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Seqiienciamento de genes expressos de larvas de 1° e 2° estadios
de Anopheles darlingi (diptera:culicidae), da Amazonia.
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A maldria ou paludismo é uma parasitose que afeta mais de 90 paises no mundo, onde cerca de 2,4
bilhdes de pessoas (40% da populagdo mundial) convivem com os riscos de contdgio, segundo o
Ministério da Salde/Fiocruz (2005). Anopheles darlingi é o principal vetor dessa enfermidade, que
apresenta os maiores registros na regido amazonica (Tadei e Dutary-Thatcher, 2000). A analise de
DNA gendmico de diversos organismos tem permitido a obtencdo de bibliotecas de cDNA, por meio
de métodos do DNA recombinante (Adams et al. 1991). Diante disso, a biblioteca de cDNA de larvas
de 1° e 20 estadios de A. darlingi, ja produzida por (Rafael et al.,2006) foi utilizada para identificar
seqiiéncias de genes expressos (Expressed Sequence Tags - ESTs), realizar comparagdo com o
genoma de A. gambiae e inferir sua fungdo com o uso da bioinformatica. Féz-se a preparagdo de
plasmideos (mini-prep), segundo protocolo de Birnbaim e Doly (1979), selegdo e quantidade das
colénias recombinantes. Os produtos das mini-preps foram analisados em gel de agarose a 0,8% e
fotodocumentados em aparelho Eagle eye. No seqienciamento, utilizou-se o primer M13R: 5'-
TAGGGAAACAGCTATGAC - 3' Reverso. Os produtos da reagao de seqlienciamento foram purificados
e submetidos a eletroforese por capilaridade, no MegaBACE 19 DNA Sequencing System
(Amersham biosciences - GE heath care™), pelo método Dideoxi (Sanger et al., 1977). A leitura e
anadlise dos dados gerados foram realizadas pelos programas de ScoreCard (MegaBACE™) e Base
Calling (Base Caller Cimaron 1.53 Slim Phredfy). O rendimento das col6nias recombinantes foi de
1,9 x 10° e das placas obtidas a partir do Scorecard foi 69% (seqiiéncias de boa qualidade). Os
clones seqiienciados apresentaram entre 601 e 700 pares de bases. A avaliacdo da qualidade das
seqliéncias foi obtida com o programa Phred e em seguida o programa CAP3 (Huang e Madan,
1999) foi utilizado no agrupamento das seqiiéncias para a montagem de clusters. As seqléncias
foram submetidas ao banco de dados do GenBank (NCBI), por meio do programa BLAST (Altschul et
al., 1997) e alinhadas com a modalidade BLASTx, onde os resultados foram selecionados pelo indice
estatistico de e-value, aceitando-se os valores < e!?, Féz-se a busca de ESTs de interesse, com
ferramentas de bioinformatica. As ESTs foram comparadas com o banco de dados do GenBank, onde
encontrou-se 91 contigs e 71 singlets. A quantidade de placas (mini-preps), clones sequenciados,
porcentagem da eficiéncia, seqlienciamento e as seqiiéncias obtidas de boa qualidade estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados das mini-preps de larvas de 1° e 2° estadios de A. darlingi.

Clones Valor do Seqiiéncias de boa
Nome da Placa
seqlienciados ScoreCard (%) qualidade
DL 02 96 55 53
DL 03 96 69 66
DL 04 96 45 43
03 288 56 162

Das 288 seqliéncias analisadas, 162 foram validadas pelo BLASTx. As sequéncias homdlogas
encontradas, com e-value < e "'°, foram agrupadas por categoria geral de funcdo do COG-Clusters of
Ortologous Groups, dentre as quais, a categoria geral Armazenagem e Processamento de
InformagGes foi a mais freqiiente, com maior nimero de seqiiéncias (Grafico 1). Para que uma
predicdo de seqiiéncia protéica seja confidvel é necessario inferir relagbes de ortologia entre genes
de diferentes espécies (Tatusov et al., 2000), com a finalidade de classificar proteinas de genomas
completamente seqlienciados. Os COGs foram classificados em 18 categorias funcionais (Riley,
1993), representando o percentual de organismos relacionados a cada grupo das categorias gerais.
Nas categoriais gerais de Armazenagem e Processamento de Informagdes, a categoria funcional com
maior freqiéncia foi J) tradugdo, incluindo estrutura ribossémica; em N&do Caracterizado, S) foi a
categoria funcional mais freqliente;
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com a finalidade de classificar proteinas de genomas completamente seqiienciados. Os COGs foram
classificados em 18 categorias funcionais (Riley, 1993), representando o percentual de organismos
relacionados a cada grupo das categorias gerais. Nas categoriais gerais de Armazenagem e
Processamento de Informacdes, a categoria funcional com maior freqiéncia foi J) tradugao,
incluindo estrutura ribossdmica; em N&o Caracterizado, S) foi a categoria funcional mais frequente;
e em Metabolismo, a categoria F) transporte e metabolismo de nucleotideo foi a mais freqlente
(Gréfico 2).

EEENREUBEONDECEREEE
OBOTIMO-ZOr ZO VXN

O = N W HdH O O N

N
\
N
N
\
N
§

IEEEEEZIGIMHEEZH%I!
OXU—IMO—HZOr ZOTUVXRTING |

Grafico 1 - Representacdo da porcentagem de Grafico 2 - Numero de clones ortélogos
genes homdlogos encontrados por categorias encontrados em A. darlingi e suas provaveis
gerais do COG no GenBank. fungoes.

A biblioteca de larvas de 10 e 20 estadios de A. darlingi foi validada, considerando que as seqgiiéncias
foram comparadas e apresentaram similaridade com genes do complexo Anopheles gambiae,
Drosophila melanogaster e de outros insetos depositados no GenBank. Além disso, a categoria J foi
a que apresentou maior homologia com as seqiiéncias dos organismos ja citados. Comparagoes
desses clones por alinhamento com outras seqiiéncias de proteinas ribossomais poderdo ser Uteis
para estudo de rota metabdlica, identificagdo de genes de resisténcia a inseticidas, bem como genes
reguladores da atividade de proteinas que atuam no desenvolvimento do plasmodio, visando o
controle da malaria.
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