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Sinopse:

A Amazonia possui condigbes ambientais favoraveis ao processo adaptativo e
evolutivo de A. darlingi, mas este apresenta escassos estudos de mapeamento
fisico cromossdmico, muito Gtil para compreender a estrutura de genomas.
Estudou-se o mapeamento fisico de genes expressos de resposta imune: GNBP
(Gran-negative binding protein), Toll-interacting protein (Toll), defensina,
Chymotrypsin-like serine protease (AdChyL), 28S ribosomal protein S7-
mitochondrial precursor (RpS7) e gambicin anti-microbial peptide (gambicina),
além de uma EST do sistema sensorial olfativo (OBP). As sondas mapearam
sitios Unicos dos nucleos politénicos, o que significa serem bons marcadores
genéticos. Sugere-se que as inversfes cromossdmicas observadas estédo
diretamente relacionadas a adaptacdo ambiental desse mosquito. As relacdes
evolutivas de A. darlingi com outros anofelinos também foram analisadas. Este
trabalho contribuiu com um mapa fisico cromossémico detalhado, para
preencher sequéncias do genoma néo anotadas, Uteis a andlise da estrutura do
seu genoma e de outros mosquitos, e auxiliar no entendimento desses genes na
variabilidade e evolucdo cromossémica, e a biologia desse mosquito.
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cromossOmico, inversodes.
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RESUMO

A maléaria no Brasil ocorre especialmente na Amazénia (99% dos casos), onde as
condicBes ambientais sdo favoraveis para a proliferacdo dos agentes etioldgicos e
de seus mosquitos vetores, cujo principal transmissor € o Anopheles darlingi.
Fatores ambientais e atividades antropicas sdo alguns dos principais aspectos que
contribuem para o processo adaptativo e evolutivo desse anofelino, o que pode ser
refletido em rearranjos cromossomicos. Neste trabalho, realizamos o mapeamento
fisico cromossdémico por hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) dos genes de
resposta inume do genoma de A. darlingi, GNBP (Gran-negative binding protein),
Toll-interacting protein (Toll), defensina, Chymotrypsin-like serine protease (AdChyL),
28S ribosomal protein S7- mitochondrial precursor (RpS7), gambicin anti-microbial
peptide (gambicina) e ainda, 0 gene de resposta sensorial: OBP (odorant
binding protein), para auxiliar na montagem mais precisa do seu genoma estrutural.
Esses genes foram mapeados em regibes cromossémicas Unicas, com excecao do
RpS7 que mapeou em mais de um local. Outros genes foram mapeados em regides
de inversdo: GNBP (inversédo 2Rd); AdChyL, na regido 38D (inversao 3Lb) e RpS7,
na regiao 22C (inversao 2Lb). O gene OBP mapeou o cromossomo X de individuos
de cinco localidades, onde apenas A. darlingi de S&o Gabriel da Cachoeira/AM
(SGC/AM) o gene OBP marcou na regido 3A em comparagcdo com as quatro
localidades Coari/AM, Manaus/AM, Barra do Bugres/MT e Macapad/AP, onde a
sonda mapeou a regido 4A. Duas novas inversdes foram descritas, para A. darlingi
sendo uma no cromossomo X (Xb) na populacdo de SGC/AM e outra no braco 2L
(2Lc), populacdo de Barra do Bugres/MT. Distancias geograficas e ecoregides
(barreiras geograficas) sao fatores ambientais que podem favorecer o aparecimento
das duas novas inversdes descritas nesse trabalho. Na andlise filogenética dos
genes GNBP, Toll, defensina, RpS7 e gambicina, obtivemos trés clados para GNBP
e a maioria das sequéncias analisadas foi homdloga com a da subfamilia B,
incluindo GNBP de Anopheles gambiae (87%), sugerindo, que GNBP de A. darlingi
pertence a subfamilia B. As arvores filogenéticas para os genes RpS7, gambicina,
defensina e Toll mostraram um alto grau de conservagao entre esses genes em A.
gambiae e Anopheles arabiensis. Os genes de resposta imune de A. darlingi e
Anopheles albimanus séo filogeneticamente proximos, mas nem sempre com um
suporte confiadvel. Isso pode sugerir algum nivel de conservacdo evolutiva entre 0os
genes de resposta imune de ambas as espécies. Os genes mapeados in situ foram
considerados marcadores citogenéticos Uteis aos estudos de variabilidade
cromossOmica e evolugdo em A. darlingi j& que sdo genes conservados, além de
auxiliar no aprimoramento das analises de sequéncias ndo finalizadas na montagem
e anotacao do genoma de A. darlingi.
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ABSTRACT

Malaria in Brazil occurs especially in the Amazon (99% of cases), where
environmental conditions are favorable for the proliferation of the etiologic and their
mosquito vectors agents, whose main transmitter is the Anopheles darlingi.
Environmental factors and human activities are some of the main aspects that
contribute to the adaptive and evolutionary process that anopheles, which can be
reflected in chromosomal rearrangements. We carried out the physical chromosome
mapping by fluorescence in situ hybridization (FISH) of inume response genes in the
genome of A. darlingi, GNBP (Gran-negative binding protein), Toll-interacting protein
(Toll), defensin, Chymotrypsin-like serine protease (AdChyL), 28S ribosomal protein
S7- mitochondrial precursor (RpS7), gambicin anti-microbial peptide (gambicin) and
also the gene sensory response: OBP (odorant binding protein) to assist in more
precise assembly of its structural genomics. These genes have been mapped in
single chromosomal regions, with the exception of RpS7, which mapped in more than
one location. Other genes have been mapped in inversion regions: GNBP (inversion
2 Rd); AdChyL in the region 38D (inversion 3Lb) and RpS7 in 22C region (inversion
2Lb). The OBP gene mapped the X chromosome from five locations individuals,
where only A. darlingi of S&o Gabriel da Cachoeira/AM (SGC/AM) OBP gene marked
the region 3A compared to four locations Coari/AM, Manaus/AM, Barra do
Bugres/MT and Macapa/AP, where the probe mapped the region 4A. Two new
investments were described for A. darlingi and one on chromosome X (Xb) in the
population of SGC/AM and another in the arm 2L (2LC), population Bugres/MT.
Geographical distances and ecoregions (geographical barriers) are environmental
factors that can favor the appearance of the two new inversions described in this
work. In the phylogenetic analysis of GNBP genes Toll, defensin, RpS7 and
gambicin, we obtained three clades for GNBP and most of the analyzed sequence
was homologous to the subfamily B, including GNBP Anopheles gambiae (87%),
suggesting that GNBP A . darlingi belongs to the subfamily B. Phylogenetic trees for
RpS7 genes, gambicin, defensin and Toll showed a high degree of conservation
between these genes in A. gambiae and Anopheles arabiensis. Immune response
genes of A. darlingi and Anopheles albimanus are phylogenetically close but not
always a reliable support. This may suggest some level of evolutionary conservation
of the genes of the immune response of both species. The genes mapped in situ
were considered cytogenetic useful markers for chromosomal variability studies and
developments in A. darlingi as they are conserved genes, and assist in the
improvement of sequence analyzes not finalized the assembly and annotation of the
genome of A. darlingi.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Anopheles darlingi e a malaria

Dentre os vetores de patdgenos e parasitas humanos, 0s mosquitos sdo alguns
dos mais eficazes do mundo, e o controle de suas popula¢gbes é a chave para reduzir
0s casos de maléria, os quais atualmente resultam em centenas de casos clinicos e
aproximadamente 1,2 milhdo de mortes anualmente no mundo e indiretamente produz
perdas econdmicas significantes (Sachs e Malaney 2002). No Brasil foram confirmados
mais de 143 mil casos de malédria em 2015. A area endémica da doenca no Pais
compreende a regido amazénica, que € responsavel por 99% dos casos autéctones. Ja
no Estado do Amazonas, foram notificados mais de 75 mil casos em 2015 (SIVEP-
Malaria 2016).

A regido amazobnica possui diversos ambientes caracteristicos que favorecem a
transmissdo da malaria, o que torna o controle da doenca dificil. Agua limpa e com
pouca movimentacdo, além de temperaturas superiores a 16°C, baixa altitude, alta
umidade e chuvas sao condi¢cdes favoraveis para a sobrevivéncia dos mosquitos
transmissores dessa parasitose (Tauil 2011).

Os altos indices de malaria séao influenciados por diversos fatores: bioldgicos,
ecologicos, politicos, econdémicos e sociais (Tadei et al. 1998). O aumento dos casos
de malaria a partir de 2003 deveu-se, principalmente, a intensa e desordenada
ocupacdo das periferias das grandes cidades, por exemplo, o desmatamento para
extracdo de madeira, criagdo de gado, agricultura, assentamentos e atividade de
piscicultura desordenada tém contribuido, para o aumento da transmissdo da doenca
na regido amazonica (Tauil 2011).

Um dos fatores determinantes para os altos indices de casos de maléaria é a
abundéncia e a acentuada preferéncia de espécies transmissoras em alimentar-se com
sangue humano, caracteristicas comuns de A. (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926
principal vetor dessa parasitose no Brasil, especialmente na regido amazoénica (Tadei
et al. 1998). Essa espécie de mosquito foi encontrada infectada por trés espécies de
plasmodios que causam a malaria humana nas Américas — Plasmodium vivax Grassi &
Feletti 1890, Plasmodium falciparum Welch 1897 e Plasmodium malariae Laveran,
1181 (Rachou 1958; Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994).

No Brasil, as espécies envolvidas com a transmissdo da maléaria pertencem ao

género Anopheles, subgéneros Nyssorhynchus: A. darlingi, Anopheles aquasalis Curry,
1



1932; Anopheles nuneztovari Galbadon, 1940, Anopheles oswaldoi Peryassu, 1922,
Anopheles triannulatus Neiva e Pinto, 1922 e Anopheles albitarsis s. |. Lynch-
Arribalzaga, 1878, Anopheles janconnae Wilkerson & Sallum (Marrelli et al. 1999; Tadei
e Dutary-Tatcher 2000) e Kerstezia: Anopheles cruzii Dyar & Knab, 1908 e Anopheles
bellator Dyar & Knab, 1906 (Ramirez e Dassen 1994, 1996).

O género Anopheles pertence a familia Culicidae e inclui todos os vetores
conhecidos de maléria humana. Sdo espécies amplamente distribuidas no territério sul-
americano a leste dos Andes, na Colémbia, Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguai,
Argentina, Brasil e nas Guianas. 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 (Forattini 1962; Sinka et al. 2010). Ao longo dos tropicos, 29
espécies do subgénero Nyssorhynchus ja foram descritas (Rubio-Palis e Zimmermann
1997).

1.2. Abordagem Citogenética

O A. darlingi possui complemento cromossdmico metafasico 2n= 6 (Rafael e
Tadei 1998), comum para o género. Apresenta dois pares autossdémicos: o par maior
(ll) é submetacéntrico e o par menor (lI) metacéntrico. No par sexual, o X é
acrocéntrico e o Y, puntiforme. White (1973) sugere que deve haver algum tipo de
barreira que mantém o numero cromossdémico conservado na maioria dos dipteros.
Embora o complemento basico cromossémico seja altamente conservado, a evolucéo
do genoma de mosquitos reflete reorganizacdo dos cromossomos devido a inversdes e
translocacdes (Matthews e Munsterman 1994), de cujos rearranjos participam genes
que podem estar envolvidos em adaptacdo (Bridi e Rafael 2016) ou controle de
infeccdo por plasmaédio (Coluzzi et al. 2002). Além disso, o padrédo de rapido rearranjo
cromossOmico parece ser uma caracteristica marcante da evolugdo cromossémica dos
anofelinos (Sharakhov et al. 2002).

Aléem dos cromossomos metafasicos, o0s anofelinos possuem nucleos
politénicos, que consistem em cinco bracos: X, 2L, 2R, 3L e 3R. Os primeiros registros
relativos ao polimorfismo cromossomico de A. darlingi foram realizados por Guedes et
al. (1957) e Schreiber e Guedes (1960, 1961). Esses autores registraram a ocorréncia
de duas inversdes em anofelinos de Bocaiuva (MG). Posteriormente Kreutzer et al.

(1972) descreveram nove inversées independentes e um arranjo complexo, as duas



populacdes analisadas foram do Estado do Amazonas. Tadei et al. (1982) ao
analisarem uma populacdo de A. darlingi da rodovia BR-174 (Manaus/Boa Vista)
descreveram mais duas novas inversfes independentes. Novas inversfes também
foram descritas para o braco cromossémico 3, sendo uma delas inversdo 3Lc (Rafael
et al. 2010) e recentemente mais quatro inversdes (Cornel et al. 2016).

Descricdes de inversdes e de mapeamentos fisicos de sequéncias génicas em
nucleos politénicos sdo possiveis mediante fotomapas. O fotomapa é uma ferramenta
atil, para estudos citogenéticos e evolutivos de diversas espécies (Rafael et al. 2010).
Em A. darlingi, citam-se o mapa de referéncia (Kreutzer et al. 1972) e os fotomapas
(Rafael et al. 2010; Cornel et al. 2016).

A citogenética molecular tem contribuido para o0 mapeamento fisico
cromossémico, utilizando cromossomos politénicos, por meio do método de
hibridizacdo in situ fluorescente (Fluorescent in situ hybridization, FISH) que utiliza
sondas marcadas com fluorocromos ou enzimas. A FISH é uma ferramenta atil para
estimar o numero de copias de sequéncias especificas, fazer comparacdes
taxonbmicas ou populacionais evolutivas, mapear genes, identificar espécies
relacionadas e contribuir com estudos de aspectos funcional e evolutivo de diversos
dipteros (Lara 2002; Guerra 2004). Cita-se o mapeamento fisico do gene Hsp70 nas
regides 12A e 14A, do cromossomo politénico 2R de A. darlingi, de Manaus (AM), e de
Macapa (AP) (Rafael et al. 2004), o gene Actina nas regides 21A e 23B do
cromossomo politénico 2L de A. darlingi (Bridi et al. 2013) e o gene GNBP (Gran-
negative binding protein) em uma regido de inversao (Bridi e Rafael, 2016), do presente

estudo.

1.3 Sistema Imune dos Mosquitos

A capacidade de resposta imune inata dos insetos em neutralizar infec¢des por
patdégenos, tais como virus, bactérias e protozoarios tem sido uma das grandes razdes
do seu sucesso evolutivo, como o0 grupo de animais terrestres mais diversos em
espécies (Osta et al. 2004). Recentes avanc¢os no entendimento da natureza molecular
e comportamento do sistema imune de mosquitos, como o Anopheles gambiae Giles,
1902 e Aedes aegypti Linnaeus, 1762, vetores da malaria e dengue, respectivamente,

tém resultado na identificacdo de muitos genes de resposta imune.



A imunidade desempenha um papel importante na interacdo entre o patdégeno e
o vetor hospedeiro. Muitos genes e seus produtos, os quais estdo envolvidos na
imunidade inata de mosquitos, tém sido identificados e caracterizados de forma
independente baseado em sua relacdo com genes inumes conhecidos ou com
organismos modelo como Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Irving et al. 2001).

No presente trabalho, utilizamos seis genes com diferentes funcdes de resposta
imune: GNBP (Gran-negative binding protein), Toll-interacting protein (Toll), defensina,
Chymotrypsin-like serine protease (AdChyL), 28S ribosomal protein S7- mitochondrial
precursor (RpS7) e gambicin anti-microbial peptide (gambicina). As proteinas do
sistema imune estédo detalhadas nos capitulos 1 e 2, juntamente com seu mapeamento

fisico e relagBes evolutivas.

1.4 Sistema Sensorial dos Mosquitos

Os odores sdo os principais sinais sensoriais que direcionam 0S mosquitos
fémeas a encontar um hospedeiro para realizar o repasto sanguineo (Takken e Knols
1999; Zwiebel e Takken 2004). As antenas de mosquitos adultos apresentam
numerosas estruturas sensoriais chamadas sensilas, que sédo os locais da deteccao
quimica. Dentro das sensilas, a transducdo de sinal olfativo depende das proteinas
receptoras de cheiro localizadas nas membranas dendriticas iniciando o evento que
leva a percepc¢ao da qualidade e quantidade de odores.

As proteinas de ligacdo olfativas (odorant binding proteins - OBPs) séo
consideradas importantes componentes hidrossoluveis na linfa das sensilas. O
detalhamento dessas proteinas e sua hibridizacéo in situ em A. darlingi, de 5 diferentes
localidades brasileiras serdo abordados no capitulo 3.

1.5 Genbmica Comparativa e Sintenia Génica

A habilidade em desenvolver novas metodologias no controle vetorial depende,
em parte, do entendimento da biologia do vetor. A significante expansédo do
conhecimento a respeito dos anofelinos tem sido estimulada pela disponibilidade de
novos métodos, como por exemplo, o sequenciamento dos genomas de A. gambiae
(Holt et al. 2002), Aedes aegypti (Nene et al. 2007) e Culex quinquefasciatus
(Arensburger et al. 2010), da genbmica funcional e das tecnologias de mosquitos

transgénicos (Beaty et al. 2009).



Uma das ferramentas para analise de genomas é a utilizacdo de ESTs
(Expressed Sequences Tags) juntamente com o método de hibridizacéo in silico, nas
quais sdo utilizados programas de bioinformética, para o mapeamento fisico virtual de
genes expressos ao longo do genoma de determinado organismo (Reed e Palsson
2003). O sequenciamento de genomas completos tem auxiliado o estudo de genes e
sua organizagcdo em cromossomos, e se essa ordem e agrupamento de genes tem
alguma funcao relevante. Bases de dados de anotacdo genOmica tém mostrado o
agrupamento de genes com fungdes relacionadas como em fungos, plantas e animais
(Lee e Sonnhammer 2003). Da mesma forma, a genémica comparativa tem auxiliado
na identificacdo de espécies, a partir dos seus genes previamente sequenciados e
analisados.

Uma das tarefas da gendmica comparativa € a identificacdo de sintenias entre
diferentes espécies. A palavra sintenia deriva do termo synteny, da lingua inglesa, um
neologismo com o significado de “on the same ribbon” (“na mesma fita”), proposto por
John H. Renwick, em 1971. Em sua concepcao original, sintenia refere-se a localizacdo
de genes no mesmo cromossomo ou em um de seus fragmentos (Passarge et al.
1999). A identificacdo de sintenias entre diferentes espécies necessariamente decorre
de comparacdes entre multiplos genomas, estando fortemente relacionadas as técnicas
classicas de gendbmica comparativa. Em geral, a identificacdo de sintenias parte da
comparacao do genoma em estudo com outros genomas bem conhecidos, nos quais é
buscada a ocorréncia de genes sinténicos ao do organismo pesquisado.

Tais comparacgdes séo feitas utilizando softwares de alinhamento de sequéncias,
tais como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool — Altschul et al. 1997). O passo
seguinte consiste, frequentemente, em utilizar alguma ferramenta de visualizacao
gréfica dos resultados dos alinhamentos obtidos, de modo a facilitar a identificacdo de
sintenias. A genbmica comparativa utiliza agrupamento de genes, contigs (sequéncias
génicas consenso) e scaffolds ou supercontigs (conjuntos de contigs que podem ser
colocados numa mesma regido ou posi¢cdo cromossdmica). Assim, cada gene de um
genoma ¢€ ligado ao seu ortdlogo em outro genoma.

Mapas fisicos e sequéncias de genomas permitem a reconstru¢cdo de genomas
ancestrais e determinar padrbes e mecanismos para evolucdo cromossOmica em

diversas espécies (Malone et al. 2006). O conhecimento detalhado dos rearranjos nos



cromossomos politéncos pode ser muito Util para a montagem mais precisa do
genoma, utilizando os contigs sequenciados nas hibridizacdes in situ.

Um dos problemas encontrados em uma anotacdo gendmica sao as sequéncias
génicas nao identificadas. A qualidade para a anotacdo do genoma de qualquer
organismo depende altamente da perfeicdo da montagem do genoma. A criacdo de um
mapa gendmico fisico € um passo crucial na identificacdo da reunido de gaps, além da
reconstrucao de rearranjos e reestruturacdo de filogenia para estudos de evolugéo de
cromossomos (Sharakhov et al. 2002). A reunido de genomas ndo mapeados de
anofelinos ndo € util para estudos de organizacdo e evolucdo de cromossomos.
Também, a orientacdo incorreta de contigs pode ser o maior problema para
reconstrucao de uma filogenia de mosquitos baseada na ordem de genes.

Em A. darlingi, até o presente momento, poucos trabalhos mostraram o
mapeamento in situ cromossdmico de sequéncias génicas (Rafael et al. 2003, 2004;
Bridi et al. 2013, 2016). No presente estudo, utilizamos as ESTs de resposta imune e
sensorial olfativa de A. darlingi vindas do sequenciamento de seu genoma (Marinotti et
al. 2013) para realizar a gendbmica comparativa e determinar as regides de sintenia

génica com os genomas de outros importantes anofelinos vetores.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Mapear fisicamente sequéncias génicas expressas (ESTs) de resposta imune de A.
darlingi: GNBP (Gran-negative binding protein), Toll-interacting protein (Toll), defensina,
Chymotrypsin-like serine protease (AdChyL), 28S ribosomal protein S7- mitochondrial
precursor (RpS7) e gambicin anti-microbial peptide (gambicina), além da EST do
sistema sensorial olfativo (OBP) nos cromossomos politénicos de A. darlingi,
determinando padrdes e mecanismos de evolucdo dessas ESTs de A. darlingi

comparativamente aos cromossomos de A. gambiae, A. stephensi e A. funestus.

2.2 Objetivo especifico
a) Mapear fisicamente ESTs de resposta imune em Cromossomos

politénicos de A. darlingi.

b) Analisar relacdes filogenéticas dos genes de resposta imune com outros

anofelinos.

c) Mapear fisicamente a EST de resposta sensorial olfativa (OBP) em
cromossomos politénicos de A. darlingi, de cinco localidades do Brasil

para analisar aspectos de conservacéo e sintenia desse gene.

3. MATERIAL E METODOS

A metodologia foi descrita em detalhes nos capitulos 1, 2 e 3.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi realizado o mapeamento fisico cromossémico de ESTs de
resposta imune e sensorial olfativa em cromossomos politénicos de A. darlingi,
comparando regifes de sintenia com outros anofelinos, além de entender as relaces
filogenéticas dos genes de resposta imune, que serdo publicados na forma de artigos

cientificos:

Capitulo 1: GNBP domain of Anopheles darlingi: are polymorphic inversions and gene
variation related to adaptive evolution? Este capitulo refere-se aos objetivos especificos

aeb.

Capitulo 2: Mapeamento fisico cromossémico de genes de resposta imune no mosquito

Anopheles darlingi. Este capitulo refere-se aos objetivos especificos a e b.

Capitulo 3: Mapeamento fisico do gene OBP em cromossomo sexual e evidéncias de
novas inversdes em Anopheles darlingi. Este capitulo refere-se aos objetivos

especificos c.



Capitulo 1

Bridi LC, Rafael MS (2016). GNBP domain of Anopheles darlingi:
are polymorphic inversions and gene variation related to adaptive
evolution?

Publicado na revista Genetica ('s-Gravenhage) 144 (1): 99-106
DOI 10.1007/s10709-016-9881-6



4.1.1 Abstract

Anopheles darlingi is the main malaria vector in humans in South America. In the
Amazon basin, it lives along the banks of rivers and lakes, which responds to the annual
hydrological cycle (dry season and rainy season). In these breeding sites, the larvae of
this mosquito feed on decomposing organic and microorganisms, which can be
pathogenic and trigger the activation of innate immune system pathways, such as
proteins Gram-negative binding protein (GNBP). Such environmental changes affect the
occurrence of polymorphic inversions especially at the heterozygote frequency, which
confer adaptative advantage compared to homozygous inversions. We mapped the
GNBP probe to the A. darlingi 2Rd inversion by fluorescent in situ hybridization (FISH),
which was a good indicator of the GNBP immune response related to the chromosomal
polymorphic inversions and adaptative evolution. To better understand the evolutionary
relations and time of divergence of the GNBP of A. darlingi, we compared it with nine
other mosquito GNBPs. The results of the phylogenetic analysis of the GNBP sequence
between the species of mosquitoes demonstrated three clades. Clade | and Il included
the GNBPB5 sequence and clade Il the sequence of GNBPB1. Most of these
sequences of GNBP analyzed were homologous with that of subfamily B, including that
of A. gambiae (87 %), therefore suggesting that GNBP of A. darlingi belongs to
subfamily B. This work helps us understand the role of inversion polymorphism in

evolution of A. darlingi.
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4.1.2 Introduction

The vast majority of malaria infections in Brazil occur in the Amazon region,
which accounts for more than 99 % of cases (Tadei et al. 1998; Ministério da Saude
2015). Of the nine primary vector species of malaria in the Americas, Anopheles darlingi
Root, 1926 (Hay et al. 2010) is the most common, especially in the Amazon (Tadei et al.
1998, 2007). Some factors are determinants for the high incidence of malaria in the
region, such as the marked preference of A. darlingi for feeding on human blood, the
annual phenomenon of rains and flooding of rivers, as well as deforestation activities,
farming and ranching, settlements and fish farming, which favor the development of
different environmental conditions influencing the adaptation process of mosquitoes, the
transmission of malaria parasites and vector control (Tadei et al. 1998; Hiwat and
Bretas 2011). These environmental changes and anthropic activities are also principal
factors that influence the adaptation process and evolution of anophelines, by means of
chromosomal rearrangements (Coghlan et al. 2005; Rafael et al. 2010). Anopheles
darlingi has a chromosome complement of 2n = 6 (Rafael and Tadei 1998), with two
autosomal pairs: the larger pair (lll) is submetacentric and smaller pair (II) metacentric.
In the sex pair, X is acrocentric and Y punctiform. The salivary polytene chromosome
consists of five arms: X, 2L, 2R, 3L and 3R. Polymorphic inversions in polytene
chromosomes of mosquitoes of the genus Anopheles of Europa and Asia (Sharakhova
et al. 2011; Liang et al. 2014), southeastern Brazil and the Amazon region (Kreutzer et
al. 1972; Tadei and Santos 1982; Rafael et al. 2010) are associated with the capacity of
these anophelines to efficiently explore different environmental conditions and to adapt
to these environmental changes (Powell et al. 1999).

Studies on the molecular cytogenetics of chromosomal rearrangements of A.
darlingi in populations from natural environments, involving the physical mapping of
genes of interest in its genome, are still scarce. The in situ physical mapping of
sequences of rDNA (pDm 238) (Rafael et al. 2003), Hsp 70 (Rafael et al. 2004) and
actin (Bridi et al. 2013) has revealed mechanism patterns for chromosomal evolution in
populations of this mosquito.

Anopheles darlingi is usually found around lakes and ponds, but also in altered
environments with favorable characteristics for the development and survival of its
immature forms (Tadei et al. 1998). The larvae feed on decomposing organic matter,

fungi, bacteria, viruses, protozoa (Walker and Merritt 1993) and other microorganisms
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(Wallace and Merritt 2004). Depending on their quantity and characteristics, these
microorganisms can be pathogenic to mosquitoes, triggering the activation of innate
immune system pathways for defense against these pathogens, which is one of the
reasons for the evolutionary success of these mosquitoes (Osta et al. 2004).

In insects, antimicrobial peptides are synthesized during a systemic infection,
which circulate through the hemolymph in the body of these organisms (Meister et al.
1997). In this biological pathway, there are pattern-recognition receptors (PRR)
(Kimbrell and Beutler 2001), which recognize and cause the death of pathogens directly
by encapsulation and phagocytosis or indirectly by defense reactions and the activation
of cascades of intracellular immune signaling pathways (Hoffmann et al. 1996;
Hoffmann and Reichhart 2002). In insects, one of these receptors belongs to the family
of proteins known as Gram-negative binding proteins (GNBP), present in 19 species
including the genus Anopheles, Aedes aegypti, as well as Culex quinquefasciatus and
Drosophila melanogaster (Neafsey et al. 2015).

GNBPs can be classified into two subfamilies: GNBPA and GNBPB (Waterhouse
et al. 2007). GNBP protein is a coelomic cytolytic factor and member of the glycosyl
hydrolase family 16 (GH16 CCF), and GH16 CCF is a glucan- and lipopolysaccharide-
binding protein that triggers the prophenoloxidase-activating pathway. The GH16
members, which often occur in bacteria, fungi, plants, and animals, act on b-1,3 and b-
1,4 glycosidic bonds of many oligo- and polysaccharides throughout their chains (Mertz
et al. 2009).

There are no studies on the sequences of immune response genes in
anophelines of South America. These proteins are important for information about
pathogens and triggering of immune response. To better understand the evolutionary
relations and time of divergence of the GNBP gene of A. darlingi, it was compared with
other mosquitoes in unrooted phylogenetic trees. Anopheles darlingi, with high plasticity
of adaptation to different environments, especially in the Amazon basin, possesses
polytene nuclei with a high degree of polymophic inversion, to which the GNBP probe
was mapped to enrich the physical map of the sequences of its genome and to extend

our understanding of the variability and evolution of this mosquito.
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4.1.3 Materials and methods

Collection of A. darlingi and preparation of polytene chromosome slides

Anopheles darlingi larvae (n = 90) were captured in a natural lake, which is
influenced by the annual hydrological cycle (dry season and rainy season) and has
adequate environmental conditions for the reproduction of these mosquitoes at Bairro
do Puraquequara (3°5.19'5”S and 5°98.92’62”W), Manaus, Amazonas State, Brazil.
The offspring were reared to 4th instar. Morphological identification of the specimens
was according to Forattini (1962) and Consoli and Lourenco-de-Oliveira (1994). Slides
of polytene nuclei were prepared according to French et al. (1962) and Kumar and
Collins (1994), with modifications (Rafael et al. 2004). Salivary glands of of 4th instar
larvae were dissected in Carnoy’s solution (100 % ethanol: glacial acetic acid, 3:1) and
then fixed with the following solutions: Fixative | (Carnoy’s solution and water, 1:5) for
3-5 min at room temperature, Fixative |l (Carnoy’s solution and water, 1:1) for 3 min at
room temperature, and Fixative Ill (95 % lactic acid and water, 1:1) for 5—-8 min at room
temperature. The specimens were then placed on a slide and crushed with a coverslip.
The coverslip was removed using liquid nitrogen, and the slides were dehydrated in 70,

90 and 100 % alcohol for 3 min each. The slides were air-dried and stored at -20 °C.

GNBP labeling by PCR and fluorescence in situ hybridization (FISH)

The GNBP fragment was labeled with Cy™ 3 dUTP (GE Healthcare), utilizing the
Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen). This probe was precipitated with
1/10 volume of 3 M sodium acetate +2.5 volumes of 100 % ethanol. The chromosomes
were hybridized at 40 °C overnight in hybridization solution (2 x SSC, 100 mM sodium
phosphate, 1 x Denhardt’s solution, 100 uyg/mL of sodium azide) and 10 % dextran
sulfate in formamide (20 g of dextran sulfate to 100 mL of formamide, final
concentration 500 ng/uL per slide). After hybridization at 37 °C, chromosomes were
washed twice in 0.2 x SSC (x SC = 0.15 M sodium chloride/0.015 M sodium citrate, pH
7) at 42 °C for 15 min. They were then counterstained with 30 pL of 1uM YOYO-1
(lodide-Sigma) in 1 x PBS and 10 pl of ProLong® Gold antifade (Invitrogen- P36934)
were added. We detected fluorescent signals using Axioplan Imager A2 (Zeiss), using a
100 x objective. The exact location of the signal was carefully determined with help of a
standard for A. darlingi (Rafael et al. 2010). The chromosome images were captured

with an Axiocam MRC charge-coupled device camera (Zeiss) using the Axiovision
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program (version 3.1) and edited with Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems

Incorporated).

Primer for GNBP [A. darlingi]

The BLASTx algorithms (Altschul et al. 1990) were used to identify protein
sequences homologous with the A. darlingi GNBP (GenBank ETN64385.1), which is
available at NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). The GNBP sequence was used to
design the primer pair forward (5 TTGGATACCTGGCAACATGA 3’) and reverse (5
GCAGCCAATCATTCTTACCG 3) by the program Gene Runner 3.01
(http://www.generunner.net). The PCR reaction was performed in a 50 pL reaction
volume containing 5 pL 10x PCR buffer, 4 pL dNTPs (10 mM), 5 pL primer forward (5
mM), 5 pL primer reverse (5 mM), 2 pL MgClI2 (50 mM), 0.25 pL Tag DNA polymerase
(5 U/uL), 2.5 uL DNA (500 ng/uL), 26.25 uL nuclease-free water. The conditions of the
reaction were as follows: one cycle of initial denaturation at 94 °C for 45 s, 35
amplification cycles of denaturation at 92 °C for 30 s, annealing at 59.7 °C for 40 s and
extension at 72 °C for 40 s, and one final extension cycle at 72 °C for 7 min. The

specific band size of the PCR product was 928 bp.

Phylogenetic analysis

The GNBP protein sequence of A. darlingi (GenBank ETN64385.1), obtained
from the BLASTx algorithms (Altschul et al. 1990) was manually aligned with nine
species of mosquitoes in the software BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999). Phylogenetic trees
were built from the GNBP protein alignment with the maximum-likelihood (ML) method,
using the PhyML 3.0 program (Guindon et al. 2010). ML inference analyses were
conducted under the VT substitution model (Muller and Vingron 2000) with empirical
equilibrium of frequencies, fixed proportion of invariable sites, six rates of substitution
categories and gamma shape parameter fixed in 1.152. The confidence level of each
node was estimated by the bootstrap procedure using 1000 resampling repetitions of
the data. Reliable orthologous relationships were assigned where the relevant bootstrap
support was greater than 90 %. We determined the relationships between the GNPB
proteins of the nine species of mosquitoes using an unrooted tree, which illustrates only

the relatedness of the nodes and does not require the ancestral root to be known or
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inferred. The unrooted phylogenetic trees were visualized using the FigTree v1.4.2

program (Rambaut 2014).

4.1.4 Results

The physical mapping of the GNBP probe in 30 out of 90 of A. darlingi showed
homology in the paracentric heterozygous 2Rd inversion, section 13E of the salivary
polytene chromosomes from Manaus location, which was photographed and analyzed
(Fig. 1). No variation in signal localization was ever detected among all the nuclei
examined. A negative result was obtained with the salivary gland squash assays, where
the nuclear contents and fibrous compounds became dissociated and were lost. During
immersion of the slide preparations in liquid nitrogen to remove the coverslip, more
material was lost, which meant that there were fewer slide preparations.
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Fig. 1 Fluorescent in situ hybridization of the GNBP. a Complete salivary gland polytene chromosome of
Anopheles darlingi: hybridization site of the GNBP in the 2Rd inversion, section 13E, chromosome arm
2R (arrow); b Hybridization site enlarged; ¢ The GNBP labeled with Cy™ 3 dUTP-GE Healthcare (arrow);
d Photomap of arm 2R of A. darlingi with the inversions already described 2Ra, 2Rb, 2Rc e 2Rd (Rafael
et al. 2010): physical localization of the GNBP in the 2Rd inversion (arrow). Bar 10 um
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BLASTXx analysis of the GNBP sequence of A. darlingi against the databank of all
available genomes identified sequences with similarity between species: A. gambiae
(GenBank AGAP004456-PA), A. sinensis (GenBank AGAP004456-PA), Cx.
quingquefasciatus (GenBank XP_001845280.1), Ae. aegypti (GenBank
AAELO003894PA), A. melas (GenBank ABUB80013), A. arabiensis
(GenBankACN38176.1), A. coluzzi (GenBankAJC98246) and A. quadriannulatus
(GenBank ACN38192.1). The evolutionary relations and time of divergence of the
GNBP gene of A. darlingi were compared with that of A. gambiae, A. sinensis, Cx.
quinquefasciatus, Ae. aegypti, A. melas, A. arabiensis, A. coluzzii and A.
guadriannulatus in unrooted phylogenetic trees. As a result, we showed the GNBPs of
the nine mosquito species existed as three clades: clade | (A. darlingi, A. gambiae and
A. sinensis); clade Il (Cx. quinquefasciatus and Ae. aegypti), and clade Il (A. melas, A.

arabiensis, A. coluzzi and A. guadriannulatus) mosquitoes (Fig. 2).
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Fig. 2 Unrooted phylogeny of the Gram-negative binding protein (GNBP) for nine species of
mosquitoes obtined from PhyML analysis. Bootstrap values at nodes (> 95) are based on 1000
replicates. In the clade | are the Anopheles darlingi, Anopheles gambiae and Anopheles

sinensis species. In the clade Il are the Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti species. In
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the clade Il are the Anopheles coluzzi, Anopheles melas, Anopheles quadriannulatus and

Anopheles arabiensis species

4.1.5 Discussion

The adaptation of organisms in altered environments, especially in relation to the
environmental changes, has been an important subject of discussion in evolutionary
genetics (Peischl and Kirkpatrick 2012). In the Brazilian Amazon, immature forms of
anophelines, such as A. darlingi, A. albitarsis, A. oswaldoi and A. nuneztovari, have
been found in natural and altered aquatic environments, such as puddles of water from
settlements with gold mining and other excavations. The remaining factors are
environmental alterations caused by anthropic activities, like in Venezuela (Moreno et
al. 2007), or exogenous factors (Forattini 1987). The factors cited are temperature in the
warm months of southern and southeastern Brazil (Forattini 1987), rainy season (Tadei
et al. 1998; Tadei and Dutary-Thatcher 2000) and dry season or transition period
(Pb6voa et al. 2001; Moreno et al. 2007), which favor the high density of mosquitoes,
variation in the cycle of hematophagous activity and productivity of breeding sites of
immature forms.

Notably among the determinant factors of local adaptation of mosquito species in
heterogeneous conditions due to spatiotemporal environmental changes, are
polymorphisms of chromosomal inversions, fusions and translocations, because these
cytogenetic aspects favor selection due to their role in the promotion of adaptation and
speciation of various organisms (Dobzhansky 1944; Coluzzi et al. 1979; Hoffmann et al.
2004). Some chromosomal inversions in important malaria vectors have been related to
environmental conditions, such as in A. gambiae, A. arabiensis (Coluzzi 1982) and A.
nili (Sharakhova et al. 2011) in Africa and A. sinensis (Liang et al. 2014) and A.
stephensi (Kamali et al. 2011) in Asia. The first record of chromosomal inversions
associated with environmental stress in anophelines was described by Frizzi and
Holstein (1956). In A. gambiae, the 2Rj inversion is distributed in the region of Mali and
is consistent with adaptations of this mosquito to new niches of breeding sites formed
on rocks (rockpool) (Manoukis et al. 2008). Among the anophelines, the chromosome
arm 2R is the most polymorphic in comparison to the other arms of the chromosome
complement (Sharakhov et al. 2002). Of the eight polymorphic inversions described for
A. gambiae, seven occur in the 2R arm (Coluzzi 1979), and different chromosomal

rearrangements in this arm characterize three different populations in Mali, resulting
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from reproductive isolation (Coluzzi et al. 1985; Touré et al. 1994). In A. funestus, 11 of
17 polymorphic inversions occur in the 2R arm (Sharakhov et al. 2004).

In South America, studies of the polymorphism of inversions in the polytene
chromosomes of anophelines, the main vectors of malaria parasites, have been carried
out in anophelines from southeastern Brazil, namely A. cruzii (Ramirez and Dessen
1994) and A. bellator (Ramirez and Dessen 1994), and the Amazon region, nhamely A.
aquasalis (Kitzmiller and Chow 1971), A. darlingi (Guedes et al. 1957; Kreutzer et al.
1972; Tadei et al. 1982; Rafael et al. 2004, 2010), A. nuneztovari (Kitzmiller et al. 1973),
A. argyritarsis (Kreutzer et al. 1975), A. albitarsis (Kreutzer et al. 1975) and A.
triannulatus (Conn 1991). In A. darlingi, six polymorphic inversions occur on the arms of
chromosome 2, of which four are on the 2R arm (Tadei et al. 1982; Rafael et al. 2010).
In A. gambiae, the GNBP gene mapped physicallly to chromosome arm 2R, region 17C,
which does not include the inversion region (Lehmann et al. 2009). In A. darlingi of
Manaus, the GNBP gene was physically mapped to the inversion region 13E of the 2R
arm, of chromosome 2. But the comparison of in situ hybridization sites of A. darlingi
with those of A. gambiae, A. funestus and A. stephensi is sometimes not possible,
because A. darlingi differs from these mosquitoes with regard to the sections and
divisions of polytene arms, due to large differences in the order of bands of polytene
chromosomes (Rafael et al. 2010).

In A. darlingi populations from Manaus (Kreutzer et al. 1972), we observed that
about 90 % of the polytene nuclei analyzed showed one or more heterozygotic
inversions. Subsequently, Tadei et al. (1982) described one inversion on chromosome 2
(2Rd), one on chromosome 3 (3Rc) and one on chromosome X (Xb), all belonging to
the A. darlingi population captured in the rainy season from the vicinities of the BR-174
highway, Manaus-Boa Vista, in the state of Amazonas. These authors studied the
frequency variation in most of the chromosome inversions characterized as highly
polymorphic, with up to 60 % of individuals having 3-5 inversions, including inversion on
chromosome 2 (2Rd). These authors found a high frequency of heterozygotic
inversions, including the 2Rd inversion (63 %), but individuals homozygous for this
inversion were not observed. According to these authors, the high degree of inversions
in the heterozygous state found mainly in the rainy season in the Amazon confers to A.
darlingi greater adaptability to the environment compared to homozygous inversions.

Comparative studies on the analysis of variability in the polymorphism of chromosomal
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inversions between populations of A. darlingi from northern and southern Brazil, have
shown a high frequency of heterozygous inversions and significant genetic
differentiation in the northern A. darlingi population, resulting from the heterogeneous
environments of the central Amazon region, in relation to the low frequency of these
inversions in the southeastern population (Kreutzer et al. 1972; Tadei et al. 1982).

The literature reports various chromosomal inversions involved in the local
adaptation of species of Anopheles, which has led to ecological plasticity of these
mosquitoes (Tadei et al. 1982), as observed in three different populations of A. gambiae
of the African continent, with the 2Rj inversion distributed in the region of Mali, which
was consistent with adaptations of this mosquito to new niches of breeding sites
(Manoukis et al. 2008). The mapping of the GNBP probe at the heterozygous
paracentric inversion 2Rd of A. darlingi populations captured during the rainy season in
Manaus, can be also attributed to specificity and immune response of this gene locally,
and its adaptative meaning can have a correlation, in this mosquito, with ecological
plasticity and behavior to environmental stress, variation in the levels of parasitism and
pathogenic species. GNBPs are regulated in various tissues of anophelines after
infections by bacteria (Tahar et al. 2002). In the complete genome of A. darlingi, the
majority of DNA sequences are of bacterial origin (Marinotti et al. 2013). It can
corroborate studies on pathogenic bacteria present in the natural habitat and intestine of
anophelines, which can trigger a humoral immune response.

An annual hydrological cycle (dry season and rainy season) occurs in the
Amazon basin (Tadei et al. 2007; Wolfarth et al. 2013; Musset et al. 2014). At the
beginning of the rainy season (November), the density of the mosquito population is low
and increases due to flooding until the month of June. On the other hand, in the low-
water period of the dry season (July—October), the density of mosquitoes decreases
due to the destabilization of the breeding sites, reducing mosquito breeding (Tadei et al.
2007). Accordingly, inversions are potential bioindicators are important in detecting
genetic responses to environmental changes (Hoffmann and Danborn 2007; Hoffmann
and Willi 2008). DS and DP inversions of Drosophila mediopunctata, a Neotropical
species, have similar properties related to seasonality, temperature, precipitation and
altitude (Ananina et al. 2004). However, in anophelines of South America, little is known
about the effects of climatic changes and environmental alterations on polymorphic

inversions. Therefore, one of the main reasons lies in the difficulty of rearing these
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species in captivity. Knowing that inversions can be caused by some type of
environmental stress, we can infer that the 2Rd inversion, which involves the region of
the GNBP probe, could have originated in response to factors such as intense
parasitism or climatic variables, as observed in A. gambiae in Mali region, involving the
2Rj inversion (Manoukis et al. 2008). We argue that our results represent an interesting
model system for the study of chromosomal speciation mechanisms and an opportunity
for comparative genomic studies the widespread A. darlingi, a major human malaria
vector in South America.

The transmission of malaria is a complex biological and environmental process,
which involves parasites, vectors, humans and the environment. The literature also
shows little evidence for adaptive evolution in general, especially with regard to
antimicrobial peptides (Clark and Wang 1997). The GNBP family, for example, includes
members that are known to bind to Gram-negative bacteria, lipopolysaccharide (LPS),
and b-1,3-glucan; to be involved in innate immune signaling in response to LPS
(Christophides et al. 2002). The GNBPs can be classified into two subfamilies: GNBPA
and GNBPB. The two genomes of A. gambiae and Ae. aegypti have 7 GNBPs.

The GNBPs show considerable conservation both between each other and with
bacterial glucanases over the glucanase-like domain (Waterhouse et al. 2007).
Subfamily A includes all known fruit fly and moth sequences as well as two mosquito
sequences (GNBPA1, 2). Subfamily B is mosquito-specific (GNBP 1-4). According to
these authors, A. gambiae and D. melanogaster share only one ortholog:
GNBPA2/DmGNBP-3. All A. gambiae GNBP proteins contain a conserved b-1,3-glucan-
binding domain, which is also present in the D. melanogaster and Bombyx mori GNBPs
(Warr et al. 2008).

Studies on the identification of subfamilies (A or B) of sequences of GNBPs,
deposited mainly in public databanks, are still scarce. Considering the results of the
phylogenetic analysis of the GNBP protein of A. darlingi in the present study, we
constructed clade | (A. darlingi, A. gambiae and A. sinensis), clade 1l (Cx.
quinquefasciatus and Ae. aegypti), and clade Il (A. melas, A. arabiensis, A. coluzzii and
A. quadriannulatus). Orthologous sequences of GNBPB5, subfamily B were
demonstrated between A. gambiae and Ae. aegypti (Waterhouse et al. 2007), which is
also in line with our findings on the behavior of this gene in two clades (I and Il). The

GNBP sequences of A. coluzzi and A. quadriannulatus (clade Ill) are GNBPB1,
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subfamily B, which has been described as a pattern recognition receptor, whose
expression is strongly upregulated in response to infection with both Plasmodium
berghei (Dimopoulos et al. 1997) and Plasmodium falciparum (Tahar et al. 2002).

According to Slotman et al. (2007), GNBPB1 does not show any signs of positive
selection, and in particular, shows little or no differentiation between malaria vectors and
the non-vector species, indicating that these genes are largely involved in enhancing
selection. GNBPBL1 has a higher ratio of non-synonymous/synonymous polymorphisms
than fixed differences in most or all populations, including A. arabiensis. This indicates
the presence of a relatively large number of slightly deleterious alleles in this gene, few
or none of which became fixed in ancestral populations.

Considering that the data on the evolution of the GNBP sequence of A. darlingi
corroborate the high nucleotide similarity with GNBP of A. gambiae, subfamily B (87 %)
and A. sinensis, followed by other mosquitoes, this suggests that GNBP of A. darlingi
also belongs to subfamily B. However, there is a need for more studies about the genes
responsible for the maintenance of chromosomal rearrangements and adaptation of
natural populations of A. darlingi, including more immune response genes of the GNBP
family, to understand the aspects of adaptation to the pressures of heterogeneous
environments, which led to the evolutionary success of this mosquito across its

geographic distribution.
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4.2.1 Resumo

O Anopheles darlingi € o principal vetor na América do Sul, especialmente na
bacia amazobnica. As fémeas adultas, durante a hematofagia, podem ingerir sangue
contaminado com plasmoédio. Em larvas, o modo de infec¢do natural € durante a
ingestdo de microrganismos em sitios de reproducdo natural (criadouros), que podem
ser patdgenos, assim desencadear a reacdo de defesa do seu sistema imune. Neste
estudo foram mapeados fisicamente em cromossomos politénicos de A. darlingi, cinco
genes de resposta imune: Toll-interacting protein (Toll), defensina, Chymotrypsin-like
serine protease (AdChyL), 28S ribosomal protein S7- mitochondrial precursor (RpS7) e
gambicin anti-microbial peptide (gambicina). As marcacdes cromossdmicas in situ
foram Unicas, ndo havendo sobreposicdo das marcacdes. Apenas dois genes (AdChyL
e RpS7) mapearam in situ regides de inversdes: AdChyL (regido 38D, inversao 3Lb) e
RpS7 (regido 22C, inversdo 2Lb). Arvores filogenéticas dos genes Toll, defensina,
RpS7 e gambicina foram construidas e comparadas com sequéncias génicas de sete
anofelinos, utilizando-se o método de Maximum-Likelihood (ML). Alto grau de
conservagao génica entre os genes de resposta imune de A. gambiae e A. arabiensis
foi registrado. Os genes de resposta imune de A. darlingi e Anopheles albimanus estéao
proximamente relacionados, mas nem sempre com um suporte confidvel, podendo
indicar algum nivel de conservacgdo evolutiva entre eles em ambas as espécies. Este
trabalho representa um recurso util, para um melhor entendimento das relacdes
evolutivas desses genes de resposta imune e estudos futuros sobre a biologia de A.

darlingi.

Palavras chave: Toll, defensina, AdChyL, RpS7, gambicina, sintenia, relacdes

evolutivas.
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4.2.2 Introducgéo

A maior incidéncia da malaria no Brasil ocorre na bacia amazobnica,
especialmente nos Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Par4, Rondbnia, Roraima e Tocantins, onde se concentram mais de 99% dos casos da
doenca. No Estado do Amazonas foram notificados mais de 75 mil casos positivos da
doenca em 2015 (SIVEP-Maléaria 2016). Um dos fatores determinantes para os altos
indices de casos de malaria é a abundéancia e a acentuada preferéncia de espécies
transmissoras em alimentar-se com sangue humano, caracteristicas comuns de
Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 principal vetor dessa parasitose na
América do Sul, especialmente na Amazodnia (Tadei et al. 1998).

As fémeas adultas alimentam-se de sangue para ingerir 0s nutrientes
necessarios para a producdo dos ovos que, consequentemente, acabam ingerindo
sangue infectado com plasmadio, podendo afetar a fecundidade do mosquito e seu
fitness (Hogg & Hurd 1997). Outra forma de infec¢éo natural das larvas de anofelinos é
por meio dos sitios de reproducdo natural, cujas areas apresentam enorme
heterogeneidade ambiental, incluindo fungos, bactérias gram-negativas e positivas e
outros microrganismos (Walker & Merritt 1993), cujos patdégenos desencadeiam reacao
de defesa no sistema imune das larvas (Osta et al. 2004).

Avancos no entendimento do sistema imune em insetos vetores de doengas tém
resultado na identificacdo de diversos genes com papel importante nessas respostas
(Dimopoulos et al. 2003). Selecionamos cinco genes oriundos do genoma de A.
darlingi, com diferentes papéis na resposta imune contra patdégenos de mosquitos,
detalhados a seguir. O sistema imune em espécies de Anopheles tem quatro diferentes
maneiras de ativacdo que envolvem as respostas imunes celulares e moleculares: (1)
reconhecimento de patdégenos por meio de receptores de reconhecimento padrao
(RRPs), (2) cascatas de sinalizacado de amplificagéo, (3) vias de sinalizac&o do sistema
imunoldgico como Toll e Imd (Immune Deficiency), e (4) moléculas efetoras como os
peptideos anti-microbianos (PAMs) (Christophides et al. 2002).

O reconhecimento de patdégenos por certos RRPs leva a ativacdo de uma via de
sinalizacdo imune intracelular que ativa a transcricdo de PAM e outros genes efetores
(Dimopoulos 2003). As vias Toll e Imd s&o as maiores vias de sinalizagdes identificadas
em mosquitos, inclusive a via Jak/STAT (Janus kinase-signal transducers and

activators of transcription). Toll € reconhecido como um componente da resposta imune
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a fungos e infec¢des bacterianas gram-positiva (Ligoxygakis et al. 2002). Em A. darlingi
ha 7 genes Toll conhecidos (Marinotti et al. 2013). A literatura registra estudos das
familias de PAMs em Anopheles e Aedes aegypti, tais como a defensina (Lowenberger
2001) e gambicina (Vizioli et al. 2001a) que atuam contra bactérias gram-negativas e
positivas, leveduras, fungos e plasmaédios.

A defensina € uma molécula efetora produzida nos mosquitos em resposta a
infeccdo por varios patégenos (Richman et al. 1996). E sintetizada principalmente no
corpo gorduroso de larvas e adultos e secretada na hemolinfa. A gambicina foi um dos
primeiros fatores anti-plasmadio identificados (Vizioli et al. 2001a). O efeito da infec¢céo
por plasmdadios da malaria sobre a expressdo da gambicina foi testado nos estagios
criticos da transi¢do do ciclo de vida desses protozoarios no mosquito vetor Anopheles
gambiae (Dimopoulos et al. 1998).

A Chymotrypsin-like serine protease (AdChyL) tem a funcdo molecular de ativar
endopeptidase do tipo serina. As serino proteases estdo envolvidas no processo de
melanizacdo de plasmodios (Clayton et al. 2013), na digestdo de proteinas de
alimentos (Zhang et al. 2010) e processo de muda em insetos (Wei et al. 2007).
Segundo os autores, serino proteases tais como tripsina e quimotripsina, estdo entre as
enzimas digestivas do intestino médio de larvas de lepidopteras. A AdChyL é induzida
positivamente ap0s a alimentacdo sanguinea no intestino médio de fémeas de
mosquitos, indicando seu papel na digestdo sanguinea e possivelmente a invasao por
Plasmodium (Broehan et al. 2008).

A proteina mitochondrial ribosomal protein S7 (RpS7) tem sido pouco estudada
quanto a sua funcdo e importancia. Durante a organizacdo do ribossomo, proteinas
ribossdmicas individuais que inicialmente reconhecem o RNAr devem ligar as
particulas reunidas em uma certa ordem e trabalhar tanto em conjunto como
isoladamente. Duas destas importantes proteinas ribossémicas sdo as RpS7 e a RpS8.
A proteina RpS7 foi relacionada a infec¢ao por Plasmodium em Anopheles dirus (Xu et
al. 2003).

Essas e outras proteinas envolvidas na resposta imune tém sido determinadas
gracas a era gendmica (Nene et al. 2007; Marinotti et al. 2013). Um dos papéis da
gendmica comparativa € a identificacdo de sintenias entre diferentes espécies. Mapas

fisicos e sequéncias de genomas permitem a reconstru¢cdo de genomas ancestrais e
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determinar padrbes e mecanismos para evolu¢cdo cromossdémica em diversas espécies
de mosquitos (Rafael et al. 2010).

Este trabalho objetivou mapear fisicamente os genes Toll, defensina, AdChyL,
PrS7 e gambicina de A. darlingi, nos cromossomos politénicos desse mosquito, para
inferir sobre padrdes de variabilidade cromossdémica e evolucdo filogenética dessas

sequéncias génicas comparativamente a outras seis espécies de anofelinos.

4.2.3 Material e Métodos

Captura de A. darlingi e manutencao em Insetario

As capturas de A. darlingi foram realizadas de 2011 a 2015, nas localidades do
Estado do Amazonas: no bairro do Puraquequara (3° 5.19’ 5” S e 5° 98.92’ 62” W) em
Manaus (Tabela 1), e na cidade de Coari (4° 06’ 57.1” S e 63° 08’ 56.9” W). Em cada
localidade foram capturados aproximadamente 200 espécimes. A autorizacdo para
captura de anofelinos foi segundo o ICMBIO-SISBIO n° 32941-1. A identificacdo da
espécie foi de acordo com as chaves taxonémicas de Forattini (1962) e Consoli &
Lourenco-de-Oliveira (1994). As fémeas adultas foram mantidas em copos individuais
telados, para oviposicdo e eclosdo dos ovos. As larvas foram criadas em insetario até
alcancar a fase de 4° estadio, as quais foram utilizadas nas preparagdes citolégicas de

cromossomos politénicos.

Preparacfes das laminas de cromossomos politénicos

A preparacdo dos nucleos politénicos foi de acordo com French et al. (1962) e
Kumar & Collins (1994), com modificagBes (Rafael et al. 2004). As larvas de 4° estadio
foram dissecadas para retirada das glandulas salivares em Fixador | (solugédo Carnoy e
agua 1:5), Fixador Il (solucdo Carnoy e agua 1:1) e Fixador Ill (acido latico e agua 1:1).
O material foi esmagado entre lamina e laminula, sendo esta Ultima siliconizada. As
laminas foram mergulhadas em nitrogénio liquido. Em seguida, desidratadas em alcool
70 %, 90 % e 100 %, e secas a temperatura ambiente. Logo depois, mantidas a 20 °C
negativos, para utilizagcdo no método de FISH.

Ap6s as preparacdes cromossdmicas de politénicos salivares, a maioria é
danificada durante o procedimento de retirada de laminulas em nitrogénio liquido.
Sendo assim, uma grande quantidade de preparacdes cromossdémicas € necessaria

para a realizacdo da metodologia de FISH. Neste estudo foram realizadas preparacdes
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cromossOmicas do material capturado no Bairro Puraquequara, cidade de Manaus (100
laminas e cidade de Coari (100 laminas) e utilizadas outras amostras, também, do
banco de preparagdes cromossdmicas de A. darlingi dessas localidades (20 Iaminas)
do Laboratorio de Citogenética, Genémica e Evolucdo de Mosquitos (LCGEM/INPA).

Primers de genes de resposta imune de A. darlingi e amplificacdo por PCR

As sequéncias dos genes de resposta imune de A. darlingi foram obtidas do site
https://www.vectorbase.org, e utilizadas nos desenhos dos primers forward e reverse,
conforme o programa Gene Runner 3.01 (http://www.generunner.net) (Tabela 1). A
reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL, a qual continha 5 pyL de
buffer 10x, 4 uL de dNTPs (10 mM), 5 pL de primer forward (5 mM), 5 pL primer
reverse (5 mM), 2 uL MgCl2 (50 mM), 0,25 pL Tagq DNA polimerase (5 U/uL), 2,5 pl
DNA (500 ng/uL), 26,25 pL de agua livre de nuclease. As condicfes da reacao de PCR
foram as seguintes: um ciclo de desnaturacao inicial de 94 °C por 45 s, 35 ciclos de
amplificacéo a 92 °C por 30 s, anelamento a 59,7 °C por 40 s e extensao a 72 °C por
40 s, e um ciclo final de extenséo a 72 °C por 7 min.

Os genes ESTs utilizados foram: Toll, defensina, AdChyL, RpS7 e gambicina
(Tabela 1).

Tabela 1. Primers desenhados, com tamanho dos fragmentos amplificados (pb), para os genes
de resposta imune Toll, defensina, AdChyL, RpS7 e gambicina de A. darlingi, dos locais de
capturas desse mosquito em Coari/AM e Bairro Puraquequara, Manaus/AM.

Regido )
o Locais de
Gene Forward Reverse amplificada
captura
(pb)

Toll GAACGAACATTGGAAGCGG GCAGCAGAGCGTTGATAA 779 Coari
Defensina CTTCCACAAGCGATGTGCTA CTCCACCGTGTGATTCCAG 1035 Manaus
AdChyL GTGGTAGTGCCGAGTGGAT CGTAGTCCGAGTTCTGTTC 855 Manaus
RpS7 ATGTCACAGTACGGACCAC GGCTCGGTTTGCTTCACAC 600 Manaus

Gambicina GTGTACCATATTCGTCAACAT CACTCCGTTATACCAGTTTG 419 Coari

Marcacdo das sondas e o método de FISH
Na marcacao das sequéncias génicas (sondas) foram utilizados Cy™ 3 dUTP e
Cy™ 5 dUTP (GE Healthcare), kit Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen)

de acordo com as instru¢des do fabricante. As sondas foram purificadas com 1/10 do
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volume de acetato de sodio 3 M + 2,5 volumes de etanol 100 % e eluidas em solucéo
de hibridacado (2 x SSC, 100 mM fosfato de sodio, 1 x solucdo Denhardt, 100 pg/ml de
azida sddica) e 10 % sulfato dextran em formamida (20 g de sulfato dextran para 100
mL de formamida), concentracao final 500 ng/uL, por lamina. Os cromossomos foram
hibridizados a 40 °C, por 18 horas. Depois da hibridizacédo, as laminas foram lavadas
em 0,2 x SSC (0,15 M cloreto de sddio /0,015 M citrato de sodio, pH 7) a 42 °C por 15
min, por 2 vezes. No sistema de deteccdo foram utilizados 30 pL de YOYO-1 (1 uM,
lodide-Sigma) em 1 x PBS (Tampéao Fosfato Salino), por 10 minutos para corar 0s
cromossomos, em seguida foram adicionados 10 puL de ProLong® Gold antifade
(Invitrogen- P36934).

Microfotografias

Os sinais fluorescentes foram observados, utilizando-se o microscopio de luz
Axio Imager A2 (Zeiss), com objetiva de 100X. As localizagbes dos sinais nos
cromossomos politénicos foram determinadas com o auxilio do fotomapa de A. darlingi
(Rafael et al. 2010). As imagens dos cromossomos foram capturadas com a camera
Axiocam e o programa Axiovision (versao 3.1), e editadas com o programa Adobe®
Photoshop® CS4 (Adobe Systems Incorporated).

Andlise filogenética

As sequéncias do DNA de Toll, defensina, RpS7 e gambicina de A. darlingi
obtidas no banco de dados https://www.vectorbase.org, foram utilizadas para a
reconstrucao filogenética juntamente com genes ortdlogos de outros anofelinos do

mesmo banco de dados (Tabela 2).

Tabela 2. Espécies de Anopheles utilizadas na reconstrucdo da filogenia, com os nimeros de
acesso: https://www.vectorbase.org.

Anopheles Toll Defensina RpS7 Gambicina

A. albimanus AALBO009280-PA  AALBO07417-PA  AALBO00727-PA  AALBO00900-PA
A. arabiensis AARA010180-PA  AARA006271-PA  AARA011355-PA  AARA010954-PA
A. darlingi ADAC004703-PA  ADAC001122-PA  ADACO006753-PA  ADACO010639-PA
A. dirus ADIR006470-PA  ADIR010798-PA  ADIR004845-PA  ADIR006825-PA
A. funestus AFUNO004732-PA  AFUN006915-PA  AFUN003841-PA  AFUN006610-PA
A. gambiae AGAPO003615-PA  AGAP011294-PA  AGAP009613-PA  AGAP008645-PA
A. stephensi ASTEO05309-PA  ASTEO011281-PA  ASTEO07788-PA  ASTE002252-PA
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O gene AdChyL (n° de acesso: ADACO000858) ndo foi comparado na andlise
filogenética, pois ndo apresentou genes ortdlogos com A. albimanus, A. arabiensis, A.
dirus, A. funestus, A. gambiae e A. stephensi utilizados, o que inviabilizou tal
comparacao. As sequéncias de nucleotideos de Toll, defensina, RpS7 e gambicina
foram alinhadas no programa MEGA 7 (http://www.megasoftware.net/). As arvores
filogenéticas foram construidas, utilizando-se o método de Maximum-Likelihood (ML)
no programa PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010). As andlises de inferéncia ML foram
conduzidas sob o modelo de substituicdo VT (Muller & Vingron 2000), com equilibrio
empirico de frequéncias, proporcdo fixada nos sitios invariaveis, seis taxas de
categorias de substituicdo e o parametro gamma fixado em 1.152. Os parametros dos
modelos evolutivos utilizados para cada gene nas filogenias foram: TN93 + G6 para
Toll, e defensina, HKY85 + G6 + | para RpS7 e gambicina. O nivel de confianca de
cada no foi estimado pelo procedimento de bootstrap, utilizando 1000 repeticbes de
reamostragem dos dados. Relacdes ortélogas confiaveis foram atribuidas, onde o
suporte de bootstrap relevante foi maior do que 90 %. NOs determinamos as relagfes
dos genes Toll, defensina, RpS7 e gambicina entre sete espécies de mosquitos,
utilizando uma arvore nao enraizada, que ilustra apenas o parentesco entre 0s nos e
nao requer uma raiz ancestral a ser conhecida ou inferida. A arvore filogenética néao

enraizada foi visualizada, utilizando o programa FigTree v1.4.2 (Rambaut 2014).

4.2.4 Resultados

Preparacdes de nucleos politénicos de A. darlingi das localidades de Coari (100
laminas e Manaus (100 laminas) AM, foram utilizadas no método de FISH. Dentre
estas, as marcacdes de sondas foram analisadas em apenas 30 de cada localidade.
Os cinco genes de resposta imune de A. darlingi: Toll, defensina, AdChyL, RpS7 e
gambicina apresentaram localizagbes cromossdmicas in situ Unicas em amostras de
ambas as localidades n&o havendo sobreposicdo dos sinais observados (Figura 1).
Apenas dois genes mapearam in situ regides de inversdes: AdChyL (regido 38D,
inversdo 3Lb) e RpS7 (regido 22C, inversao 2Lb), este ultimo esta presente em mais de
uma copia no genoma (Figura 2). Uma das localiza¢des do gene RpS7 em A. darlingi, é
proximo ao centrébmero (braco 2L, 16AB).
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Fig.1 Mapeamento fisico das sequéncias dos genes (sondas) Toll, defensina (def), AdChyL,
RpS7 e gambicina, marcadas com os fluorocromos Cy™ 5 (vermelho) e Cy™ 3 (amarelo)
contracoradas com YOYO-1 em cromossomos politénicos de A. darlingi. A. Gene Toll: braco
2L, regido 25C (seta). B. Sinal de Toll ampliado. C. Gene defensina: braco 3R, 27A (seta). N=
nucléolo. D. Sinal de defensina ampliado. E. Gene AdChyL: braco 3L, 38D (seta). N= nucléolo.
F. Sinal da AdChyL ampliado. G. Gene PrS7: brago 2L, 16AB e braco 3L, 36CD (setas). H.
Sinal de PrS7 ampliado. I. Gene gambicina (gam): braco 2R, 10B (seta). J. Sinal de gambicina
ampliado. Barra: 10 um
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Fig. 2 Localiza¢des fisicas dos genes Toll (2L, 25C), defensina (3R, 27A), AdChyL (3L, 38D),
RpS7 (2L, 16AB e 22C; 3L, 36CD) e gambicina (2R, 10B) (setas), segundo o fotomapa dos
nacleos politénicos de A. darlingi, que contém regifes de inversdes e 0s centrobmeros
(asteriscos a direita), conforme Rafael et al. (2010).

Dentre as proteinas de resposta imune de A. darlingi, a RpS7 foi a Unica que
apresentou sintenia no braco cromossémico politénico com outro diptero, a mosca
Drosophila melanogaster. H4 22 genes ortélogos de AdChyL entre A. darlingi e D.
melanogaster (https://www.vectorbase.org). Os ortdlogos estdo distribuidos em todos
0s cromossomos de D. melanogaster, menos no cromossomo sexual.

As arvores ndo enraizadas mostraram as relagdes evolutivas dos genes Toll,
defensina, RpS7 e gambicina de A. darlingi com outros anofelinos: A. albimanus, A.
arabiensis, A. dirus, A. funestus, A. gambiae e A. stephensi (Figura 3). Os valores de
bootstrap (> 95) estdo representados acima dos nds nos ramos. Quanto maior o ramo,
maior € o numero de mutacdes acumuladas (substituicdes/sitio).
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Fig. 3 Filogenia ndo enraizada dos genes Toll, defensina, RpS7 e gambicina de A. darlingi em
comparacgao a outras seis espécies de Anopheles, segundo o método de Maximum-Likelihood
(ML) e programa PhyML 3.0. Os valores de bootstrap nos nés (> 95) sdo baseados em 1000
repeticbes. Comprimento dos ramos - numero de substituicbes de amino &cidos por 100
residuos (barra). A: Toll. B: Def: defensina. C: RpS7. D: Gam: gambicina.

Na arvore filogenética do gene Toll (Figura 3A) foram obtidos trés clados: no
clado I, o gene Toll das espécies A. arabiensis e A. gambiae mostrou-se estreitamente
relacionado; nos clados Il (A. dirus) e Il (A. darlingi e A. albimanus) este gene forma

grupo irmdo nessas espécies. Como ndo ha um suporte confiavel, ndo foi possivel
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fazer inferéncias sobre as relacdes evolutivas, envolvendo as sequéncias génicas Toll
do A. funestus e A. stephensi.

Para o gene defensina (Figura 3B), A. darlingi e A. albimanus presentes no clado
| estd estreitamente relacionado, e este clado € um grupo irmdo do clado Il (A.
arabiensis e A. gambiae). Inferéncias acerca das relacdes evolutivas deste gene em A.
funestus, A. stephensi e A. dirus ndo foram realizadas, pois néo foi detectado suporte
confiavel.

A presencga de trés clados também foi confirmada nas relagbes evolutivas do
gene RpS7 (Figura 3C). No clado I, esse gene em A. funestus e A. stephensi foi
estreitamente relacionado. O clado Il (A. gambiae e A. arabiensis) € grupo irméo do
clado Il (A. albimanus e A. darlingi). Como ndo h& um suporte confiavel, ndo pudemos
fazer inferéncias sobre as relagdes evolutivas envolvendo o gene RpS7 de A. dirus. E,
finalmente, nas relacfes evolutivas do gene gambicina (Figura 3D) foram gerados trés
clados. No clado I, esse gene de A. arabiensis e A. gambiae esta estreitamente
relacionado. No clado Il, de gambicina (A. dirus), observaram-se espécies irmas do
clado Il (A. albimanus e A. darlingi).

Andlise sobre as relacbes evolutivas para o gene de gambicina entre A.
stephensis e A. funestus néo foram realizadas, pois nao foi obtido suporte confiavel nos

ramos da arvore filogenética construida.

4.2.5 Discusséo

Extensivos rearranjos cromossémicos sao evidentes entre 0s mosquitos Aedes,
Anopheles e a mosca Drosophila apesar das grandes distancias evolutivas entre eles
(Moreno et al. 2010). Aedes aegypti e A. gambiae tém mantido associacdes de genes
em bracos inteiros, enquanto que as comparacfes de ambos com D. melanogaster
indicam consideraveis mudancgas entre os bracos (Severson et al. 2004). A analise
comparativa entre D. melanogaster e A. gambiae identificou consideravel conservagéo
na sintenia de todo o genoma, mas apenas evidéncias limitadas para a conservacéo da
ordem de genes (Bolshakov et al. 2002; Zdobnov et al. 2002).

Exemplos de segmentos génicos conservados entre A. gambiae e A. funestus
estdo localizados em regifes proximas aos centrdbmeros e teldbmeros, onde a taxa de
recombinacdo meidtica pode ser reduzida (Sharakhov et al. 2002). E onde consiste de

sequéncias de DNA altamente repetitivos ou DNA satélite arranjadas in tandem (Lohe
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et al. 1993). Em A. darlingi, uma das localizacdes do gene ribossémico RpS7 encontra-
se proxima ao centrébmero, e ndo registramos correspondéncia deste gene com A.
gambiae ou A. funestus. Porém, em D. melanogaster, o gene ortélogo de RpS7,
corresponde ao mesmo braco que A. darlingi, mas nao esta préximo ao centrdmero.

Ao longo da histéria evolutiva de A. darlingi e A. gambiae, subgéneros Cellia e
Nyssorhynchus, respectivamente, seus cromossomos sofreram varios rearranjos
(Sharakhov et al. 2002). Estes autores realizaram comparagfes entre espécies do
mesmo subgénero (A. gambiae e A. funestus), e ndo observaram sintenia de bragos
inteiros, contendo segmentos com a ordem dos genes conservada. Contudo, uma vez
gue o tempo de divergéncia entre A. darlingi e A. gambiae é de ~ 59 MA, e entre A.
gambiae e A. funestus é de ~ 43 MA (Moreno et al. 2010), a ordem dos genes e suas
sequéncias foram evoluindo com taxas tdo elevadas como aquelas estimadas para
Drosophila, que sé&o as mais altas taxas conhecidas (Sharakhov et al. 2002).

Apesar desse achado, ha 6.312 genes sinténicos entre A. darlingi e A. gambiae,
0 que corresponde a 60 % de todos os genes codificadores de proteinas em A. darlingi
(Marinotti et al. 2013). Para esses autores, 3680 genes sdo sinténicos com A. aegypti,
3.684 com Culex quinquefasciatus e 488 com D. melanogaster. Mas, para (Rafael et al.
2010), a comparacédo de homologias entre 0os bracos cromossdmicos politénicos de A.
darlingi com A. funestus, A. stephensi e A. gambiae foi inviavel, pois ha muitas
diferencas na ordem das bandas dos nudcleos politénicos, o que corrobora com a
divergéncia evolutiva destas espécies.

Em relacdo a evolugdo cromossdémica dos bragos autossémicos, h4 uma grande
diferenca entre mosquitos anofelinos e moscas do género Drosophila. As espécies de
Drosophila possuem autossomos acrocéntricos ou metacéntricos/submetacéntricos,
consistindo de fusbes nos elementos cromossémicos. J4 os autossémicos dos
anofelinos sdo sempre metacéntricos/submetacéntricos, mas eles se remodelaram
varias vezes, por meio de translocacdes, durante ~ 100 MA de evolucdo (Neafsey et al.
2015).

Das espécies de mosquitos comparadas neste trabalho, o A. albimanus, cujo
genoma ja foi comparado ao de A. gambiae (Neafsey et al. 2015) foi a espécie mais
proxima evolutivamente ao A. darlingi. Os bragos cromossémicos de A. gambiae séo
indicados de acordo com os elementos cromossémicos: 1 (X), 2 + 3 (2R +2L),4 +5

(3R + 3L), a correspondéncia para A. albimanus é 1, 2 + 4, 5 + 3, sendo que ha 903
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blocos sintenicos conservados entre essas espécies e 589 inversdes cromossémicas
estimadas (Neafsey et al. 2015).

No estudo de Rafael et al. (2010), a andlise comparativa das pontas dos bracos
2R entre A. darlingi (subgénero Nyssorhynchus), A. gambiae, A. stephensi e A.
funestus mostrou provavel homologia entre essas espécies, que foi conspicua em A.
gambiae e A. funestus. No entanto, a comparacao entre as pontas dos bracos 2L, 3R e
3L, exceto o cromossomo X de A. darlingi em relagdo ao A. gambiae, A. stephensi e A.
funestus mostrou-se bastante divergente. Estes dados fornecem uma base importante
para o estabelecimento de homologias cromossémicas entre os principais anofelinos
vetores de agentes etioldgicos da malaria.

Considerando a evolucdo dos genes classicos de reconhecimento da resposta
imune, proteinas de reconhecimento peptideoglicanas (proteinas Gram-Negative
Binding Protein), por exemplo, exibem niveis de divergéncia das sequéncias
relativamente baixos, e as enzimas efetoras sao de fato, altamente conservadas em
nivel de sequéncia. Os transdutores de sinal (vias Toll e Imd), que raramente se
duplicam séo encontrados universalmente em todas as espécies e apresentam
elevadas taxas de divergéncia de sequéncias. Os moduladores de cascatas (serino
proteases, por exemplo) também exibem altas taxas de divergéncia de sequéncias,
mas eles sdo muito mais especificos de linhagens e, geralmente, ttm mais duplicacdes
génicas (Neafsey et al. 2015).

Em mosquitos, as respostas antimicrobianas, usam trés grandes vias de
ativacdo de sinal: Toll, Imd e Jak/STAT. A maioria dos componentes dessas vias é
representada por genes bem conservados, supostamente refletindo a conservagéo de
suas fungbes. A familia de receptores de sinalizagdo (Toll, por exemplo), mostra um
baixo nivel de diversificacdo. Este receptor envolve muitas familias génicas
(Christophides et al. 2002). Anopheles tem 11 genes Toll, dos quais o Toll 10 e 11 séo
ortélogos entre A. gambiae e A. aegypti; e, o Toll 6 e 7 sdo ortdlogos entre A. gambiae,
A. aegypti e D. melanogaster. Ainda € desconhecido qual é o gene Toll encontrado em
A. darlingi. A via Toll € uma cascata de ativacao conservada evolutivamente (Kimbrell &
Beutler 2001).

A rapida evolucéo dos peptideos anti-microbianos (PAMs) tem sido registrada, e
a maioria das familias importantes sdo amplamente distribuidas. Estudos sugerem que

a defensina de insetos tem evoluido por duplicacdo génica, seguido por divergéncia
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sob uma presséao seletiva especialmente em mosquitos para combater uma vasta gama
de microorganismos, bem como parasitas que se encontram no Seu corpo
(Dassanayake et al. 2007). A filogenia, a partir da sequéncia de defensina de A.
stephensi, mostrou um grupo parafilético com: A. stephensi, A. arabiensis, A. gambiae,
A. aegypti e A. albopictus (Dixit et al. 2008).

Héa quatro defensinas descritas para A. gambiae (Waterhouse et al. 2007), que
sdo mais numerosas e divergentes que em Drosophila (Christophides et al. 2002). A
defensina de A. darlingi € ortdloga da defensina 1 (DEF1) de A. gambiae. Em Aedes e
Drosophila, a DEF1 pode ser agrupada em um mesmo clado (Christophides et al.
2002). Quanto ao seu mapeamento in situ, até o momento sé foi estudado em trés
espécies, das quais apresenta uma provavel sintenia génica no braco 3L de A.
gambiae (braco 3L, secdo 42A) e A. funestus (3L, 45A; 2R, 18C), segundo Sharakhov
et al. (2002). Apesar do braco 3L de A. gambiae ndo apresentar nenhuma inversao,
esse braco cromossdmico em A. funestus possui quatro grandes inversées, o que pode
ter comprometido a perfeita sintenia entre essas espécies. E em D. melanogaster, a
defensina foi mapeada in silico no bragco 2R, 46D7-9 (Severson et al. 2004). Em A.
darlingi, analisado no presente estudo, a defensina marcou o braco 3R, 27A.

A AdChyL ndo apresenta sintenia entre as espécies ja estudadas, pois mapeou
em diferentes bragos cromossGmicos: A. gambiae, no brago 2L, 25D (Vizioli et al.
2001b) e A. funestus, no braco 2R, 13C (Sharakhov et al. 2002). Em D. melanogaster o
gene AdChyL foi mapeado in silico nos cromossomos 2R, 2L, 3R e 3L
(https://www.vectorbase.org). Em A. darlingi do presente estudo, a AdChyL marcou in
situ no brago 3L, 38D.

A analise filogenética das AdChyLs de A. gambiae mostrou que este € um grupo
parafilético, proximamente mais relacionadas com A. aegypti (Vizioli et al. 2001b). Ja
foram descritas outras duas sequéncias de AdChyLs de A. darlingi que séo
evolutivamente muito proximas ao A. aquasalis sul americano, também vetor de
agentes etiologicos da malaria; estas AdChyLs séo ortdlogas entre ambas espécies
(De Almeida et al. 2003). Esses autores também mencionam a presenca de um
pequeno rearranjo gendmico nesse gene em A. darlingi, sugerindo mecanismos de
inversdo relacionados a elementos transponiveis.

Devido ao papel fundamental dos ribossomos, sua estrutura e funcdo tém sido

conservadas significativamente, durante a evolucdo. A proteina ribossomal RpS6
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responde a melanizacdo em presenca de patdgenos e supressor tumoral em D.
melanogaster, idéntica a RpS6 em humanos (Watson et al. 1992). Pouco se sabe sobre
0 gene RpS7. O RpS7 foi mapeado in silico em nucleos politénicos, nos bracos 3R
(34B) de A. gambiae e 2L (31D11) de D. melanogaster, (https://www.vectorbase.org).
Em A. darlingi, apresentou marcac¢des em dois bracos:-2L (16AB e 22C) e 3L (36CD).
Apesar do gene RpS7 estar no mesmo braco cromossémico 2L de A. darlingi e de D.
melanogaster, ndo fizemos comparacdes entre 0s cromossomos politénicos dessas
espécies, pois 0 padrdao de bandas e tamanho dos bracos € muito diferente, o que
inviabilizou tal comparacéo.

A gambicina de A. darlingi € ortologa a gambicina 1 (GAM1) de A. gambiae e A.
aegypti. Em uma analise Bayesian (ndo enraizada), os clusters de gambicina de A.
arabiensis agruparam com a gambicina de A. gambiae (Parmakelis et al. 2008), assim
como foi registrado em comparacdo com a gambicina de A. darlingi. A completa
auséncia de substituicbes ndo sindnimas fixadas na comparacdo do locus da
gambicina entre espécies do complexo A. gambiae, indica que a selecdo purificadora é
a maior forca que molda o padréo evolutivo para gambicina (Parmakelis et al. 2008).

A gambicina s6 foi mapeada e, in silico, at¢é o momento em A. gambiae,
apresentando-se no braco 3R, 31A (Parmakelis et al. 2008). No presente trabalho, a
sonda gambicina mapeou o braco 2R, 10B.

Comparacdo mais aprofundada acerca dos sitios de hibridizacdo entre A.
darlingi, A. gambiae, A. funestus e a mosca D. melanogaster néao foi possivel, devido as
diferencas na morfologia, se¢bes e divisbes dos cromossomos politénicos desses

mosquitos em relagdo a D. melanogaster.
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4.2.6 Conclusbes

v O mapeamento fisico cromossémico e analise filogenética dos genes Toll,
defensina, AdChyL, RpS7 e gambicina do genoma de A. darlingi foram uteis
para a localizagéo fisica de sequéncias consideradas regides de lacunas nao
preenchidas na montagem do genoma de A. darlingi, e auxiliar na compreensao

da variabilidade cromossdmica e relagdes evolutivas.

v As grandes diferencas nas bandas e se¢fes dos cromossomos politénicos de A.
darlingi e dos demais anofelinos analisados neste trabalho, inviabilizaram a

realizacdo de comparacfes sinténicas entre esses mosquitos.

v Aprofundar o estudo da sintenia cromossdmica de genes de resposta imune de
A. darlingi em relagdo a outros anofelinos, como o A. albimanus é necessario,
para uma melhor compreensdo da evolucdo desses genes filogeneticamente
proximos, ja que podem estar sofrendo as mesmas pressfes seletivas
ambientais, pois ambos 0s mosquitos compartilham uma pequena sobreposi¢ao

nas distribuicbes geograficas.

v Os anofelinos, que tiveram sequéncias de genes de resposta imune comparadas
filogeneticamente neste trabalho, tém origem de ambientes diversos, com
fatores associados, provavelmente, as taxas evolutivas e tempos de divergéncia,
para cada espécie, que foram representadas nos clados filogenéticos |, 1l e I,

refletindo as diferentes historias evolutivas para cada gene estudado.
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4.3.1 Resumo

Anopheles darlingi € o vetor primario da malaria na bacia amazbnica. Este
mosquito como outros culicideos possuem a habilidade de reconhecer e discriminar
moléculas de odores por meio de células neurais quimiosensiveis especializadas em
expressar proteinas receptoras olfativas, importantes componentes hidrossollveis,
presentes na linfa das sensilas, como as proteinas de ligacdo olfativas (odorante
binding proteins, OBP). Neste trabalho, o gene OBP foi mapeado in situ em nucleos
politénicos de A. darlingi de cinco localidades de trés Estados brasileiros, sendo trés no
Amazonas, uma no Amapa e outra no Mato Grosso. O gene OBP apresentou uma
Gnica marcacdo no cromossomo X politénico (secdo 4A) de A. darlingi, de quatro
localidades (Coari/AM, Manaus/AM, Macapa/AP e B Bugres/MT). Porém, este gene
OBP hibridizou na secao 3A, apenas nos individuos de Sdo Gabriel da Cachoeira/AM.
Duas novas inversdes foram descritas, uma no braco X (Xb) e a outra no braco 2L
(2Lb). As hipbteses sobre barreiras geograficas e adaptacdo de anofelinos as
condicbes ambientais locais podem estar associadas ao surgimento de novas
inversdes, 0 que permite levantar a hipotese de haver uma nova espécie dentro do

suposto complexo A. darlingi, em Séo Gabriel da Cachoeira/AM.

Palavras chave: cromossomo X, inversdo paracéntrica, gene sensorial, adaptacéo
ambiental, malaria, Amazonia.
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4.3.2 Introducgéo

Anopheles darlingi Root, 1926 € o mais importante vetor de parasitos da malaria
na bacia amazodnica (Lounibos & Conn 2000; Sinka et al. 2010). As fémeas desta
espécie foram encontradas infectadas por trés plasmédios que causam a malaria
humana nas Américas — Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae (Rachou 1958;
Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994). Este mosquito tem uma distribuicdo geografica
nas Américas do Sul e Central, que se estende do sul do México ao norte da Argentina,
e do leste da cadeia dos Andes para a costa do Oceano Atlantico (Forattini et al. 1987;
Sinka et al. 2010). E encontrado em areas de baixas altitudes, quase sempre associado
aos grandes cursos de agua e florestas do interior, mas ocorre também no litoral.
Nessas &reas, 0s seus principais habitats sdo as &aguas pretas e acidas, aguas
brancas, pulso de enchentes e vazantes, que propiciam a existéncia de uma
diversidade e densidade de anofelinos especificos (Tadei et al. 1998).

Hé indicios de que A. darlingi pertenca a um complexo de espécies juntamente
com uma segunda: Anopheles paulistensis e, a terceira espécie, ainda ndo descrita
(Emerson et al. 2015). Os autores basearam-se nas andlises de single nucleotide
polymorphisms (SNPs) e concluiram que a divergéncia heterogénea entre populacfes
de A. darlingi foi causada por pressbes de selecdo e processos ecoldgicos
biogeograficos, que pode ter permitido a separagdo entre as popula¢des estudadas.

O A. darlingi possui complemento cromossémico metafasico 2n= 6 (Rafael &
Tadei 1998), com dois pares autossémicos: o par maior (1) € submetacéntrico e o par
menor (1) metacéntrico. No par sexual, o X é acrocéntrico e o Y, puntiforme. Além dos
cromossomos metafasicos, os anofelinos possuem nucleos politénicos, que consistem
em cinco bracos: X, 2L, 2R, 3L e 3R. Os cromossomos politénicos das glandulas
salivares de mosquitos do género Anopheles tém sido estudados quanto as inversées
polimdrficas (Schreiber & Guedes 1959, 1960; Kreutzer et al. 1972).

Populacdes de A. darlingi da Amazobnia central apresentaram alto grau de
inversdes polimorficas, como mostram as analises do mapa de referéncia por Kreutzer
et al. (1972), que registram 13 inversées nos cromossomos politénicos dessa espécie.
Posteriormente, Rafael et al. (2010) descreveram o fotomapa para A. darlingi, de
amostras de area periférica da Amazonia (Guajara-Mirim/RO). Os autores identificaram
um baixo polimorfismo cromossdémico, e registraram mais uma inversao (3Lc), que foi

somada as inversfes polimérficas previamente encontradas, totalizando 14 inversdes
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em A. darlingi. Dentre essas, uma inversdo esta localizada no cromossomo X, quatro
no braco cromossémico 2R, duas no 2L, quatro no 3R e trés no 3L. Os autores
dividiram o fotomapa em 45 secdes, seguindo o mapa de referéncia proposto por
Kreutzer et al. (1972). Recentemente, novas modificacdes foram propostas para o
fotomapa da espécie (Cornel et al. 2016) os quais descreveram quatro novas inversdes
paracéntricas, sendo duas para o braco 3R, e duas para o braco 3L em A. darlingi de
Macap&/Amapé, Manaus/Amazonas e Porto Velho/Rondénia.

O sucesso ecolbgico de uma espécie depende da sua capacidade para enfrentar
os desafios de novos cenarios bidticos e abibticos, e 0 genoma dessas espécies reflete
esse processo evolutivo por meio de modificacbes em suas sequéncias. Entre os
mecanismos de adaptacdo em maior destaque estdo as inversdes cromossdomicas
(Hoffmann et al. 2004). Em A. darlingi, rearranjos de inversdes peri e paracéntricas tém
ocorrido, afetando a sua morfologia cromossomal, mas o seu cariotiplo dipléide se
mantém conservado, como em outros anofelinos (Rafael et al. 2005; 2010).

Dentre as caracteristicas comportamentais de A. darlingi, esta a preferéncia em
alimentar-se com sangue humano (Tadei et al. 1998). Desta maneira, seu sistema
guimiosensorial possui um papel fundamental na sua sobrevivéncia, pois o utiliza para
encontrar hospedeiros, identificar parceiros, evitar predadores, e atuar na selegcéo de
sitios de oviposicdo (Hallem et al. 2006). Apresenta a habilidade de reconhecer e
discriminar milhares de moléculas odoriferas por meio de células neurais
guimiosensiveis especializadas em expressar proteinas receptoras olfativas (olfactory
receptor proteins - ORPS), localizadas em compartimentos chamados sensilas. As
proteinas de ligacdo olfativas (odorante binding proteins, OBP) sdo consideradas
importantes componentes hidrossoliveis presentes na linfa das sensilas (Manoharan et
al. 2013). As OBPs tém sido caracterizadas em trés subfamilias (Classic, PlusC e
Atypical) com base nas caracteristicas de suas sequéncias (Vieira & Rozas 2011).
Essas proteinas ndo sdo restritas apenas as antenas dos insetos, foram encontradas
ainda em outras partes do corpo de Aedes aegypti: proboscide de fémeas,
espermateca e espiraculo (Li et al. 2008). Estudos recentes mostraram que as OBPs
adquiriram uma diversidade funcional em A. gambiae, A. aegypti e C. quinquefasciatus
(Manoharan et al. 2013).

Considerando a gendmica de A. darlingi, estudos citogenéticos sdo necessarios,

para compreender melhor os dados gendmicos, variabilidade cromossdémica e evolugao
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desse mosquito. Estudamos o mapeamento fisico do gene OBP e a andlise de
possiveis inversfes em nucleos politénicos de A. darlingi de cinco localidades do Brasil,
para comparar os sitios de hibridizacdo e determinar se esse gene é conservado entre
as populagdes analisadas.

4.3.3 Material e métodos

Capturas de A. darlingi e preparacéo citolégicas de nucleos politénicos

As capturas de fémeas adultas de A. darlingi ocorreram em cinco localidades do
Brasil, sendo trés no Estado do Amazonas (AM): Sdo Gabriel da Cachoeira (SGC),
Coari e Manaus (AM); uma no Amapa (Macapa) e outra em Mato Grosso, Barra do
Bugres (B Bugres) (Figura 1). Em cada localidade foram capturadas cerca de 100
fémeas. A autorizacdo para captura ddas amostras foi segundo o ICMBIO-SISBIO n°
32941-1. As capturas foram realizadas no periodo de 2011 a 2015 (Tabela 1).

Tabela 1. Localidades e coordenadas geogréficas dos pontos de capturas de A. darlingi.

Localidade Coordenadas geogréaficas Data da captura
Coari/Ciganopolis/AM 4° 06’ 57.1” §,63°08'56.9” W  Maio/2015
Manaus/Puraquequara/AM 3°5.19'5” S, 59° 92’ 62" W Abril/2014
SGC/Estrada Camanaus Km 18/AM | 00° 08’ 82.1” S, 66° 57° 49.3” W  Agosto/2011

B Bugres/MT 15°4’ 26" S, 57° 10’ 27” W Setembro/2011
Macapa/Ramal da Viava/AP 0°2"4” N, 51° 3 60" W Julho/2011

A identificacdo de A. darlingi capturado foi de acordo com as chaves
taxondmicas de Forattini (1962) e Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). As fémeas
adultas foram dispostas, para oviposi¢cdo em copos telados e individuais em Insetério.
As larvas foram criadas até alcancar a fase de 4° estadio. Foram confeccionadas de 50
a 100 laminas de cromossomos politénicos para cada localidade, (French et al. 1962,
Kumar & Collins 1994; Rafael et al. 2004).

As glandulas salivares foram dissecadas, utilizando-se os Fixadores: | (solugédo
Carnoy e 4gua 1:5); Il (solucdo Carnoy e agua 1:1), e Il (acido latico e agua 1:1). O
material foi esmagado entre lamina e laminula, esta ultima siliconizada. As laminas
foram mergulhadas em nitrogénio liquido, e as laminulas foram retiradas. Em seguida,
as laminas foram desidratadas em alcool 70 %, 90 % e 100 %, secas a temperatura
ambiente (T.A.) e mantidas a 20 °C negativos. Dentre estas, 10 laminas de cada

localidade foram utilizadas para o método de FISH.
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Figura 1. Pontos de capturas de fémeas adultas de A. darlingi (circulos vermelhos). 1:
SGC/AM; 2: Coari/AM; 3: Manaus/AM; 4: Macapa/AP e 5: B Bugres/MT.

Obtencédo da sonda

A sequéncia de OBP de A. darlingi foi obtida do site https://www.vectorbase.org
(n° de acesso: ADAC000512). Foram utilizadas para desenho dos primers forward 5’
ACATCGTTCGTAGTCGCTG 3’ e reverse 5 GCGAACACGACCTTGACC 3, por meio
do programa Gene Runner 3.01 (http://www.generunner.net). A regidao de amplificacéo
€ de 815 pares de bases (pb). As condi¢cdes da reacédo de PCR estédo a seguir: um ciclo
de desnaturacéo inicial de 94 °C por 45 segundos (s), 35 ciclos de amplificacdo a 92 °C
por 30 s, anelamento a 59,7 °C por 40 s e extensao a 72 °C por 40 s, e um ciclo final de
extensao a 72 °C por 7 min.

As sondas foram marcadas com Cy™ 3 dUTP (GE Healthcare), utilizando o kit
Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen), segundo instru¢des do fabricante.
As sondas foram precipitadas com 1/10 do volume de acetato de s6dio 3 M + 2,5

volumes de etanol 100 % e diluidas em solu¢do de hibridacdo (2 x SSC, 100 mM
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fosfato de sodio, 1 x solucdo Denhardt, 100 pg/ml de azida sédica) e 10 % sulfato
dextran em formamida (20 g de sulfato dextran para 100 mL de formamida,
concentracgdo final 500 ng/uL, por lamina). Os cromossomos foram hibridizados a 40
°C, por 18 horas. Depois da hibridizacao, as laminas foram lavadas em 0,2 x SSC (0,15
M cloreto de sddio /0,015 M citrato de sédio, pH 7) a 42 °C por 15 min, 2x. Os
cromossomos foram corados com 30 ul de 1uM YOYO-1 (lodide - Sigma) em 1 x PBS
e foram adicionados 10 pl de ProLong® Gold antifade (Invitrogen- P36934). Os sinais
fluorescentes foram detectados utilizando o microscopio Axioplan Imager A2 (Zeiss),
objetiva de 100 x.

As localizagbes exatas dos sinais foram determinadas, com o auxilio do
fotomapa para A. darlingi (Rafael et al. 2010). As imagens dos cromossomos foram
capturadas com a camera Axiocam e com 0 programa Axiovision (versdo 3.1) e
editadas com Adobe® Photoshop® CS4 (Adobe Systems Incorporated).

Analise das novas inversdes

As inversfes do cromossomo X e do autossomo 2, foram identificadas por letras
minudsculas, em ordem alfabética de acordo com outras descri¢cdes citoldégicas para
essa espécie, onde a correspondéncia foi mantida entre nossas descri¢cdes e estudos
anteriores (Kreutzer et al. 1972; Tadei et al. 1982; Rafael et al. 2010).

4.3.4 Resultados

Em A. darlingi das localidades de Coari, Manaus, Macap&/AP e B Bugres/MT o
mapeamento fisico do gene OBP apresentou uma Unica marcacéo, sempre na sec¢ao
4A do cromossomo X (Figura 2). Apenas em individuos da localidade de SGC/AM, o
gene OBP foi hibridizado na se¢ao 3A do cromossomo X.

As analises das inversdes cromossdmicas nas populacbes estudadas,
mostraram uma inversdo no estado homozigoto em individuos de SGC/AM, onde os
pontos de quebra de pedacos do cromossomo X se pareiam sem formacao de alca. Os
provaveis pontos de quebra dessa inversdao, que denominamos Xb, envolvem as
secdes 3B a 4B (Figura 3). Esta inversao sobrepde a inversao Xa (Rafael et al. 2010).

Outra nova inverséo, heterozigota, foi encontrada para o brago 2L de A. darlingi
da localidade de B Bugres/MT (Figura 4). Tal inversdo foi denominada 2Lc e os

provaveis pontos de quebra dessa inversdo envolvem as sec¢fes 25A até 21B. Esta
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inversdo sobrepbe as inversdes 2La e 2Lc (Rafael et al. 2010) e um rearranjo

alternativo chamado de 2L’ (Cornel et al. 2016).
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Figura 2. FISH de OBP no cromossomo X de A. darlingi de diferentes localidades. Al e A2:
Manaus/AM na secéo 4A; B1 e B2: Macap&/AP na secdo 4A; C1 e C2: B Bugres/MT na se¢éo
4A; D1 e D2: SGC/AM na secédo 3A; E1 e E2: Coari/AM na secdo 4A. Barra: 10 um.

Figura 3. Nova inversdo homozigota descrita (Xb) no cromossomo politénico X de A. darlingi,
de SGC/AM. A: Inversdo Xb envolvendo as secdes 3B a 4B (seta). B. Fotomapa do
cromossomo X, mostrando os dois sitios de hibridizacdo do gene OBP, secdo 3A (seta
vermelha) de individuos de SGC/AM, e sec¢do 4A de individuos de Manaus/AM (seta preta),
Macapa/AP, B Bugres/MT e Coari/AM. Centrédmero a direita (asterisco). Barra 10 um.

2Lc

2lLa
2Lb
g s_éﬁ‘!ﬁ,'fr_«_sm_nm;‘mn_mt.mm)‘pn.‘nml, -

8 17 1

2L

24 23 2 21

Figura 4. Nova inversdo descrita no braco cromossémico 2L de A. darlingi de B Bugres/MT. A
e B: Cromossomos 2L com a nova inversao 2Lc (colchetes). C. Fotomapa do cromossomo 2L,
mostrando as regides de inversdes ja descritas (Rafael et al. 2010). O centrémero encontra-se

a direita (asterisco). Barra 10 um.
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4.3.5 Discusséo

Estudos de citogenética, envolvendo inversdes cromossodmicas tém sido Uteis ao
entendimento de genética de populagcfes e taxonomia de mosquitos vetores de maléria
(Coluzzi et al. 2002). Inversdes tém sido repetidamente associadas a adaptacéo local
em um grande numero de animais; a plasticidade dos anofelinos, vetores de
plasmddios da malaria, pode refletir esse elevado grau de polimorfismo de inversdes
(Ayala et al. 2014).

O polimorfismo de inversdes em uma espécie pode variar nas diferentes
localidades ao longo de sua distribuicdo geografica, como observado em Anopheles nili
(Sharakova et al. 2011). Anopheles gambiae e A. funestus sdo mais polimorficos na
Savana (Africa Ocidental) do que na floresta (Africa Central), sugerindo o ambiente
como um papel relevante para inversdes polimérficas na adaptacédo local (Sharakhova
et al. 2011). A selecao favorece a fixacdo de inversdo, podendo desempenhar um
papel importante no isolamento reprodutivo, como registrado em A. gambiae e A.
arabiensis (Slotman et al. 2004; Slotman et al. 2005).

O A. gambiae tem sido caracterizado por mdultiplas inversées cromossémicas
polimorficas, Uteis no entendimento do isolamento reprodutivo das formas desse
complexo, embora apresente estagios iniciais de especiacdo, dada a divergéncia de
evolucdo face ao notavel fluxo génico (Lee et al. 2013). Os autores estudaram
comparativamente o arranjo cromossdmico normal (forma Savanna) e inversdes
homozigotas (forma Bamako), para identificar regides de divergéncias gendmicas
relacionadas ao polimorfismo de inversdes. Inesperadamente, detectaram metade de
todas as regides significativamente divergentes no cromossomo X, corroborando as
inversdes cromossOmicas, que definiram as formas cromossomicas Bamako e
Savanna por um local perto do centrémero do cromossomo X que, para 0S autores,
esses genes que medeiam o isolamento reprodutivo sdo provavelmente localizados no
cromossomo X. Em A. darlingi, no presente trabalho, foram encontradas duas novas
inversdes: uma no cromossomo X, denominada Xb, na populacdo de SGC/AM e a
outra inversdo no cromossomo 2L (2Lc), na populacéo de B. Bugres/MT. Este achado
corrobora os resultados de Lee et al. (2013), de que o cromossomo sexual X pode
carregar muitas caracteristicas, que podem nortear a especiacao entre A. darlingi de
SGC/AM e B. Bugres/MT.
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A alta densidade de inversbes fixas e raras ocorréncias de inversdes
polimdrficas no cromossomo X tém caracterizado a evolu¢cdo dos cromossomos dos
mosquitos da maléria (Neafsey et al. 2015). As inversées no cromossomo X de
Anopheles messeae ja foram associadas a diferentes caracteristicas como diferentes
localizacBes geograficas (Norte e Sul) (Perevozkin et al. 2012a); diferentes sinais
acusticos dos machos (Perevozkin et al. 2012b) e associadas aos niveis de atividade
enzimatica (Perevozkin & Kurovsky, 2009).

O cromossomo X e os autossomos sofrem pressdes evolutivas, que podem
moldar o seu material genético (Blackmon & Demuth, 2015). O cromossomo X de A.
darlingi ndo mostra homologia com outros importantes vetores neotropicais de maléaria
como Anopheles aquasalis, Anopheles albimanus ou Anopheles nuneztovari (Kreutzer
et al. 1972; Rafael et al. 2010), o que dificulta comparac¢des de sintenia, homologia ou
evolucdo cromossomica.

Paisagens neotropicais, também chamadas de barreiras sdo fatores primarios
na divergéncia em A. darlingi em escalas regionais e continentais, e as condi¢cdes de
distancia geografica e ambientais contribuem para o isolamento desse mosquito em
uma escala local (Angélla et al. 2014). Nihei & Carvalho (2007) defendem a hip6tese de
gue a vasta regido amazonica ndao é uma unidade biogeogréfica, mas esta dividida em
por¢cBes sudeste e noroeste. JA Emerson et al. (2015) levantaram a hip6tese de haver
novas espécies para o complexo A. darlingi ao considerarem a associacdo de
diferentes eco-regides ao longo de sua distribuicao.

Essas caracteristicas podem explicar o surgimento de novas inversdes
cromossbmicas em A. darlingi, jA que SGC/AM é uma éarea de fronteira com a
Colombia e Venezuela (figura 1), situada no extremo noroeste do Brasil. Essa regido
apresenta condicdes e parametros ambientais diferentes das demais localidades de
capturas de A. darlingi do presente estudo. Citam-se as diferencas na regiao de floresta
e criadouros de anofelinos de SGC/AM, que por ndo ser objeto de nosso estudo nao
foram fundamentadas ou analisadas, para comparacgoes.

Utilizando dados microssatélites, quatro grupos populacionais de A. darlingi
foram detectados na Amazonia, sendo trés na Amazonia brasileira (nordeste e sudeste
da Amazénia, Amazbnia central e ocidental) e uma incluindo as subpopulacbes da
Amazonia peruana, a formacéo desses grupos foi atribuida a um efeito de isolamento

por distancia (Mirabello et al. 2008). Os autores sugerem que as principais forcas
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responsaveis por dividir A. darlingi em grupos nessas regides € resultado da distancia
geografica e/ou diferentes histérias demograficas, ao invés de barreiras fisicas (como
montanhas ou rios).

Ha uma outra hipétese discutida por alguns autores de que inversdes fixas entre
populacdes de anofelinos idénticos taxonomicamente, conduzem a identificacdo de
complexos de espécies como foi observado em Anopheles cruzii (Ramirez & Dessen,
2000; Coluzzi et al., 2002). Ramirez & Dessen, 2000 descreveram uma nova sequéncia
de bandas no cromossomo X, que definiu a forma C no complexo A. cruzii.

Outras diferencas, além de inversfes foram encontradas em A. darlingi de
diferentes localidades, como por exemplo, Rafael & Tadei (2000) encontraram variacao
intraespecifica em blocos heterocromaticos nos cromossomos sexuais em A. darlingi
de Manaus e Macapa/AP. Variagdo intraindividual na distribuicdo de copias de DNAr
associadas com heterocromatina constitutiva nos cromossomos sexuais de A. darlingi,
de Manaus, Macapa/AP e Novo Airdo/AM (Rafael et al. 2003).

A hibridizagdo in situ tem facilitado o mapeamento de genomas de forma
comparativa, e tem sido uma ferramenta Util a taxonomia, sistemética, gendmica
evolutiva, genética de populacdes e ecologia (Sharakhova et al. 2010). Neste estudo, o
mapeamento fisico do gene OBP ocorreu no cromossomo X (regido 4A) de A. darlingi
de Coari, Manaus/AM, Macapa/AP e B Bugres/MT. A Unica excec¢do foi a marcacdo da
sonda OBP no cromossomo X (regido 3A), em uma nova inversao, para A. darlingi de
SGC/AM.

Em base dos resultados obtidos neste trabalho e com dados da literatura,
podemos sugerir a possibilidade de uma nova espécie para o complexo A. darlingi para
a regiao de SGC/AM, entretanto, mais estudos, por exemplo, dados moleculares
precisam ser levados em consideracao para fundamentar tal afirmacéo.

Considerando os genes OBPs do genoma de A. darlingi foram encontrados 33
genes que codificam OBP, cujo niumero reduzido de genes sugere que eventos de
duplicacdo nédo sao tao frequentes nesta espécie (Marinotti et al. 2013), ja que para A.
gambiae foram identificadas 69 OBPs (Zhou et al. 2004; Vieira & Rozas 2011). Em A.
darlingi, este baixo nimero pode estar associado a regiées do genoma desse mosquito
ainda ndo anotadas.

O gene OBP de A. darlingi utilizado neste trabalho € homologo a OBP37

(AGAP000644) de A. gambiae, e as sequéncias de aminoacidos dessas duas espécies
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sdo muito semelhantes com apenas trés aminoacidos alterados (Marinotti et al. 2013).
A OBP37 de A. gambiae pertence a subfamilia Atipica (Atypical), a qual contém genes
OBP especificos de mosquitos (Xu et al. 2003). Pouco se sabe a respeito da funcéo da
OBP37, apenas que seus transcritos foram encontrados nos ovarios de A. gambiae
(Amenya et al. 2010).

Em A. darlingi, os genes OBPs: AD02966 (OBP34), AD00512 (OBP37),
ADO01405 (OBP44) e AD01406 formam parte de um grupo de pardlogos que em A.
gambiae é composto por 16 genes (Marinotti et al. 2013).

A OBP37 de A. gambiae esta localizada na regido 1A do seu cromossomo X.
Nesta regido cromoss6mica ha um cluster com outras cinco OBPs (Xu et al. 2003).
Vérios genes de OBP de A. gambiae ja foram mapeados e estao distribuidos em todos
0s bracos cromoss6micos (Manoharan et al. 2013). J4 a OBP de A. darlingi mapeou na
regido 4A, do cromossomo X, de A. darlingi de Coari/AM, Manaus/AM, Macapa/AP e B
Bugres/MT. Sugerem-se que a sequéncia OBP de A. darlingi dessas localidades seja
conservada, corroborando a hipétese de que a evolugdo nos cromossomos sexuais na
subfamilia Anophelinae é conservada (Rafael et al. 2005).

Logo, atribuimos o fato dos espécimes de SGC/AM nédo terem marcado no
mesmo sitio de hibridizagdo das demais localidades analisadas devido a presenca de
uma nova inversao no cromossomo X daquela localidade.

Considerando a nova inversédo no autossomo 2 (braco esquerdo) de A. darlingi,
denominada de inverséo 2Lc, esta envolve desde a regido telomérica até a regido 21B,
do braco 2L, sobrepondo um rearranjo alternativo chamado de 2L’ recentemente
descrito em um espécime de A. darlingi, de Porto Velho e 10 espécimes de Manaus
(Cornel et al. 2016). Em A. gambiae, analises moleculares registraram DNA satélites e
minissatélites nas regides teloméricas do braco 2L (Biessmann et al. 1998), mas estudo
com esse marcador em A. darlingi ainda ndo consta na literatura.

A hipotese sobre barreiras e distancias geograficas, eco-regiées, podem explicar
0 aparecimento de novas inversdes em populacdes tdo distantes de A. darlingi
(Estados do Amazonas e Mato Grosso). O Estado do Mato Grosso esta nos limites da
Amazobnia Legal Brasileira, onde foi encontrada a inversdo 2Lc. Esta regido é
conhecida, também, como “arco do desmatamento”, onde a fronteira agricola avancga
em direcdo a floresta e, também, onde se encontram o0s maiores indices de

desmatamento da Amazonia. Esta regido compreende o leste e sul do Para, passando

61



pelos Estados do Mato Grosso, Rondénia e Acre (Lui & Molina 2009). Os individuos de
A. darlingi nessa regido podem estar sofrendo intensa pressdo do ambiente, e isso
pode estar contribuindo para o aparecimento de novas inversdes, estando fortemente
associadas a adaptacdes ambientais (Manoukis et al. 2008).

Considerando o genoma completo de A. darlingi (Marinotti et al. 2013), algumas
lacunas durante a analise do sequenciamento ndo foram preenchidas devido,
especialmente, ao alto grau de inversdes caracteristico de ndcleos politénicos de A.
darlingi da Amazénia Central, como previamente relatado por Rafael et al. (2004), cujas
lacunas de anotacédo de sequéncias génicas precisam ser preenchidas. Neste sentido,
a importante funcdo do gene OBP no sistema sensorial de anofelinos, mapeamos in
situ a sonda OBP em nucleos politénicos desse mosquito, para auxiliar estudos sobre
aspectos genémicos, variabilidade e evolugdo cromossdmica, além da compreensao do
recente status de complexo de espécies para A. darlingi proposto por Emerson et al.
(2015).
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os genes de resposta imune de A. darlingi mapeados in situ em regides de
inversbes de seus nulcleos politénicos, mostraram-se como bons marcadores
citogenéticos, jA que sendo oriundo de criadouros naturais devem possuir alguma
vantagem adaptativa a esses ambientes.

As relacbes evolutivas dos genes defensina de resposta imune de A. darlingi e
A. albimanus, da América do Sul, com distribuicbes geograficas sobrepostas, foram
estreitamente proximas.

O gene sensorial olfativo OBP de A. darlingi, embora tenha hibridizado em
apenas um sitio diferente (populacdo de SGC/AM), mostrou-se conservado nos
individuos das popula¢des das outras quatro localidades estudadas.

A nova inversdo homozigota descrita no cromossomo X, populagao de A. darlingi
de uma unica localidade (SGC/AM), pode ser devido a fatores ambientais ou mesmo
barreiras geograficas, servindo de bloqueios para o fluxo génico entre esses individuos
com A. darlingi de outras localidades, o que pode influenciar no surgimento de nova

espécie.

66



6. PERSPECTIVAS

Avancos significativos foram alcancados no entendimento do mapeamento
génico nos cromossomos politénicos de A. darlingi, entretanto, alguns aspectos

importantes ainda precisam ser investigados, como:

e Como as inversdes cromossomicas estdo associadas a adaptacbes ambientais
em A. darlingi?

e Qual é a vantagem evolutiva de genes de resposta imune estar em regides de
inversao?

e Ha outra espécie para o complexo A. darlingi no extremo noroeste do pais?
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