binding protein
gamma-e

5.00E-082

Cluster 270

putative MLC1 protein
[Anopheles gambiae]

1.00E-016

Cluster 353

stretchin-mick [Aedes
aegypti]

1.00E-080

Cluster 253

TPA_inf:  troponin C
type llla [Anopheles
gambiae str. PEST]

2.00E-054

Cluster 414

TPA_inf:  troponin T
isoform 3 [Anopheles
gambiae str. PEST]

9.00E-007

Cluster 622

tropomyosin
invertebrate [Aedes
aegypti]

1.00E-092

Cluster 78

tropomyosin
invertebrate [Aedes
aegypti]

4.00E-034

Cluster 384

tropomyosin
invertebrate [Aedes
aegypti]

9.00E-058

Cluster 279

translation initiation
factor 3, subunit S9,
putative [Aedes ]

8.00E-016
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Cluster Produtos Génicos E-value Informag¢fes encontradas dos COG
produtos génicos ENSANGP
nos bancos de dados NCBI,
EMBL e Panther.

Cluster 6 unc-13  CG2999-PC, 4.00E-018 _ R

isoform C [Drosophila
melanogaster]

Cluster 262 ubiquinol cytochrome C  5.00E-054  _ Q

oxidoreductase-subunit
6.4kD

Cluster 28 Ubiquitin B [Mus 1.00E-046 _ C

musculus]

Cluster 14 Vacuolar ATP synthase 0 _ _

subunit H  [Aedes
aegypti]

Cluster 46 No hits found 0 _ _

Cluster 51 No hits found 0 _ _

Cluster 62 No hits found 0 _ _

Cluster 86 No hits found 0 _ _

Cluster 104 No hits found 0 _ _

Cluster 112 No hits found 0 _ _

Cluster 134 No hits found 0 _ _

Cluster 150 No hits found 0 _ _

Cluster 223 No hits found 0 _ _

Cluster 230 No hits found 0 _ _

Cluster 311 No hits found 0 _ _

Cluster 323 No hits found 0 _ _

Cluster 361 No hits found 0 _ _

Cluster 497 No hits found 0 _ _

Cluster 546 No hits found 0

Tabela 3: Produtos génicos de A. darlingi hibridizados in silico
cromossomo 2, braco 2L de A. gambiae.

no

Brago 2L
Cluster Produto génico
Cluster 14 No hits found
Cluster 17 ENSANGP00000010437 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 27 ENSANGP00000013298 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 39 conserved hypothetical protein [Aedes aegypti]
Cluster 42 hypothetical salivary protein 16 [Anopheles stephensi]
Cluster 48 ENSANGP00000017452 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 57 ENSANGP00000019065 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 71 ENSANGP00000019453 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 104 No hits found
Cluster 118 actin [Spodoptera exigua]
Cluster 132 ENSANGP00000024604 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 152 actin [Aedes aegypti]
Cluster 158 conserved hypothetical protein [Aedes aegypti]
Cluster 166 actin [Anopheles gambiae]
Cluster 167 ENSANGP00000022175 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 210 ENSANGP00000017869 [Anopheles gambiae str. PEST]
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Cluster 287 ENSANGP00000023852 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 307 ENSANGP00000028234 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 311 No hits found

Cluster 320 ENSANGP00000021011 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 350 40S ribosomal protein S13 [Aedes aegypti]

Cluster 353 TPA_inf: troponin C type llla [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 361 No hits found

Cluster 393 calcium-transporting atpase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum type
Cluster 394 ENSANGP00000021862 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 475 ENSANGP00000023428 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 489 ribosomal protein L23a [Anopheles stephensi]

Cluster 497 No hits found

Cluster 505 ENSANGP00000010802 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 519 ADP,ATP carrier protein 1 (ADP/ATP translocase 1) (Adenine
Cluster 521 ENSANGP00000024683 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 536 ENSANGP00000007514 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 558 elongation factor 1 alpha [Culicoides sonorensis]

Cluster 564 40S ribosomal protein S4 [Aedes aegypti]

Cluster 575 40S ribosomal protein S17

Cluster 590 ENSANGP00000016795 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 610 60S ribosomal protein L2/L8 [Aedes aegypti]

Cluster 618 Ribosomal protein L41 CG30425-PA [Drosophila melanogaster]
Cluster 626 ENSANGP00000016795 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 643 ENSANGP00000021358 [Anopheles gambiae str. PEST]

Tabela 4: Produtos génicos de A. darlingi hibridizados in silico no
cromossomo 2, brago 2R de A. gambiae.

Brago 2R
Cluster Produto génico
Cluster 22 ENSANGP00000017618 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 25 ENSANGP00000011028 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 28 Vacuolar ATP synthase subunit H [Aedes aegypti]
Cluster 41 ENSANGP00000025118 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 46 No hits found
Cluster 62 No hits found
Cluster 65 ENSANGP00000025315 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 69 ENSANGP00000013957 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 78 tropomyosin invertebrate [Aedes aegypti]
Cluster 96 ENSANGP00000020828 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 106 ENSANGP00000020662 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 152 actin [Aedes aegypti]

Cluster 154 ENSANGP00000022149 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 166 actin [Anopheles gambiae]

Cluster 167 ENSANGP00000022175 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 171 ENSANGP00000016963 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 191 ENSANGP00000012069 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 195 ENSANGP00000013568 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 213 ENSANGP00000016817 [Anopheles gambiae str. PEST]
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Cluster 223 No hits found

Cluster 230 No hits found

Cluster 236 alpha tubulin [Aedes aegypti]

Cluster 253 TPA_inf: troponin T isoform 3 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 262 Ubiquitin B [Mus musculus]

Cluster 264 ENSANGP00000011882 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 270 stretchin-mick [Aedes aegypti]

Cluster 279 unc-13 CG2999-PC, isoform C [Drosophila melanogaster]

Cluster 290 ENSANGP00000011949 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 292 ENSANGP00000018253 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 299 ENSANGP00000016706 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 302 ENSANGP00000015417 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 318 ENSANGP00000012302 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 321 ENSANGP00000017702 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 327 ENSANGP00000030559 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 347 ENSANGP00000010983 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 348 ENSANGP00000018253 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 360 60S ribosomal protein L19 [Aedes aegypti]

Cluster 392 ribosomal protein S23 [Aedes albopictus]

Cluster 411 ENSANGP00000015800 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 414 tropomyosin invertebrate [Aedes aegypti]

Cluster 443 ENSANGP00000022122 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 451 40S ribosomal protein S29

Cluster 457 Ribosomal protein L40 CG2960-PA [Drosophila melanogaster]

Cluster 470 ribosomal protein S6 [Anopheles stephensi]

Cluster 480 ENSANGP00000021887 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 484 ENSANGP00000014881 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 487 putative MLC1 protein [Anopheles gambiae]

Cluster 490 ENSANGP00000018909 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 491 40S ribosomal protein S8 [Aedes aegypti]

Cluster 515 ENSANGP00000016723 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 526 ENSANGP00000011949 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 527 myosin light chain 1, putative [Aedes aegypti]

Cluster 535 60S ribosomal protein L35 [Aedes aegypti]

Cluster 541 ENSANGP00000011949 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 546 No hits found

Cluster 552 ENSANGP00000020184 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 558 elongation factor 1 alpha [Culicoides sonorensis]

Cluster 576 60S ribosomal protein L44 [Aedes aegypti]

Cluster 583 ribosomal protein PO [Aedes aegypti]

Cluster 587 ribosomal protein S3 [Aedes aegypti]

Cluster 589 ENSANGP00000015322 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 622 tropomyosin invertebrate [Aedes aegypti]

Cluster 632 ENSANGP00000018155 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 638 ENSANGP00000018406 [Anopheles gambiae str. PEST]




Tabela 5: Produtos génicos de A. darlingi hibridizados in silico no
cromossomo 3, braco 3L de A. gambiae.

Braco 3L
Cluster Produto génico
Cluster 6 ubiquinol cytochrome C oxidoreductase-subunit 6.4kD-subunit,
Cluster 12 ENSANGP00000010075 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 38 60S ribosomal protein L11 [Anopheles funestus]
Cluster 151 ribosomal protein L39 [Culex pipiens pallens]
Cluster 152 actin [Aedes aegypti]
Cluster 166 actin [Anopheles gambiae]
Cluster 167 ENSANGP00000022175 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 170 ENSANGP00000016831 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 236 alpha tubulin [Aedes aegypti]
Cluster 256 hypothetical protein [Thermobia domestica]
Cluster 258 ENSANGP00000018480 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 293 ENSANGP00000023017 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 297 ENSANGP00000010247 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 309 ENSANGP00000015019 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 379 neuromusculin [Aedes aegypti]
Cluster 384 translation initiation factor 3, subunit S9, putative [Aedes
Cluster 390 60S ribosomal protein L18a [Aedes aegypti]
Cluster 428 ENSANGP00000012669 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 469 40S ribosomal protein S16
Cluster 474 ribosomal protein S18 [Aedes aegypti]
Cluster 478 ENSANGP00000014100 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 486 60S ribosomal protein L21 [Aedes aegypti]
Cluster 492 ENSANGP00000016601 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 501 ENSANGP00000022070 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 524 40S ribosomal protein S7
Cluster 572 40S ribosomal protein S20 [Aedes albopictus]
Cluster 573 ENSANGP00000012579 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 579 ENSANGP00000028538 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 590 ENSANGP00000016795 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 592 ENSANGP00000022284 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 598 60S ribosomal protein L27a [Aedes albopictus]
Cluster 619 hexamerin 2 beta [Aedes aegypti]
Cluster 626 ENSANGP00000016795 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 641 ATP synthase beta subunit [Aedes aegypti]

Tabela 6: Produtos genicos de A. darlingi hibridizados in silico no
comossomo 3, braco 3R de A. gambiae.

3R
Cluster Produto génico
Cluster 10 ENSANGP00000015791 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 33 60S acidic ribosomal protein P1 [Aedes aegypti]
Cluster 50 GA15316-PA [Drosophila pseudoobscura]
Cluster 51 No hits found
Cluster 66 ENSANGP00000010198 [Anopheles gambiae str. PEST]
Cluster 86 No hits found

85



Cluster 103 conserved hypothetical protein [Geobacter bemidjiensis Bem]

Cluster 110 ENSANGP00000016770 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 112 No hits found

Cluster 117 ENSANGP00000019363 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 123 ENSANGP00000021056 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 128 hypothetical protein [Eimeria tenella]

Cluster 134 No hits found

Cluster 138 60S ribosomal protein L40 (CEP52)

Cluster 150 No hits found

Cluster 190 ENSANGP00000016419 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 205 40S ribosomal protein S15/S22 [Aedes aegypti]

Cluster 254 ENSANGP00000010167 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 267 ENSANGP00000019329 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 275 ribosomal protein L9 [Aedes aegypti]

Cluster 288 cuticle protein, putative [Aedes aegypti]

Cluster 300 ENSANGP00000021902 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 318 ENSANGP00000012302 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 342 ENSANGP00000010360 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 344 60S ribosomal protein L37 [Aedes aegypti]

Cluster 352 PREDICTED: similar to Guanine nucleotide-binding protein gamma-e

Cluster 353 TPA_inf: troponin C type llla [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 417 40S ribosomal protein S21 [Aedes aegypti]

Cluster 426 ribosomal protein L24 [Anopheles funestus]

Cluster 457 Ribosomal protein L40 CG2960-PA [Drosophila melanogaster]

Cluster 473 ENSANGP00000020091 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 476 ENSANGP00000031573 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 488 ENSANGP00000012460 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 496 ENSANGP00000012363 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 518 ENSANGP00000011122 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 529 ribosomal protein L7 [Aedes aegypti]

Cluster 542 cytochrome c oxidase subunit iv [Aedes aegypti]

Cluster 550 ENSANGP00000014823 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 551 ENSANGP00000019347 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 556 ENSANGP00000010360 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 593 60S acidic ribosomal protein P1 [Aedes aegypti]

Cluster 595 ENSANGP00000012569 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 602 ENSANGP00000016695 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 624 conserved hypothetical protein [Aedes aegypti]

Cluster 635 ENSANGP00000004582 [Anopheles gambiae str. PEST]

Tabela 7: Produtos génicos de A. darlingi hibridizados in silico no
cromossomo X de A. gambiae.

Braco X

Cluster Produto génico

Cluster 62 No hits found

Cluster 152 actin [Aedes aegypti]

Cluster 166 actin [Anopheles gambiae]

Cluster 167 ENSANGP00000022175 [Anopheles gambiae str. PEST]




Cluster 202

ENSANGP00000018702 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 205 40S ribosomal protein S15/S22 [Aedes aegypti]

Cluster 211 hypothetical protein PY04651 [Plasmodium yoelii yoelii str. 17XNL]
Cluster 280 ENSANGP00000019108 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 323 No hits found

Cluster 323 No hits found

Cluster 391 ENSANGP00000021345 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 513 ENSANGP00000012588 [Anopheles gambiae str. PEST]

Cluster 532 ENSANGP00000017569 [Anopheles gambiae str. PEST]
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