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Genética de populacdes de Anopheles darlingi e Anopheles marajoara (Diptera:
Culicidae), utilizando o gene timeless como marcador molecular.

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rachel Canto Bottino

Anopheles darlingi e as espécies que compdem o complexo Albitarsis, entre elas Anopheles
marajoara e Anopheles albitarsis s.s., sdo importantes vetores da maldria no Brasil. Devido a
sua ampla distribuicdo geografica e um comportamento contrastante em diferentes regioes,
elucidar o real status taxondmico de An. darlingi, como uma tnica espécie ou um complexo
de espécies cripticas, tornou-se um grande alvo de pesquisas. Neste trabalho, foi utilizado
como marcador molecular um fragmento do gene timeless, envolvido no controle dos ritmos
circadianos, para analisar a diferenciagdo genética entre populacdes de An. darlingi coletadas
em Macapd (Estado do Amapd) e em Portuchuelo (Estado de Rond6nia). Em uma anélise
temporal e microgeogrifica realizada com a populacdo de Portuchuelo, ndo observamos
nenhuma diferenciacdo significativa entre os individuos coletados em diferentes hordrios.
Porém, a diferencia¢do encontrada entre aqueles coletados no intra e no peridomicilio foi
significativa e cerca de metade daquela observada entre Macapd e Portuchuelo. N6s também
estudamos o grau de divergéncia entre An. darlingi e An. marajoara. Os dados mostram que,
embora pertencendo ao mesmo subgénero, estas duas espécies sdo bastante diferenciadas. Foi
estimada, também, a divergéncia entre An. marajoara e uma seqii€ncia de An. albitarsis s.s.
Esses resultados indicam que a diferenciagio entre essas duas espécies do complexo
Albitarsis € muito maior que aquela observada entre as populagdes de An. darlingi de Macapa
e Portuchuelo.
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Culicidae), utilizando o gene timeless como marcador molecular.
ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rachel Canto Bottino

Anopheles darlingi and species of the Albitarsis complex, such as Anopheles marajoara and
Anopheles albitasis s.s., are important vectors of malaria in Brazil. Because of its wide
geographical distribution and distinct behaviour in different regions, elucidation of the real
taxonomic status of An. darlingi, as single species or a species complex, has become an
interesting research aim. In this work, a fragment of timeless, a gene involved in the control
of circadian rhythms, was used as a molecular marker to analyse the genetic differentiation
between populations of An. darlingi collected in Macapa (Amapa State) and Portuchuelo
(Rondénia State). Temporal and microgeographic analyses carried out within Portuchuelo
have shown no significant differentiation among individuals collected at different hours.
However, the differentiation observed among those collected from intra and peridomicile was
significant and about half of that observed between Macapa and Portuchuelo. We also studied
the degree of divergence between An. darlingi and An. marajoara. Although they belong to
the same subgenus, the data from the timeless gene shows that they are highly differentiated.
The divergence between An. marajoara and one sequence of An. albitarsis s.s. was also
estimated. The results indicate that the differentiation between these two species of the
Albitarsis complex is much higher than that observed between the populations of An. darlingi
from Macap4 and Portuchuelo.
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1. INTRODUCAO

1.1. MALARIA

Mosquitos sdo dipteros, pertencentes a familia Culicidae, que podem estar envolvidos
na transmissio de patégenos que causam importantes doencas humanas, sendo uma delas a
maldria, também conhecida como paludismo. Essa é uma doenca infecciosa tropical que afeta
de 300 a 500 milhdes de pessoas, causando, aproximadamente, um milhdo de mortes anuais,
em sua maioria de criancas na Africa (WHO, 2005). A maléria estd distribuida em algumas
ilhas do Caribe, nas Américas do Sul e Central, em partes da Asia e, em maior endemicidade,
na Africa (WHO, 2005), como é observado na figura 1.1. Dos casos relatados nas Américas,
aproximadamente 40% encontram-se no Brasil, estando 99% desses concentrados na regido
Amazonica, onde, em 2006, foram detectados aproximadamente 540 mil casos (Ministério da

Satude - Secretaria de Vigilancia em Satide, 2006).
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Figura 1.1: Mapa da distribuicdo do grau de endemicidade da maldria nos continentes (WHO, 2005).



A maldria humana € causada por protozoarios do género Plasmodium de quatro
diferentes espécies: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, sendo a primeira a
causadora da forma mais letal da doenga. No ciclo dessa parasitose, os esporozoitas sao
introduzidos na corrente sangiiinea do homem através da picada de fémeas infectadas de
mosquitos pertencentes ao género Anopheles, observando-se, assim, a obrigatoriedade do
encontro homem-mosquito e a influéncia de comportamento tanto de humanos quanto de
mosquitos nesse ciclo. Dessa forma, fatores como local (intra, peri ou extradomicilio), horario
de picada preferencial e o grau de antropofilia de cada espécie vetora sdo determinantes para
a endemicidade em diferentes localidades, indicando que a melhor medida de prevengao
dessa doenca é a reducdo do contato do vetor com seu hospedeiro. Portanto, o uso de
mosquiteiros, telas nas janelas e roupas que evitem grande exposicdo corporal, além da
escolha de locais e material adequados a construg@o das casas, mostram-se bastante eficientes
como profilaxia dessa parasitose (Rey, 2001; Ministério da Satde - Secretaria de Vigilancia
em Saude, 2006).

O ntimero de casos de maldria sofreu aumentos significativos, principalmente na
Amazodnia brasileira, na década de 1990, como conseqiiéncia de acdes antrOpicas que
mudaram o ambiente, como colonizagdo humana descontrolada de florestas fechadas, praticas
de irrigagdo e construcdo de represas, tornando um local propicio a instalagdo de novos
habitats de vetores (Tadei et al., 1998; Ministério da Sadde - Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2006). A construcdo de represas, além de criar dreas adequadas ao desenvolvimento
dos mosquitos, promove o encontro hospedeiro-vetor nos locais de constru¢io, aumentando
os riscos de aquisi¢do da doenca (Tadei et al., 1998; Tubaki et al., 2004). Porém, atualmente,
essa regifo conta com uma politica permanente de prevencao e controle de endemia, por meio
do Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) do Ministério da Sadde, o qual tem
investido em infra-estrutura adequada para acdes de controle (Ministério da Sadde -
Secretaria de Vigilancia em Saude, 2006).

Além do necessdrio contato com o homem, a transmissdo de doencas por insetos é
potencializada por alguns fatores relacionados aos vetores, como abundincia,
susceptibilidade a infeccdes e longevidade (Gillies, 1988 apud Charlwood, 1996), assim
como propensdo a entrar nos domicilios para se alimentar, escolha de hospedeiros e
comportamento apds a alimentacido (Charlwood, 1996). De acordo com essas caracteristicas,
algumas espécies sdo consideradas vetoras potenciais € dominantes em determinadas
localidades. Na Africa, por exemplo, a espécie primariamente responséavel pela transmissio
da maldria é Anopheles gambiae s.s., pertencente ao complexo An. gambiae (della Torre et

al., 2002). Na regido Neotropical, mosquitos do subgénero Nyssorhynchus sdo considerados



0s mais importantes vetores da maldria, sendo representados por, dentre outros, Anopheles

darlingi e An. albitarsis (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

1.2. Anopheles darlingi

Anopheles darlingi (figura 1.2) foi descrito por Root, em 1926, e é considerado o
principal vetor da malédria no Brasil, principalmente na Amazdnia, contribuindo para a
endemicidade dessa parasitose nessa regido. Distribui-se, predominantemente, no continente
sul-americano (abrangendo a Coldmbia e o leste da Cordilheira dos Andes, até o norte da
Argentina e o sul do Brasil), porém encontra-se também na América Central, desde o sul do
Meéxico até a Nicardgua (Forattini, 2002). No Brasil, é visto em todo o interior, exceto nos
locais mais secos do Nordeste, no extremo Sul e em locais de maior altitude, sendo mais
presente ao longo de grandes rios e préximo a florestas (Deane, 1986). Sua distribuicdo e
densidade estdo claramente relacionadas a transmissdo da maldria (Deane, 1986; Forattini,

1987; Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Figura 1.2: Fémea de An. darlingi realizando o repasto sangiiineo.
Fonte: fmel.ifas.ufl.edu/gallery.htm




Os mosquitos dessa espécie utilizam como criadouros, na estagdo seca, grandes
colecdes de 4dgua permanentes, como margens de rios e lagos, dotadas de vegetacdo
abundante, ensolaradas ou parcialmente sombreadas mas, na estacdo chuvosa, quaisquer tipos
distintos de depdsitos transitérios de dgua, incluindo pocas, valas e impressdes de patas de
animais, servem para abrigar estigios imaturos (Deane, 1986; Consoli & Lourengo-de-
Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

A densidade de anofelinos pode variar ao longo do ano de acordo com as estagdes.
Assim, torna-se claro imaginar que a densidade aumenta nas estacdes chuvosas, uma vez que
aumentam também os criadouros tempordrios para os mosquitos; o contrdrio € visto nas
estacdes secas, onde a densidade diminui devido ao menor niimero de criadouros existentes
(Tadei & Thatcher, 2000). Em alguns estudos, a maior densidade de anofelinos foi encontrada
nos periodos de transi¢do entre essas duas estacdes (Tadei & Thatcher, 2000; Souza-Santos,
2002), porém, ao observar An. darlingi, comprova-se que essa espécie € encontrada em todos
os periodos do ano, reforcando que medidas de controle desse vetor devem ser continuas,
administradas durante todo o ano (Souza-Santos, 2002).

Esses mosquitos s@o freqiientemente encontrados com suas glandulas salivares
infectadas por esporozoitas de Plasmodium, principalmente P. vivax e P. falciparum (Deane,
1989; Tadei et al., 1998). Essa susceptibilidade a infec¢do combinada ao seu comportamento,
em geral, altamente antropofilico (Deane, 1989; Rosa-Freitas et al., 1998; Tadei et al., 1998;
Souza-Santos, 2002; Marrelli et al., 2005; Zimmerman et al., 2006), embora ji tenha sido
capturado picando animais (Deane, 1989; Charlwood, 1996), sdo as principais razdes para
que essa espécie seja considerada vetor priméario do paludismo no Brasil.

Sua atividade hematofagica é observada, na maioria das vezes, a noite (Deane, 1986),
mas esse ciclo pode apresentar variacdes quando comparado entre suas diferentes dreas de
distribuicdo, podendo ser caracterizado como, normalmente, bimodal (com um pico mais
substancial ao anoitecer e picos ocasionais ao amanhecer, evidenciando uma preferéncia
crepuscular), mas também trimodal (no qual, além dos picos crepusculares, é observada
também uma atividade por volta de meia-noite) ou unimodal (Forattini, 1987; Klein & Lima,
1990; Rosa-Freitas et al., 1992; Charlwood, 1996; Tadei et al., 2000). As diferencas
encontradas nos horarios preferenciais de hematofagia podem ser influenciadas pelo local
onde os mosquitos estdo inseridos. Tadei & Thatcher (2000), por exemplo, observaram em
dreas rurais uma atividade continua com picos crepusculares e, em dreas urbanas, uma
atividade concentrada no intervalo de 18h as 19h. Essas diferencas podem ser também
resultantes de adaptagdes aos hdbitos humanos, onde as pessoas se tornam mais vulnerdveis

quando voltam para casa do trabalho ou estdo dormindo, ndo apresentando resisténcia a



picada, o que facilitaria a transmissdo. A plasticidade nos padrdoes de atividade pode
apresentar uma variacdo intra-populacional tdo grande quanto a inter-populacional e ter como
conseqiiéncia um aumento no potencial vetorial dessa espécie (Voorham, 2002).

Anopheles darlingi é um anofelino extremamente endofilico, ou seja, tem o habito de
entrar nas casas para picar o homem, o que lhe confere mais uma garantia de sucesso na sua
capacidade vetorial. Embora, em algumas dreas, seja encontrado preferencialmente dentro e
ao redor de casas (Deane, 1989; Charlwood, 1996; Tadei et al., 1998; Tadei et al., 2000), em
outras, pode apresentar comportamento exofilico (Forattini, 1987; Deane, 1989; Xavier &
Rebélo, 1999). A exofilia desses mosquitos pode ser explicada pelas mudangas dos héabitos
humanos ou do ambiente onde essa espécie € naturalmente encontrada. A partir do momento
em que o homem invade as florestas para a constru¢do de estradas ou hidrelétricas, por
exemplo, ndo é mais necessario que o mosquito entre nas habitacdes para conseguir alimento,
realizando o repasto sangiiineo ali mesmo, no extradomicilio.

Ao estudarem as varia¢des no ciclo de picada dessa espécie, Charlwood & Hayes
(1978) comentam a possibilidade de um provavel isolamento geogrifico entre as diferentes
populagcdes, uma vez que a distribuicdo de An. darlingi é muito ampla. Dessa forma, as
linhagens geneticamente adaptadas a determinadas localidades originariam novas espécies ou
subespécies de mosquitos (Charlwood & Hayes, 1978). Seria, entdo, An. darlingi um

complexo de espécies??

1.2.1. Anopheles darlingi, UM COMPLEXO DE ESPECIES?

Em espécies de mosquitos anofelinos neotropicais, principalmente dentro do
subgénero Nyssorhynchus, € comum a presenga de complexos de espécies cripticas, o que, a
principio, compromete o conhecimento adequado das espécies vetoras e prejudica o
desenvolvimento de medidas de prevencdo e controle, tanto da parasitose quanto de seus
vetores (Rosa-Freitas et al., 1998; Voorham, 2002).

Como observado em algumas outras espécies, o status taxondmico de An. darlingi
também se encontra sob discussdes e controvérsias. Em razdo das diversas variagdes
comportamentais de An. darlingi citadas anteriormente, tem sido levantada a hipé6tese de que
este anofelino pode tratar-se de um complexo de espécies cripticas (Rosa-Freitas et al., 1998)
e vdrios estudos vém sendo realizados para que se chegue a uma possivel conclusdo sobre
essa espécie. Como esse € comprovadamente o vetor primdrio da maldria no interior do

Brasil, saber se forma ou ndo um complexo é de grande importancia para o planejamento de

controle do paludismo no pas.



Alguns trabalhos baseados na técnica de RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction), na morfologia e nas andlises de alguns
marcadores, como seqiiéncias do gene ITS2 (internal transcribed spacer 2) de DNA
ribossomal, DNA mitocondrial e variagdo enzimatica, foram realizados com o objetivo de
tentar esclarecer o status taxondmico de An. darlingi e demonstraram similaridades, genética
e morfoldgica, consistentes com a existéncia de uma udnica espécie (Freitas-Sibajev et al.,
1995; Malafronte et al., 1999; Manguin et al., 1999; Santos et al., 1999).

Porém, sua intensa plasticidade quanto ao comportamento hematofdgico, incluindo a
escolha do hospedeiro, hordrio do pico de atividade e local da realizagdo do repasto
sangiiineo — dentro ou fora das casas, sugere uma diferenciacdo geografica entre populagcdes
dessa espécie (Charlwood & Hayes, 1978; Freitas-Sibajev et al., 1995; Voorham, 2002), o
que pode ser explicado por ser uma caracteristica polimérfica que sofre influéncias de fatores
ambientais, como as diferentes esta¢des do ano, por exemplo (Rosa-Freitas et al., 1992).

Malafronte et al. (1999) analisaram seqiiéncias de ITS2 de mosquitos coletados em
alguns estados do norte do Brasil (Ronddnia, Roraima e Acre), na Bahia e em Sdo Paulo e
observaram que essas eram praticamente idénticas, exceto as referentes aos mosquitos
coletados em Dourado (Sdo Paulo), uma regido ndo endémica de maléria. Nessa localidade,
as seqiiéncias apresentavam diferengas quando comparadas com as populacdes dos outros
locais estudados, fato que reforca outros aspectos que separam essa populacdo, como
comportamentais, por exemplo (Forattini, 1987; Freitas-Sibajev et al., 1995).

Uma interessante técnica utilizada para a identificacdo de complexos de espécies
cripticas € o bandeamento C, o qual € feito com base nas diferengas na morfologia,
distribuicdo e quantidade de blocos heterocromaticos dos cromossomos, principalmente dos
sexuais, X e Y (Baimai et al, 1993). Ao fazer um estudo da variacdio nos blocos
heterocromaticos de cromossomos em metifase de populagdes de Manaus e Macapd, Rafael
& Tadei (2000) observaram variacdo intra-especifica na quantidade e na distribuicdo dos
blocos nos cromossomos X (mostrando dois tipos de cromossomos, X; € X,) e nas regioes
centroméricas dos autossomos de An. darlingi € An. nuneztovari, com 0S Cromossomos X
apresentando maior variacdo que os autossomos.

Também através de pesquisas baseadas em polimorfismos cromossdmicos, Tadei et
al. (1982) encontraram duas novas inversdes nas amostras da Amazdonia (Manaus/Boa Vista)
e concluiram que as populagdes dessa localidade sdo mais polimdrficas que as populacdes do
Sul, o que havia sido demonstrado também por Kreutzer et al. (1972), que observaram
inversdes cromossOmicas em maior grau nas populagdes setentrionais do Brasil que nas

meridionais.



Embora Manguin et al. (1999) tenham considerado An. darlingi como sendo uma
unica espécie, analisando dados de DNA ribossomal, encontraram insercdes/delecdes fixadas
em amostras coletadas em Belize, mas ndo as encontraram nas amostras da América do Sul.

Recentemente, Mirabello & Conn (2006) estudaram a possibilidade da existéncia de
uma divisdo no pool génico dessa espécie entre as Américas Central e do Sul. Para isso,
analisaram seqii€ncias do gene mitocondrial COI (mitochondrial cytochrome oxidase subunit
I) e encontraram uma divisdao das amostras em dois grupos: um contendo amostras somente
da América do Sul e um segundo englobando as amostras da América Central e Colombia. O
primeiro grupo foi, ainda, subdividido entre as amostras do norte da Amazonia e as outras
amostras coletadas na Amazonia e no sul da América do Sul. Além da alta diferenciagao
genética encontrada entre as Américas, foi estimado pouco, ou praticamente nenhum, fluxo
génico entre as populagdes referentes a essas regides, o que poderia ser uma conseqiiéncia de
barreiras naturais que o estariam obstruindo.

Através dos experimentos citados acima, observa-se que o status taxondmico de An.
darlingi é controverso e nada se pode afirmar, ainda, sobre a existéncia ou ndo de um

complexo.

1.3. COMPLEXO ALBITARSIS

Outro Nyssorhynchus, também exercendo importante papel na transmissdo da malaria,
€ o Anopheles albitarsis lato senso. Essa € uma espécie amplamente distribuida no Brasil e
também em varios outros paises das Américas do Sul e Central, como Uruguai, Paraguai,
Venezuela, Guianas, Coldmbia, Panama, Costa Rica, Guatemala, entre outros (Consoli &
Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Estudos baseados em eletroforese de enzimas, RAPD-PCR e cruzamentos
confirmaram que An. albitarsis l.s. € um complexo formado por quatro espécies cripticas: An.
albitarsis senso stricto Lynch-Arribdlzaga 1878, An. marajoara Galvao e Damasceno 1942,
An. deaneorum Rosa-Freitas 1989, e uma quarta espécie ainda ndo formalmente descrita
(Wilkerson et al., 1995a; Rosa-Freitas et al., 1998; Lima et al., 2004), sendo a terceira a tnica
espécie morfologicamente distinguivel das outras. Uma outra técnica, para identificar os
diferentes componentes do complexo, aplicada recentemente foi a utilizacdo de oligos para
reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) do gene ITS2 de DNA ribossomal, a qual teve
seus resultados comparados com prévios resultados obtidos através de RAPD-PCR e

mostrou-se eficiente para esse objetivo (Li & Wilkerson, 2005). Wilkerson et al. (1995a)



designou essas espécies como: A (An. albitarsis s.s), B (a espécie ainda ndo descrita), C (An.
marajoara) e D (An. deaneorum).

De acordo com Li & Wilkerson (2005), a distribui¢do para cada uma das espécies que
compdem esse complexo € a seguinte: An. albitarsis s.s., distribuida ao longo do sul do
Brasil, norte da Argentina e Paraguai; espécie B (nome utilizado segundo Wilkerson et al.,
1995a), sendo encontrada no sul, centro e leste do Brasil; An. marajoara, vista no Brasil,
Venezuela, Colombia e sul da América Central; e, por fim, An. deaneorum, encontrada do
norte da Argentina ao Oeste do Brasil. Embora os membros do complexo Albitarsis sejam
considerados importantes na transmissdo de parasitos da maldria, devido a sua semelhanca
morfoldgica, torna-se complicado avaliar o papel de cada um desses como vetores em
determinado local (Wilkerson et al., 1995b).

Por ndo apresentar preferéncias muito claras quanto ao seu comportamento, Anopheles
albitarsis l.s. € considerado o Nyssorhynchus mais eclético daqueles relacionados a
transmiss@o da malaria (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994). Pode apresentar como
criadouros variados tipos de cole¢cdes de dgua e, também, ser encontrado picando por todo o
ano. Além disso, embora preferencialmente exofilico e zoofilo, é visto também dentro de
casas picando o homem (Deane, 1986; Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

A maioria dos membros desse complexo foi encontrada com infec¢des naturais apenas
de oocistos, porém, em alguns poucos lugares, tem sido observada infec¢do por esporozoitas
de P. falciparum, P. vivax e P. malarie (P6voa et al., 2001; da Silva-Vasconcelos et al.,
2002). Dessa forma, An. albitarsis Ls. é considerado um vetor secunddrio ou apenas local,
visto que, em poucas localidades, é tido como vetor principal (Deane, 1986; Consoli &

Lourengo-de-Oliveira, 1994).

1.3.1. Anopheles marajoara

Anopheles marajoara foi descrito por Galvdo e Damasceno, em 1942, na Ilha de
Marajé, e é uma das espécies que constituem o complexo Albitarsis. E considerado vetor
secundario ou local da malaria nas Américas Central e do Sul, distribuido da Costa Rica a
Bolivia (Rubio-Palis et al., 2003), porém foi apontado como vetor primario dessa parasitose
no estado do Amapa (Conn et al., 2002).

Nessa localidade, foi considerado como uma espécie exofilica (Conn et al., 2002;
Voorham, 2002) e mostrou altas taxas de infeccdo tanto para P. falciparum quanto para P.
vivax (Conn et al., 2002). O seu comportamento exofilico explica sua pronunciada

importancia vetorial em locais onde o controle do vetor da maldria € feito dentro das casas



(Voorham, 2002). Além disso, demonstrou ser uma espécie antropofilica (Conn et al., 2002;
Zimmerman et al., 2006) o que, juntamente com sua susceptibilidade a infeccdo, o torna um
vetor, nesse local, mais perigoso que o An. darlingi.

Essa espécie mostrou-se de hédbito noturno, porém com variacdes quanto ao hordrio. Em
estudos realizados em Sdo Paulo, seu pico hematofdgico comegava na segunda metade da
noite, ou seja, as 2 horas da manha e se estendia até as 5 h (Kakitani et al., 2003); o contrario
foi observado em Trinidad e Tobago, onde a alimentacdo era predominante na primeira
metade da noite, nos crepusculos vespertinos, tanto no intra quanto no extradomicilio
(Forattini, 2002). Apesar dessas diferencas encontradas, essa espécie apresenta padrdes mais
estdveis de atividade hematofdgica se comparada a An. darlingi, com um pico representativo
durante as trés primeiras horas da noite (Voorham, 2002).

A explicagdo para que An. marajoara tenha se tornado o vetor principal da malaria em
determinadas regidoes ¢ dada pelas modificagdes ambientais, em sua maioria causadas por
acOes antrépicas, que acarretaram em novos hdbitats adequados ao desenvolvimento de
mosquitos dessa espécie. Simultaneamente a isso, observa-se uma ocupacdo humana
desordenada de locais com criadouros ja existentes, estabelecendo um contato maior do
hospedeiro com o vetor e também de mosquitos ndo infectados com pessoas que possuam 0

parasita maldrico, aumentando também a infec¢do vetorial (Conn et al., 2002).

1.4. GENE timeless

Cada espécie apresenta uma particularidade quanto as suas preferéncias, como local e
hordrio para o repasto sangiiineo, condi¢des adequadas ao estabelecimento de hdébitats,
escolha de hospedeiro, entre outras, e conhecer essa dindmica comportamental de insetos
vetores auxilia na elaboragcdo de medidas de controle e, também, no levantamento de areas de
risco para certas doengas.

Essas diferencas nos ritmos de atividade e alimentacdo de diferentes insetos vetores
sdo, provavelmente, controladas pelo relégio biolégico interno (Clements, 1999). Alguns
genes que constituem esse relogio ja foram identificados e seqiienciados em Drosophila,
sendo um deles o timeless (tim). Esse, juntamente com period (per), Clock (Clk) e cycle (cyc),
faz parte da alca central de regulacdo do reldgio circadiano, o qual regula ritmicamente os
processos bioldgicos. De forma simplificada, este € o modelo de funcionamento do relgio
circadiano em Drosophila: os fatores de transcricio CLOCK (CLK) e CYCLE (CYC) ativam

a expressdo dos RNAs mensageiros de per e tim, os quais entram no citoplasma e sao



traduzidos em proteinas PERIOD (PER) e TIMELESS (TIM), respectivamente. Ao atingirem
altas concentracdes no citoplasma, essas proteinas dimerizam-se formando complexos
PER/TIM, que entram no nucleo da célula no meio da noite. No nidcleo, esses complexos
bloqueiam a fungdo dos seus ativadores transcricionais, CLK e CYC, causando uma
diminui¢do dos niveis dos mRNAs de per e tim e, conseqiientemente, uma queda na
quantidade das proteinas expressas por esses genes. Ao amanhecer, as proteinas PER e TIM
sdo degradadas e novos complexos CLK/CYC sdo formados ativando, novamente, os genes
per e tim, dando continuacgao ao ciclo (Stanewsky, 2003; Hardin, 2005).

O gene timeless apresenta um papel muito importante para o acerto do reldgio
biol6gico, uma vez que, no inicio do dia, sua proteina € marcada para degradacdo pela
proteina CRY (cryptochrome), a qual € ativada pela luz. Como a estabilidade da proteina PER
depende de TIM, uma vez que na auséncia desta ultima PER é fosforilada, o complexo
PER/TIM acaba sendo afetado pelos efeitos da luz em TIM (Ashmore & Sehgal, 2003).

Dessa forma, como parte da alca molecular de regulacdo do relégio circadiano, timeless
exerce influéncia decisiva no controle dos ritmos de atividade do organismo, podendo estar
envolvido na regulagdo de caracteristicas de comportamento que variam entre espécies, como
os ritmos de alimentacdo. Além disso, timeless e outros genes do reldgio circadiano estio
potencialmente envolvidos na determinagdo dos ritmos de acasalamento (Sakai & Ishida,
2001; Tauber et al., 2003), podendo exercer um importante papel no processo de especiagao.
Sendo assim, este gene € um excelente marcador molecular para investigacao de complexo de
espécies. O uso da técnica de PCR e oligos degenerados tem permitido o isolamento de
fragmentos homoélogos a genes do comportamento de Drosophila em insetos vetores (Peixoto
et al., 2001; Meireles-Filho et al., 2006a,b) e, recentemente, o gene timeless de Aedes aegypti
foi clonado e seqiienciado (Gentile et al., 2006). Isso tem permitido o isolamento de
fragmentos do gene timeless em anofelinos do subgénero Nyssorhynchus como Anopheles
aquasalis e outros (Gentile & Peixoto, dados nédo publicados).

Como uma das caracteristicas marcantes de An. darlingi é sua variagdo no padrido de
comportamento entre diferentes populagdes, como o hordrio de preferéncia para realizagdo do
repasto sangiiineo, a realiza¢do de um estudo de populagdes de An. darlingi, tendo como alvo
um gene que pode estar envolvido na regulacdo desse aspecto do comportamento, como é o
caso do gene timeless, pode auxiliar na elucidag@o dessas questoes.

Neste trabalho, utilizamos o gene timeless para analisar o grau de divergéncia entre
populacdes de An. darlingi e também a variagdo molecular nesse gene em espécimes
coletados em diferentes hordrios para investigar se existe alguma associag¢do entre haplétipos

especificos e o hordrio de atividade. Posteriormente, analisamos o grau de divergéncia entre
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An. darlingi e uma espécie proxima a essa, An. marajoara. Finalmente, comparamos a
diferenciagdo encontrada entre as populacdes de An. darlingi analisadas com aquela

encontrada entre as espécies An. marajoara e An. albitarsis s.s.

11



2. OBJETIVOS:

v" Isolar um fragmento homélogo ao gene timeless de Drosophila em Anopheles
darlingi e Anopheles marajoara;

v Analisar a rela¢do entre varia¢cdes no gene timeless e horéario de captura nos
individuos da populacdo de Portuchuelo;

v Analisar o grau de divergéncia entre populag¢des de An. darlingi de diferentes
localidades (Macap4 e Rondo6nia);

v Estudar o grau de divergéncia no gene timeless entre An. darlingi e An.
marajoara.

v Comparar o grau de divergéncia entre as populacdes de An. darlingi e aquele

encontrado entre An. marajoara ¢ An. albitarsis s.s.
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3. MATERIAL E METODOS:

Obtencao das amostras:

Nesta dissertacdo, foram analisadas amostras de duas espécies, Anopheles darlingi e
Anopheles marajoara. Os exemplares da espécie An. darlingi foram obtidos em dois locais
diferentes, uma amostra oriunda de uma regido denominada setor B em Portuchuelo,
localidade préxima a cidade de Porto Velho, estado de Rondonia, e outra, de Macapd,
Amapd. Da primeira amostra, cedida pelo Dr. Paulo Ribolla (UNESP, Botucatu), foram
obtidos os DNAs ja extraidos individualmente de fémeas, capturadas no periodo das 06 horas
da tarde as 06 horas da manha, tanto no intra quanto no peridomicilio. A amostra de Macapa,
obtida com o Dr. José Bento Lima e Dra. Denise Valle (Instituto de Biologia do Exército e
Departamento de Entomologia, IOC), sao fémeas de mosquitos coletados no campo usando o
boi como isca.

Os mosquitos da espécie An. marajoara também foram doados pelo Dr. José Bento
Lima e pela Dra. Denise Valle e sdo fémeas coletadas no campo, na localidade de Macapa,

Amapa.

Extracao de DNA individual:

A extragdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo de extrag@o descrito por Jowett
(1998), com algumas modificacdes. Nessa etapa, os mosquitos foram individualmente
macerados, juntamente com 200 pl de uma solugéo de lise celular - Sq buffer (Triton X-100
0,2%, TrisHCl 10 mM pH 8,2, EDTA 2 mM) e, posteriormente, foram adicionados 4 |l de
proteinase K (20 mg/ml). Os tubos foram colocados a 37°C em banho-maria e, ap6s uma
hora, colocados em um outro banho a, aproximadamente, 100°C por 10 minutos, para

desnaturar a proteinase K, inativando-a. Por dltimo, os tubos foram colocados no gelo.

Reacoes de PCR:

O fragmento inicial (“tim3”) do gene timeless, parcialmente sobreposto a um outro
(“tim2”) previamente seqiienciado (Gentile & Peixoto, comunicacdo pessoal), foi obtido
através da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizando DNA de An.
darlingi, gentilmente cedido por Carla Gentile e extraido com o kit Genomic Prep Cells &

Tissue DNA isolation (Amersham Biosciences) a partir de 20 mosquitos, e os
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oligonucleotideos degenerados Stimdeg3 e 3timdeg3 (Gentile et al., 2006). A reagédo
continha: 3,0 ul de MgCl, (25 mM), 4,0 pul de tampao 10X (10 mM Tris-HCI pH 8,5; KC1 50
mM e MgCl, 1,5 mM), 0,4 ul de dNTPs (10 mM cada), 0,4 ul de Taqg DNA polimerase (5
unidades / pl) (Promega), 8 pl de cada um dos oligos degenerados (10 uM), 1 ul de DNA
gendmico (~ 50 ng/ul) e dgua mili-Q para completar os 40 pl totais. Nesse caso, foi
necessaria a reamplificacdo do produto, utilizando-se 1 pl do DNA amplificado na primeira
reacdo e modificada a quantidade de MgCl, (de 3,0 pl para 3,2 pl). Tanto na amplificagao
quanto na reamplificacdo as condig¢des de ciclagem foram: 94°C / 1 min de desnaturagio
inicial; 15 ciclos com 94°C / 1 min de desnaturacdo, 48°C / 1 min de anelamento (com o
decréscimo de um grau por ciclo — método touchdown) e 72°C / 1 min na etapa de extensdo;
posteriormente, foram feitos 20 ciclos com 94°C / 1 min de desnaturagdo, 48°C / 1 min de
anelamento e 72°C / 1 min de extensdo. Finalmente, a temperatura era reduzida a 4°C e
permanecia estdvel até que o produto fosse retirado do termociclador.

A partir da obtencdo desse fragmento, foi possivel desenhar um par de oligos
especificos Sdarltim2a (5° GAACGCAGGTCGAGAAGGAATC 3’) e 3darltim3 (5’
GGTATCGATTTGCACTTGCT 3’), onde darl = darlingi e tim = timeless, que amplificasse
juntamente os dois fragmentos (“tim2-3”) utilizados nas andlises das populacdes estudadas
nesse trabalho.

Nas amplificagdes feitas para as amostras da populagdo de Portuchuelo foram testadas
diferentes DNAs polimerases e condi¢des de ciclagem. Desta forma, foi possivel estabelecer
a melhor condicdo de amplificag@o, a qual apresentava em cada uma de suas reagdes: 4,0 ul
de tampdo 10X, 3,2 ul de MgCl,, 0,4 pl de dNTPs, 0,8 pl de Tth (1 u/ pl) (Biotools), 4,0 pl
de cada oligo especifico (10 UM cada), 1,0 pul de DNA (concentragdo desconhecida) e dgua
mili-Q para completar o volume final de 40 pl. As concentragdes dos reagentes nao citadas
sdo semelhantes as ja descritas anteriormente. A ciclagem foi feita com 94°C / 5 min de
desnaturagio inicial e 35 ciclos com 94°C / 30s de desnaturagdo, 62°C / 30s de anelamento e
72°C / 1,5 min de extensdo. Para a amostra da popula¢do de An. darlingi de Macapd foram
feitas algumas modificagdes para as amplificagdes. Nessa, utilizou-se o PCR Master Mix
(Promega) com cada amostra contendo: 25 pl de PCR Master Mix, 4,0 ul de cada oligo, 1,0
ul de DNA (concentragdo desconhecida — 1 mosquito/200 pl) e dgua mili-Q para completar
os 50 pl totais. As temperaturas usadas foram: 94°C / 5 min de desnaturac¢do inicial e 30
ciclos de 94°C / 30s de desnaturagio, 60°C / 30s de anelamento e 72°C / 2 min de extensio.
Por fim, a temperatura era reduzida a 4°C até que as amostras fossem retiradas do

termociclador. Em alguns individuos foram feitas modificagdes na quantidade de DNA
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utilizada e no ndmero de ciclos, sendo essas de 1,0 ul para 2,0 ul e de 30 para 35 ciclos,
respectivamente. Cabe lembrar que, ao mudar a quantidade de DNA, ajustamos,
concomitantemente, a quantidade de dgua para completar o volume final de 50 pl. Essas
ultimas condi¢des, com suas devidas modifica¢des, foram também utilizadas nas amostras de
An. marajoara, para as quais os oligos especificos desenhados para An. darlingi funcionaram
perfeitamente. Em todas as rea¢des de PCR foram feitos controles negativos, onde o DNA era
substituido por dgua mili-Q.

Para confirmar o sucesso dos produtos amplificados foram feitas eletroforeses
utilizando géis de agarose 2% com brometo de etidio (0,05 pg / 100 ml) e TAE 1X (Tris-
Acetato EDTA 1X) como tampao de corrida, em uma voltagem que variava entre 80 e 120 V,
usando como marcador de peso molecular o 100 Base-Pair Ladder (Amersham Biosciences).
Finalmente, os resultados das amplificagdes foram visualizados e fotografados utilizando um

transiluminador UV.

Purificacio e clonagem dos produtos de PCR:

A purificag@o do fragmento inicial foi feita utilizando o kit Wizard PCR Preps DNA
Purification System (Promega); ja na populacdo de An. darlingi de Portuchuelo e em alguns
individuos da mesma espécie de Macapa foi aplicado o kit Wizard SV Gel e PCR clean-up
System (Promega). Finalmente, no restante dos individuos de Macapd e nas amostras de An.
marajoara foi usado o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham
Biosciences). Todas as purificagdes foram realizadas seguindo instru¢des do fabricante.

Na etapa de ligacdo dos fragmentos purificados a um vetor plasmidial foram
utilizados os seguintes kits: pGEM-T Easy vector System I (Promega) (fragmento inicial),
pMosblue blunt-ended cloning (Amersham Biosciences) (populag@o de Portuchuelo) e TOPO
TA Cloning (Invitrogen) (populacdes de An. darlingi de Macapa e de An. marajoara).

As ligacdes foram, entdo, utilizadas na transformacgdo de células competentes de
Escherichia coli DH5-a e, essas, crescidas em meio LB sélido que continha ampicilina (100
pg / ul) (ou canamicina 50 pg / ml, no caso do kit TOPO TA), X-gal (2%) e IPTG (100 mM).
Apo6s o crescimento, as coldnias brancas e azuis claras foram inoculadas em um meio (LB ou
CG liquidos) contendo ampicilina (75 pg / pl) (ou canamicina 50 pg / ml) e colocadas sob
agitacdo de cerca de 200 RPM, a uma temperatura de 37°C, por 16 — 22 horas.
Posteriormente, foram feitos a centrifugacdo dessas células e o isolamento do DNA
plasmidial utilizando o kit Flexiprep (Amersham Biosciences), nos experimentos referentes

ao fragmento inicial, e 0 método de mini-preparacio em microplacas de 96 pocos, através da
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técnica de lise alcalina (Sambrook & Russel, 2001) e filtrados em placa Millipore, nas
analises populacionais.

Para a certificagdo da presenca do inserto desejado, 5 — 10 pul do DNA plasmidial
obtido foram digeridos em um volume total de reacio de 20 pl contendo 0,5 pl de cada uma
das enzimas de restricdo - EcoRI (12 u / pl) e Pstl (10 u / pl), ambas da Promega. As
digestdes foram separadas em eletroforese de gel de agarose e aquelas que representaram os

clones com inserto foram seqiienciadas.

Seqiienciamento:

As reagdes de seqiienciamento foram feitas com o kit ABI Prism Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction V3.0 e V3.1 (Applied Biosystems) utilizando o
oligonucleotideo T7 ou o M13 forward. Os seqiienciadores utilizados foram ABI Prism 377
DNA Sequencer com géis de acrilamida a 4,75%, no seqiienciamento do fragmento inicial, e
ABI 3730 de 48 capilares, nos seqiienciamentos posteriores para as analises populacionais.
As amostras foram precipitadas com etanol, ressupendidas em formamida HiDi ou em Blue
Dextran com formamida e desnaturadas a 95°C por 3 minutos antes de aplicadas no
sequenciador. As reagdes foram processadas em 25 ciclos (para o ABI 377) e 40 ciclos (para
o ABI 3730), ambos com as seguintes condi¢des: 96°C / 10 segundos, 50°C / 5 segundos e
60°C / 4 minutos.

Analise das seqiiéncias:

A similaridade das seqiiéncias obtidas com o gene timeless de Drosophila foi

confirmada através do programa BlastX, disponivel no site do National Center of

Biotechnology Information (http:/www.ncbi.nih.gov/BLAST/).

A edi¢do e o alinhamento das seqiiéncias foram feitos através do programa GCG
(Wisconsin Package Version 9.1, Genetic Computer Group, Madison — Wisconsin, USA).

A andlise de polimorfismos e diferenciacdo entre populagdes foi feita através dos
programas DnaSP verd4.l (Rozas et al., 2003) e Proseq ver2.91 (Filatov & Charlesworth,
1999). Por fim, para a andlise filogenética foi utilizado o programa MEGA ver 3.1 (Kumar et

al., 2004).
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4. RESULTADOS:

4.1. Isolamento de um fragmento do gene timeless:

O passo inicial dessa dissertacdo foi a obten¢do de um fragmento (o fragmento 3) do
gene timeless em An. darlingi, complementar a um outro previamente seqiienciado, o
fragmento 2 (Gentile & Peixoto, comunicagdo pessoal), com a utilizacdo de oligos
degenerados. Para isso, a principio, foi feito um alinhamento da seqiiéncia da proteina
codificada por timeless entre as espécies Drosophila melanogaster e An. gambiae e, no local
desejado para o seqiienciamento, foram escolhidas as regides mais conservadas, cujos
aminodcidos fossem codificados por poucos codons, para o desenho dos oligos degenerados a
serem utilizados, STimDeg3 e 3TimDeg3 (Gentile et al., 2006).

Com esses oligos foram realizadas reacdes de PCR utilizando DNA gendmico de An.
darlingi (cedido por Carla Gentile). O produto foi, entdo, clonado e cerca de 12 clones foram
seqiienciados. A proxima etapa foi comparar as seqii€ncias obtidas com um banco de dados
de seqiiéncias protéicas do BlastX - NCBI (National Center for Biotechnology Information) e
confirmar a similaridade dessas seqii€éncias com o gene timeless de D. melanogaster e An.
gambiae. A figura 4.1 mostra um dos resultados obtidos da comparag@o entre a seqiiéncia de
aminodcidos traduzida de um dos fragmentos de An. darlingi e a proteina do gene timeless de
D. melanogaster. Os valores de identidade e similaridade, também computados por esse

programa, sdo de 72 % (67/93) e 80,6 % (75/93), respectivamente.
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gi|45550927 |ref |NP_722914.3|timeless CG3234-PB, isoform B [Drosophila melanogaster]

gi|45444944 |gb|AAF51098.4|CG3234-PB, isoform B [Drosophila melanogaster]
Length=1398

Score = 80.9 bits (198), Expect = le-13
Identities = 37/46 (80%), Positives = 42/46 (91%), Gaps = 0/46 (0%)
Frame = -2

Query 543 INMKGLMHHVPTDDDISHILKEFTVDFLLKGYGYLVQELHTQLLSD 406

INMKGL+ H PTDDDIS++LKEFTVDFLLKGY YLV+ELH QLLS+
Sbjct 566 INMKGLVQHTPTDDDISNLLKEFTVDFLLKGYSYLVEELHMQLLSN 611

Score = 52.0 bits (123), Expect = 6e-05
Identities = 30/47 (63%), Positives = 33/47 (70%), Gaps = 5/47 (10%)
Frame = -1

Query 823 TQVE-KESISTSSNEDDTPQQOKPVHQKPPSNQKQRFNAANKQRNPVS 686

TQVE +ESISTSSN+DD PQ KP HQKPP N K R NK R +S
Sbjct 503 TQVENQESISTSSNDDDGPQGKPQHQKPPCNTKPR-—-—-NKPRTIMS 545

Figura 4.1: Alinhamento do fragmento traduzido do gene timeless de An. darlingi demonstrando a
homologia com o mesmo fragmento de D. melanogaster, realizado através do programa BlastX.

Ap6s confirmada a homologia com o gene timeless de Drosophila, foi criada uma
seqiiéncia consenso através do alinhamento dos fragmentos de An. darlingi obtidos e, a partir
dessa, tornou-se possivel a confeccdo de oligos especificos. Dessa forma, contendo as
seqiiéncias dos fragmentos 2 e 3, foi desenhado um par de oligos especificos (Sdarltim2a e
3darlim3) que unia os dois fragmentos (Figura 4.2).

Todas as reagdes de PCR posteriores, tanto para as populagdes estudadas de An.
darlingi quanto para An. marajoara, foram realizadas utilizando esse par de oligos
especificos, o qual originou fragmentos de 735 pares de base para a primeira espécie e 752 pb
para a segunda espécie. Para maiores detalhes a respeito das reacdes de PCR e das seqiiéncias

dos oligos, ver Material e Métodos.
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(GAACGCAGGTCGAGAAGGAATC) 5’darltim2a=>

GGAAtTcGATTGAcTGcGGgTAchaACgCAGGTCGAGAAGGAATdCATTTCGaCCTCGA
1 —t——= —t——= —t—— —t—— —t—— -+
CCTTaAgCTAACTgACgCCcATgCCtTGCGTCCAGCTCTTCCTTAGGTAAAGCEGGAGCT

G I R L T A G TEURIRSRIRNUPF R P R
E F D * L RV R NA GRE G I HF D L E
N s I DNCEBEEEEEEEIE E K E s I S T s s
5'TimDeg2 (DCGYGTQ) =

GTAACGAGGACGACACACCTCAGCAGAAGCCAGTGCACCAGAAGCCACCGTCAAATCAAA
61 - —+——= —+——= —+——= —+——= —+—— -+
CATTGCTCCTgCTGTGTGGAGTCGTCTTCGGTCACGTGGTCTTCGGTGGCAGTTTAGTTT

v T R T T H L S R S Q C T R S H R Q I K
*“*R G R H T s A E A S A P E A T V K S K
N E D D T P Q QO K P V H Q K P P S N Q K

AGCAACGCTttAACGCCGCCAACAAGCAACGTAATCCTGTTTCCGTGCAAGAGAAGAAGG
121 - —+——= —+——= —+——= —+——= —+—— -+
TCGTTGCGAaaTTGCGGCGGTTGTTCGTTGCATTAGGACAAAGGCACGTTCTCTTCTTCC

s NA L T P P T S N V I L F P C K R R R
AT L * R R Q QAT * S CF R A R E E G
Q R F N A A N K QR NP V S V Q E K K E

AACTTCGGCGCZ—\Z—\GAAGCTGGTAAAGCgTGGCAAGAGCAATAT.TAGTAtATCCTTATT
181 ——— —+——= —+——= —+——= —t————— o +
TTGAAGCCGCGTTCTTCGACCATTTCGCACCGTTCTCGTTATACAATCATaTAGGAATAA

N F GA R S W * s VA RA I C * v I L I
T S A Q E A G K A W Q E Q Y V s I s L F
L R R K K L v X R 6K S N M L V Y P Y S
CTGTGACAATGGCGTGGACGCTCAT

TAATCATCATCTCATCACACTGTTTTCACGCGT

AACHBAATCAACATGAAGGGT TTAATGCATCATGTACCGACCGACGACGACATCTCGCAC

301 ————————— +——= —t——= —t——= e Fmm +
TTGTCTTAGTTGTACTTCCCAAATTACGTAGTACATGGCTGGCTGCTGCTGTAGAGCGTG

N R I N M K G L M H H V P T D D D I S H
T E s T * RV * C I MY R P T T T S R T
O N Q H E G F N A S C T D R R R H L A H

ATACTCAAGGAGTTCACGGTcGACTTTCTGCTTaAAGGCTACGGATATCTAGTGCAGGAG
361 ——— —+——= —+——= —+——= —+——= —+—— —+
TATGAGTTCCTCAAGTGCCAgCTGAAAGACGAALTTCCGATGCCTATAGATCACGTCCTIC

I L SR L K ¢ Y ¢ Y LV Q E

Yy S RS S R S TVF CUL K ATUDTI * C R S

T G V H G R L S * R L R I S S A G A
(-%’TimDegZ & 5TimDeg3 2

CTGCACACACAGCTGTTATCGGACCTGEEGACTACACTGAGCGGAAGCGGTAGCAACTAA

421 ————————— +———— +———— o ——— fo————— fo———— +

GACGTGTGTGTCGACAATAGCCTGGACCACTCATGTGACTCGCCTTCGCCATCGTTGATT

L H T Q L. .L..§s b L v s T L S G S G S N *
¢c T H s ¢C Y R T W * Vv H * A E A V A T N
A H T AV I G P G E Y T E R K R * O L I

481
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600
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TB8CAAGTGCARATCGATACCGTCCACTTCTTCTGGCTC
781 ————————— +—— —t—— —+——= - 819
ﬁ{ﬁCGTTCACGTTTAGCTATGG]CAGGTGAAGAAGACCGAG

€ 3'darltim3 (TCGTTCACGTTTAGCTATGG)

a ¥ Q V. Q I D T V LU e -
b s K ¢C K 8§ I P S T s S G -
c A S A N R Y R P L L L A -

€ 3TimDeg3

Figura 4.2: Mapa da seqiiéncia do fragmento de interesse do gene timeless de Anopheles darlingi. As
regides referentes ao exons contém a seqii€ncia de proteina codificada, marcada em amarelo, logo
abaixo. As cerca de 350 primeiras bases correspondem ao fragmento previamente obtido (Gentile &
Peixoto, dados ndo publicados) e incluem 82 bases de seqii€ncia intronica, marcada em cinza claro.
As restantes foram obtidas na presente dissertacdo. As seqiiéncias “GT” e “AG” marcadas em verde
indicam inicio e final, respectivamente, de cada um dos dois introns. As setas indicam a posi¢do
aproximada dos oligonucleotideos utilizados. Marcados em azul, encontram-se as regides dos oligos
degenerados e envolvidos por um retangulo roxo estdo os oligos especificos, com suas seqii€ncias
reescritas, em vermelho, entre parénteses.
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4.2. Genética de populacoes de An. darlingi, utilizando o gene timeless como marcador

molecular:

Neste trabalho, para a espécie An. darlingi, foram analisadas populacdes das
localidades de Portuchuelo (Rondonia) e Macapa (Amapa).

A populacdo de Portuchuelo foi coletada em intervalos de uma hora, que comecavam
as 18:00 h e acabavam as 6:00 h, tanto no intra como no peridomicilio. Dessa forma, foi
possivel avaliar se havia diferenciag@o entre os individuos de acordo com o hordrio e o local
de coleta. Na tabela 4.1 encontram-se os hordrios e local de coleta de cada individuo

analisado nessa dissertagao.

Tabela 4.1: Horario e local (intra ou peridomicilio) onde cada
individuo estudado da populag@o de Portuchuelo foi coletado. Para os
horarios marcados com um X nao foram obtidas amostras.

horario/local de coleta | intradomicilio peridomicilio
18:00-19:00 #1,4,10 #21,39
19:00 - 20:00 #12, 30 #3,28
20:00 - 21:00 #2,20 #11, 19, 37
21:00 - 22:00 X X
22:00 - 23:00 #14, 23, 32 #16, 41, 42
23:00 - 0:00 #13, 22, 31,40
0:00 - 1:00 # 24,33 #6
1:00 - 2:00 X X
2:00 - 3:00 X X
3:00 - 4:00 #25, 34,43 # 36
4:00 - 5:00 #8,17,35 #45
5:00 - 6:00 #9,26,44 #18, 27
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Foram processados 40 individuos no total, sendo 25 do intra e 15 do peridomicilio.
Para essa populagdo foram obtidas 173 seqiiéncias, das quais foi possivel gerar 71 seqiiéncias
consenso (representando um ou dois alelos de cada individuo), 44 do intra e 27 do
peridomicilio. O alinhamento dessas seqiiéncias encontra-se nos anexos I e III. Nessa
populag@o, nenhum individuo foi considerado homozigoto. O critério utilizado nas andlises
para que um individuo fosse tratado como homozigoto foi de que todas as suas seqiiéncias
obtidas fossem iguais (excluindo-se singletons), porém essas deveriam estar em quantidade
igual ou superior a 8. O fragmento analisado tem 735 pares de bases e apresenta 2 introns, o
primeiro com 82 pb e o segundo, 334 pb. Foram observados 20 sitios polimoérficos, em sua
maioria ocorrendo nos introns, e daqueles encontrados nos exons somente 1, no segundo
exon, representava uma substituicdo ndo-sinénima de I por L, na posi¢cdo 306 (a — c), apenas
no haplétipo referente a um dos alelos do individuo 42 (DP42eR7D05). Vale ressaltar que
esse alelo foi representado por somente duas seqiiéncias. Sendo assim, existe a possibilidade,
ainda que pequena, dessa mudanca de aminoéacido ter sido causada por erro de PCR.

A populacdo de Macapd possui 15 individuos e, na tentativa de conseguir os dois
alelos de cada um, foram obtidas 132 seqiiéncias ao todo, e geradas 29 seqii€ncias consenso,
com dois individuos sendo considerados homozigotos. Nessa populagdo, o fragmento
apresenta os mesmos padrdes citados acima (735 pb, no total, e mesmo tamanho de introns) e
possui 7 sitios polimérficos, com 4 desses ocorrendo nos introns € 3 nos exons. Daqueles
encontrados nos exons, nenhum modifica o aminoécido.

Na tabela 4.2, pode-se observar o nimero de seqii€ncias analisadas em cada populacdo
(n), nimero de sitios segregantes (S), ndmero total de mutacdes (Eta) e nimero de hapldtipos
em cada populagdo (h), tanto da populacdo de Portuchuelo, considerada como um todo e
também subdividida em intra e peridomicilio, quanto da populacdo de Macapa. De todas as
amostras analisadas, as de Macapd foram as mais homogéneas, apresentando a menor
quantidade de polimorfismos, e aquela coletada no intradomicilio de Portuchuelo a mais

variavel, com a maior quantidade de sitios polimérficos.
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Tabela 4.2: Polimorfismos observados no fragmento do gene timeless de populacdes de
Portuchuelo (intra e peridomicilio) e de Macapa de An. darlingi.

Populacio n S Eta h
Portuchuelo 71 20 20 17
Portuchuelo intradomicilio 44 16 16 13
Portuchuelo peridomicilio 27 14 14 10
Macapa 29 7 7 8

n, nimero de seqii€ncias consenso de DNA de cada populagdo; S, nimero de sitios segregantes; Eta, nimero
total de mutagdes; h, nimero de haplétipos de cada populacio.

Os valores de diversidade nucleotidica foram medidos por 7 (baseado no ndmero
médio de diferencas par-a-par entre as seqii€ncias) e 6 (ou parametro neutro, calculado com
base no nimero de sitios polimdrficos) e sdo mostrados na tabela 4.3.

Dessa forma, mais uma vez, observamos que a populacdo de Macapd mostrou-se
menos polimoérfica quando comparada a populacdo de Portuchuelo, com 7 =0,00343 e
0 =0,00242. Através dessa tabela, pode-se também observar os valores do teste D de Tajima,
Dr (1989), que testa as diferencas entre 7 e 0, indicando se hd ou ndo desvios significativos

ao modelo neutro de evolucdo. Em nenhuma das populacdes estudadas de An. darlingi esse

teste apresentou valores significativos, com um P>0,10.

Tabela 4.3: Polimorfismos observados no fragmento do gene timeless de populagdes de
Portuchuelo (intra e peridomicilio) e de Macapa de An. darlingi.

Populacao T 0 Dy
Portuchuelo 0,00388 0,00562 -0,9406
Portuchuelo intradomicilio 0,00375 0,00500 -0,7905
Portuchuelo peridomicilio 0,00389 0,00494 -0,7251
Macapa 0,00343 0,00242 1,2445

T, diversidade nucleotidica; 0, pardmetro neutro baseado no nimero de sitios segregantes; Dr, teste D
de Tajima, que em nenhuma das amostras apresentou valor significativo (P>0,10), ndo indicando
desvios ao modelo neutro.
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Na tabela 4.4, estdo indicados os valores de Fsr (indice de fixacdo par-a-par) e Nm
(nimero de migrantes), ambos indicando a divergéncia genética entre duas populagdes,
calculados entre as populacdes de Portuchuelo e Macapd, comparando, também, as amostras
coletadas no intra e no peridomicilio, em Portuchuelo. Como os mosquitos de Portuchuelo
foram coletados em diferentes horarios, inicialmente foram calculados os valores de Fst entre
os grupos de individuos coletados em cada hordrio, ou agrupando as coletas feitas de 18:00 a
21:00, 22:00 a 01:00 e 03:00 a 06:00, mas em nenhum desses casos foram observados valores
significativamente diferentes de zero (dados nao mostrados).

De acordo com a classificagdo de Wright (citado em Hartl, 2000), valores de Fsr
variando de O até 0,05 indicariam uma diferenciacdo genética pequena; entre 0,05 até 0,15
indicariam diferenciacdo genética moderada; de 0,15 até 0,25 representariam uma grande
diferenciacdo genética e valores superiores a 0,25 corresponderiam a uma diferenciacio
genética muito grande. Os valores de Fst obtidos foram, em geral, moderados e
significativamente diferentes de zero em todas as comparagdes. As maiores estimativas de
Fst observadas foram entre os individuos coletados no intradomicilio de Portuchuelo e
Macapa (Fsr = 0,1011, P = 0,001), onde naturalmente se obteve também o menor nimero
estimado de migrantes (Nm = 2,22) e entre os individuos de Portuchuelo (quando analisados
em geral) e Macapd (Fst = 0,0808; P = 0; Nm = 2,8430). Ja a menor diferenciacdo genética
foi observada entre os individuos coletados no intra e peridomicilio de Portuchuelo, onde o
Fst foi baixo, porém significativo (Fst = 0,0397; P=0,031), principalmente quando

comparado a diferenciacio entre Portuchuelo e Macapa.
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Tabela 4.4: Valores das estimativas de Fgr, Dxy, Da e Nm entre as populacdes de An. darlingi.

Populacoes Fsr P (Fsr) Nm Dxy Da
Port. intra X Port. peri 0,0397 0,031 6,0400 0,0040 0,0002
Portuchuelo X Macapa 0,0808 0 2,8430 0,0040 0,0003

Portuchuelo intra X Macapa 0,1011 0,001 2,2200 0,0040 0,0004

Portuchuelo peri X Macapa 0,0725 0,005 3,1997 0,0039 0,0003

Fsr, indice de fixagdo par-a-par (A significancia dos valores de Fsr foi testada com 1000 permutacdes);
Nm, ndmero de migrantes por geracdo; DXy, divergéncia bruta (nimero médio de substitui¢des
nucleotidicas por sitio entre as populacdes); Da, divergéncia liquida (nimero de substitui¢des
nucleotidicas liquida por sitio entre as populagdes).

Ainda na tabela 4.4, podem ser observados também os valores de Dxy e Da. O
primeiro, também chamado divergéncia bruta, indica a divergéncia entre seqiiéncias de duas
populagdes comparadas baseada no nimero de diferencas par-a-par. Porém, nessa medida,
estd inclusa também a variabilidade intra-populacional, ao contrdrio da segunda medida, Da
ou divergéncia liquida, a qual mede apenas a divergéncia entre as populacdes (Nei & Kumar,
2000). Observa-se, entdo, que o maior valor de Da foi encontrado entre individuos do
intradomicilio de Portuchuelo e Macapd (Da = 0,0004), o que confirma a maior
diferenciacdo, também indicada pelos valores de Fst e Nm, para essas populacdes.

A tabela 4.5 indica o ntimero de polimorfismos compartilhados (Ss) e diferencas fixas
(Sf) entre as populacdes de An. darlingi, além dos polimorfismos exclusivos a cada uma das

populagdes analisadas. Nao foi encontrada nenhuma diferenca fixa entre as amostras.
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Tabela 4.5: Distribuicao das categorias de sitios polimoérficos.

Populacoes Ss Sf Sx Sy
x/y
Portuchuelo peri X Portuchuelo intra 10 0 4 6
Portuchuelo X Macapa 3 0 17 4
Portuchuelo intra X Macapa 3 0 13 4
Portuchuelo peri X Macapa 3 0 11 4

Ss, nimero de polimorfismos compartilhados entre as populagdes; Sf, nimero de diferencas fixas
entre as populacdes; Sx e Sy, nimero de sitios polimdrficos exclusivos da populacdo "x" e "y",
respectivamente.

A figura 4.3 mostra uma arvore construida através do programa MEGA 3.1 (Kumar et
al., 2004) relacionando as seqii€éncias consenso das populacdes de Portuchuelo (intra e
peridomicilio) e Macapa da espécie An. darlingi. A constru¢do dessa arvore foi feita
utilizando a distancia p, a qual mede a proporcdo de diferencas por sitio em relagdo ao total
de sitios analisados comparando as seqiiéncias par-a-par, € o método de Evolu¢cdo Minima
(nesse, para cada arvore possivel ou examinada, a soma S de todos os comprimentos de
bragos é estimada e aquela que apresentar o menor valor de S € selecionada como melhor
arvore). Nessa arvore, podemos notar um agrupamento de seqiiéncias referentes aos
individuos do intradomicilio de Portuchuelo, ilustrando o Fsr significativo encontrado entre
essa populacao e a do peridomicilio. Observamos, também, alguns grupos contendo somente

seqiiéncias de Macapa confirmando a diferencia¢@o encontrada entre essas duas populagdes.
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4.3. Analise de polimorfismos em Anopheles marajoara e da divergéncia genética entre

as espécies estudadas.

Para os 16 individuos utilizados da espécie An. marajoara, o fragmento do gene
timeless estudado apresentava 752 pares de bases e dois introns, o primeiro com 89 pb e o
segundo, 344 pb. Foram obtidas e analisadas 183 seqii€ncias ao todo e, a partir dessas, foram
geradas 32 seqiiéncias consenso, representando um ou dois alelos de cada individuo. O
alinhamento dessas seqii€éncias encontra-se no anexo II.

Ao comparar as seqiiéncias de An. darlingi e An. marajoara (alinhamento mostrado no
anexo III), observam-se alguns indels (inser¢des/delecdes) nas regides dos introns, o que
explica a diferenca de tamanho do fragmento encontrada entre as espécies. Na tabela 4.6,
encontram-se o numero total de seqiiéncias, de sitios polimérficos, niimero total de mutacdes
e de hapldtipos dos individuos de An. marajoara e An. darlingi analisados como um todo, ou
seja, sem separar suas populacdes, para que comparagdes pudessem ser feitas entre as duas

espécies. Para isso, foi utilizado o alinhamento mostrado no anexo III.

Tabela 4.6: Polimorfismos encontrados nas seqiiéncias de An. darlingi e An. marajoara.

Espécies n S Eta h
An. darlingi 100 21 21 18
An. marajoara 32 12 12 10

n, nimero de seqiiéncias consenso de DNA de cada populagdo; S, nimero de sitios segregantes;
Eta, nimero total de mutag¢des; h, nimero de haplétipos de cada populacdo.
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O mesmo foi feito na tabela 4.7, onde foram estimados os valores de diversidade
nucleotidica (7 e 8) e o teste D de Tajima, o qual nao foi significativo para nenhuma das duas
espécies. Assim, podemos observar que An. marajoara é menos varidvel que An. darlingi,

quando observado com suas populacdes agrupadas.

Tabela 4.7: Polimorfismos encontrados nas seqiiéncias de An. darlingi e An.

marajoara.
Populacoes T ] Dr
An. darlingi 0,00390 0,00570 -1,3307
An. marajoara 0,00331 0,00421 -0,6947

T, diversidade nucleotidica; 0, pardmetro neutro baseado no nimero de sitios segregantes;
Dy, teste D de Tajima, que em nenhuma das populacdes apresentou valor significativo
(P>0,10), ndo indicando desvios ao modelo neutro.

Foram calculados entre essas duas espécies os valores de Fst, niimero de migrantes
(Nm), Dxy e Da, além dos polimorfismos compartilhados entre elas (Ss), diferengas fixas
(SY), sitios exclusivos de An. darlingi (Sx) e sitios exclusivos de An. marajoara (Sy) (Tabelas

4.8¢4.9).

Tabela 4.8: Valores das estimativas de Fsy, Nm, Dxy e Da entre as populagdes de An. darlingi e
An. marajoara.

Populacoes Fsr P (Fst) Nm Dxy Da

An. darlingi X An. marajoara 0,9746 <0,001 0,0065 0,1280 0,1247

Fgr, indice de fixagdo par-a-par (A significancia dos valores de Fsr foi testada com 1000 permutagdes);
Nm, nimero de migrantes por geracio; Dxy, divergéncia bruta; Da, divergéncia liquida.
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Tabela 4.9: Distribuicdo das categorias de sitios polimoérficos.

Populacoes Ss St Sx Sy
x/y
An. darlingi X An. marajoara 0 81 21 12

Ss, nimero de polimorfismos compartilhados entre as populagdes; Sf, nimero de diferencas fixas entre as
populagdes; Sx e Sy, nimero de sitios polimérficos exclusivos da populacdo "x" (An. darlingi) e "y" (An.
marajoara), respectivamente.

Através do alto valor de Fst obtido, préximo a 1, e do baixo valor de nimero de
migrantes (Nm = 0,0065), pode-se afirmar que An. darlingi e An. marajoara sdo duas
espécies bastante diferenciadas, mesmo pertencendo ao mesmo subgénero, Nyssorhynchus.

Finalmente, comparamos as seqiiéncias obtidas de An. marajoara com uma
seqiiéncia de An. albitarsis s.s. (Gentile & Peixoto, comunicacdo pessoal) para analisar o grau
de divergéncia encontrado entre essas duas espécies pertencentes ao complexo Albitarsis. O
valor encontrado de Fsr foi de 0,9507*, o nimero de migrantes foi igual a 0,0130 e Dxy de
0,0344. Comparando o Fst resultante entre An. albitarsis s.s. € An. marajoara com aquele
estimado entre as populacdes de Portuchuelo e Macapd da espécie An. darlingi, pode-se
afirmar que a diferenciacdo encontrada entre as populagdes de An. darlingi, pelo menos no
gene timeless, sdo muito menores que aquela encontrada entre as duas espécies do complexo
Albitarsis. Embora o fato de ter sido usada apenas uma seqiiéncia de An. albitarsis s.s. poder
“inflar” o valor de Fst, este efeito ndo é necessariamente observado no valor de Dxy que é
quase 10 vezes maior entre An. albitarsis s.s. € An. marajoara que entre as duas populagdes
de An. darlingi (0,0344 x 0,0039).

Essa diferenciag¢do, que se mostrou maior entre as espécies An. albitarsis s.s. e An.
marajoara que entre as populacdes de An. darlingi, se torna evidente na drvore mostrada na
figura 4.4. Essa 4rvore foi construida excluindo todas as regides de “gaps” das seqii€ncias
analisadas, utilizando a distancia p e o método de Evolugdo Minima. Nela estdo relacionadas
todas as populacdes utilizadas nessa dissertacio (ou seja, seqii€ncias de Portuchuelo e Macapa
da espécie An. darlingi, seqiiéncias de An. marajoara e uma seqiiéncia de An. albitarsis s.s.)
e, para tal, foi utilizado o alinhamento mostrado no Anexo IIl. Os valores de bootstrap (o qual

analisa estatisticamente, através de reamostragens, a confiabilidade dos agrupamentos) abaixo

* Embora este valor de Fsr ndo seja significativo quando calculado utilizando as seqiiéncias obtidas no alinhamento do anexo III, ele é
significativo ao ser calculado utilizando um alinhamento semelhante ao do anexo II, porém incluindo a seqiiéncia de An. albitarsis s.s.
Essa diferenca deve-se, provavelmente, ao fato de sitios informativos de An. marajoara e An. albitarsis s.s. serem perdidos na andlise
feita a partir do alinhamento III por estarem em regido de gap.

30



de 50% foram omitidos, sendo mostrados somente aqueles superiores a esse valor. Através
dessa arvore, podemos comprovar o que foi dito anteriormente que, comparando as
populagdes de Portuchuelo e Macapd, observa-se uma distdncia muito menor que aquela

observada em comparacdes entre An. marajoara e An. albitarsis s.s.
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Figura 4.4. Arvore das seqiiéncias de An.
albitarsis s.s., An. marajoara e An.
darlingi construida utilizando a distancia
p e o método de Evolucdo Minima. Os
nimeros acima dos bragos sdo os valores
de bootstrap (mostrados somente aqueles
maiores que 50%), baseados em 1000
replicagdes. As seqiiéncias marcadas em
circulo vermelho correspondem aos
individuos da espécie An. darlingi
coletados em Macap4; aquelas em circulo
azul referem-se aos individuos de An.
darlingi coletados em Portuchuelo; em
quadrado rosa estd representada a
seqiiéncia de An. albitarsis e, em
tridngulo marrom, aquelas referentes a
An. marajoara.



5. DISCUSSAO

Anopheles darlingi é o vetor da malaria mais importante no interior do Brasil (Deane,
1988) e vdrios fatores contribuem para sua eficiéncia vetorial, entre eles ampla distribui¢ao
geografica (Forattini, 2002), freqiiente susceptibilidade a infec¢do por esporozoitas em suas
glandulas salivares (Deane, 1989; Tadei et al., 1998), antropofilia (e.g. Deane, 1989; Rosa-
Freitas et al., 1998) e plasticidade comportamental (Voorham, 2002), a qual aumenta seu
potencial vetorial sob diferentes condig¢des impostas pelo hébitat.

Confirmando o que foi dito na introducdo, ¢ comum detectar complexos de espécies
cripticas em mosquitos pertencentes ao subgénero Nyssorhynchus (Rosa-Freitas et al., 1998;
Voorham, 2002) e, em alguns casos, esses complexos talvez sejam resultantes de processos
de especiacio incipientes influenciados pelo homem (Coluzzi et al., 1979).

Dessa forma, torna-se importante conhecer a estrutura genética populacional desse
vetor para compreender a dindmica da transmissdo da maldria e criar medidas que a
controlem em localidades ainda endémicas, como a Amazonia brasileira (Tadei & Thatcher,
2000). Della Torre et al. (2002), ao se referirem ao complexo Gambiae, classificaram o
conhecimento dessa estrutura populacional como um “pré-requisito para determinar quais
unidades genéticas do complexo sdo vetoras da maldria e revelar as diferengas ecoldgicas e
etoldgicas que sdo relevantes para a transmiss@o da doenga”. Assim, o planejamento das
medidas de controle seria feito baseando-se em caracteristicas e hdbitos conhecidos dos
verdadeiros vetores e agiriam com maior sucesso sobre eles. Com esse objetivo, estdo sendo
realizados diversos estudos, tanto comportamentais quanto moleculares, que tentam elucidar a
questdo do status taxondmico de An. darlingi.

Nesse trabalho, analisou-se, em nivel molecular através do gene timeless, a
diferenciacdo entre populacdes de An. darlingi em diferentes aspectos. Como ja citado
anteriormente, essa espécie apresenta variacdo comportamental relacionada aos diversos
locais em que se distribui € um importante exemplo dessa variacdo € a preferéncia pelo local
e horario onde sera realizado o repasto sangiiineo (Charlwood & Hayes 1978; Deane 1989;
Charlwood 1996; Tadei et al. 1998; Tadei et al. 2000). Uma das amostras pertencentes a essa
espécie, a populacdo de Portuchuelo, foi coletada separadamente de acordo com seus horarios
e locais de coleta (intra e peridomicilio) e, com essas informacdes foi possivel fazer, nessa
populagdo, uma andlise microgeogréfica e temporal da variacdo genética encontrada entre os
diferentes individuos dessa amostra. Usando timeless, um gene de reldgio associado a

atividade de insetos, foi possivel analisar, dentro da populacio de Portuchuelo, a
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diferenciagdo observada entre os individuos coletados em diferentes hordrios e aquela
observada entre individuos coletados no intra e peridomicilio.

Um dos primeiros trabalhos relacionando ciclo de picada e distribui¢do geografica
nessa espécie foi realizado por Charlwood & Hayes (1978) no qual foi demonstrada a
existéncia de uma variacio no ciclo de picada de acordo com os locais analisados. Assim, em
cada local observava-se a predominancia de mosquitos em um determinado horério, que foi
diferente para todas as localidades estudadas. Contudo, ao analisarmos e compararmos,
molecularmente, os individuos coletados em diferentes hordrios para um estudo temporal,
nossos resultados ndo indicaram nenhuma diferenciagdo genética significativa entre eles.
Porém, é importante ressaltar que as amostras de cada hordrio eram muito pequenas.

Posteriormente, seguimos para uma andlise microgeografica para avaliarmos se era
encontrada alguma diferenciacio entre as amostras do intra e do peridomicilio. Observamos
uma diferencia¢do genética baixa (Fst = 0,0397), porém significativa, entre elas, o que nos da
margem a pensar em duas possiveis hipoteses. A primeira sugere que o gene timeless esta
associado a uma inversdo cromossdmica, o que é comum em An. darlingi (Tadei et al., 1982),
ou estd muito proximo a um outro gene que controla a preferéncia por determinado habitat
(intra ou peridomicilio), e, por efeito carona (Barton, 2000), estaria sendo “carregado”
juntamente com esse gene ou inversao. A influéncia de inversdes cromossdmicas na escolha
por determinado habitat é muito bem fundamentada em estudos realizados com o complexo
Gambiae, composto por sete espécies cripticas. Coluzzi et al. (1979) demonstraram diferengas
cromossOmicas significativas entre as amostras de mosquitos, principalmente entre aqueles
coletados dentro das casas e aqueles fora delas, reforcando seu papel na escolha do local onde
serd realizado o repasto sangiiineo. Um exemplo é An. gambiae s.s., uma das espécies do
complexo Gambiae e principal vetor da maldria na Africa, onde os arranjos cromossémicos
mais freqiientes em coletas feitas dentro das casas eram aqueles favorecidos pelos ambientes
mais secos, enquanto aqueles encontrados fora das casas eram favorecidos por locais mais
umidos. Assim, em populagdes com polimorfismos cromossomicos, aqueles individuos que
carregam arranjos alternativos teriam diferentes probabilidades de entrar em contato com o
ambiente doméstico (Coluzzi et al., 1979), embasando a hipétese citada acima.

Uma segunda possivel hipétese é de que a diferenciacdo entre essas duas amostras
refletiria a ocorréncia, em simpatria, de duas espécies incipientes, uma mais freqiiente no
intra e outra mais freqiiente no peridomicilio, o que explicaria o baixo Fst encontrado nessa
comparagdo. Processos de especiacio incipiente em anofelinos sdo evidenciados, ja ha alguns
anos, em An. gambiae s.s. (e.g. Bryan et al., 1982; Coluzzi et al., 1985). Essa espécie,

distribuida desde o sul do Deserto do Sahara até o norte da Africa do Sul, apresenta extrema
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heterogeneidade genética, caracterizada tanto por inversdes cromossOmicas quanto por
marcadores moleculares (e.g. Coluzzi et al., 1979; Carnahan et al., 2002; Gentile et al., 2002).
Através desses ultimos, tornou-se possivel a caracterizacdo de duas formas moleculares
simpétricas dessa espécie, M e S, as quais em alguns locais da Africa (como Mali, por
exemplo) correspondem as formas cromossdmicas Mopti e Savanna, respectivamente, porém
essa correspondéncia entre as formas nem sempre acontece. Diferengas ecoetoldgicas foram
observadas naqueles locais onde as formas cromossdomicas Mopti e Savanna correspondem as
moleculares M e S, respectivamente, e demonstraram que a forma M estd mais associada ao
ambiente doméstico que a forma S, comprovando a relacdo entre os polimorfismos
cromossdmicos e a distribui¢do microgeogréfica dessas diferentes formas (della Torre et al.,
2002).

Em cruzamentos realizados entre M e S, a progénie apresenta-se fértil, contudo € raro
encontrar hibridos resultantes dessas duas formas na natureza. A auséncia de hibridos aliada a
baixa taxa de inseminag@o encontrada entre as formas (cerca de 1%), mesmo quando juntas
no espaco e no tempo, indicam um isolamento pré-copulatério confirmando a existéncia de
barreiras ao fluxo génico entre M e S e sugerindo passos iniciais de um processo de
especiacdo com persisténcia de variacdo compartilhada devido a um ancestral comum muito
recente e baixos niveis de fluxo génico homogeneizando regides do genoma que nao estariam
envolvidas no processo (della Torre et al., 2002; Tripet et al., 2005). De acordo com os
marcadores utilizados, encontram-se variacdes quanto a diferenciacio molecular entre as
formas o que, segundo Gentile et al. (2002), que analisaram a regido ITS de DNA ribossomal
encontrando duas variantes, tipos I e II (referentes as formas S e M, respectivamente), seria
explicado pela existéncia, no genoma, de partes completamente diferenciadas as quais
impediriam o fluxo génico e partes livres ao fluxo entre os tipos. Isso esclareceria o contraste
encontrado entre os resultados aplicando diferentes marcadores.

Uma segunda abordagem envolvendo a espécie An. darlingi nesse trabalho foi a de
uma andlise macrogeografica, onde foram comparadas as populagdes de Portuchuelo e de
Macapd. Essa tltima demonstrou-se uma populacdo mais homogénea que a de Portuchuelo,
com praticamente metade dos polimorfismos encontrados na primeira. Entre as amostras
dessas localidades, foi encontrada uma diferenciagdo considerada moderada (Fst = 0,0808) e
significativa que, quando comparada com o resultado obtido na andlise microgeografica a
torna ainda mais significativa. O valor resultante de uma comparacdo entre amostras
coletadas no mesmo local (Portuchuelo) é, aproximadamente, a metade daquele encontrado
entre populacdes coletadas em localidades de dois diferentes estados (Rond6nia e Amapd) e

distantes em mais de 1500 Km, o que deixa a diferenciag@o intra/peri ainda mais interessante.
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Ao analisar as diferenciagdes encontradas entre a populagdo de Macapd e aquelas do
intra e peridomicilios de Portuchuelo, observamos um valor de Fsy menor entre Macapa e
peridomicilio (Fst = 0,0725) quando comparado com Macapa e intradomicilio (Fsr = 0,1011).
Uma maneira de explicar essa diferenca (assumindo que ela seja significativa, o que ndo foi
testado) é considerar a populacdo de Macapad uma populacdo homogénea e trabalhar com a
hipétese de que intra e peri seriam formadas pela mistura de duas espécies incipientes. Dessa
forma, possivelmente os individuos de Macapd seriam a mesma espécie que hipoteticamente
apresenta maior freqii€ncia no peridomicilio de Portuchuelo.

Os valores de Fsr encontrados em todas as comparagdes feitas, nessa dissertacdo,
entre as amostras de An. darlingi sdo bastante baixos quando comparados aqueles
encontrados em um estudo utilizando o gene COI entre amostras de diversas localidades das
América Central e do Sul, as quais foram nitidamente separadas em dois clusters, cada um
correspondendo as populagdes de cada uma das Américas (Mirabello & Conn, 2006).
Entretanto, isso ndo exclui o fato de que, nos locais estudados nessa dissertagco, essa espécie
também possa estar se diferenciando, passando, porém, por uma recente separacio, onde seu
Fsr, nesse momento, ainda seja considerado baixo para indicar uma diferenciacdo
significativa entre espécies.

A segunda etapa desse trabalho foi uma compara¢do de divergéncias entre as
diferentes espécies estudadas. Uma primeira anélise foi observar a diferenciacdo encontrada
entre An. darlingi e An. marajoara, que sao comprovadamente duas espécies distintas. O Fsr
encontrado entre essas duas espécies, como esperado, foi bastante alto (Fsr = 0,9746,
praticamente igual a 1) e o nimero de migrantes muito baixo (Nm = 0,0065), comprovando
que realmente sdo espécies diferentes, embora ambas sejam pertencentes ao subgénero
Nyssorhynchus. Essa grande diferenciacdo pode ser confirmada também através da arvore
ilustrada na figura 4.4 que mostra as seqiiéncias referentes a An. darlingi agrupadas e bem
separadas das seqii€ncias obtidas de An. marajoara, com um valor de bootstrap muito alto
(99%). A populagido de An. marajoara mostrou-se mais homogénea que as populagdes de An.
darlingi, apresentando os menores valores de T e 6 quando comparados a esta.

Aqui, estimamos também o grau de divergéncia encontrado entre duas espécies do
complexo Albitarsis, An. albitarsis s.s. e An. marajoara que, ao serem submetidas a
experimentos de cruzamentos, demonstraram-se isoladas reprodutivamente, com total
esterilidade dos machos hibridos (José B. Lima, comunicacdo pessoal). O valor de Fsr
encontrado entre essas duas espécies foi muito alto e a estimativa de Dxy foi cerca de 10
vezes maior que os valores encontrados entre as populacdes de An. darlingi. Essa separagdo é

bastante consistente com a drvore filogenética observada (figura 4.4) onde, mesmo utilizando
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somente uma seqiiéncia para An. albitarsis s.s., a distdncia entre elas pode ser demonstrada.
Na verdade, pretendiamos obter uma amostra de varios individuos de An. albitarsis s.s. para
fortalecer esse resultado, o que, infelizmente, ndo foi possivel antes do término desta
dissertacdo. Porém, isso serd feito posteriormente.

A idéia de se fazer uma andlise entre duas espécies do complexo Albitarsis que
apresentam esterilidade dos machos hibridos surgiu para que tentdssemos mensurar uma
provdvel divergéncia necessdria para concluir que as duas populacdes de An. darlingi
provavelmente representam espécies cripticas com isolamento pds-zigético. Ao compararmos
as divergéncias, observamos que aquela presente entre as populagdes de An. darlingi, pelo
menos em andlises no gene timeless, € bem menor que a encontrada entre as espécies do
complexo citadas acima. Pode-se pensar em uma influéncia do tamanho da amostra, uma vez
que, para An. albitarsis s.s. utilizamos somente uma seqiiéncia, o que poderia acabar
aumentando o valor de Fgr, contudo este artefato ndo é esperado no caso dos valores de Dxy,
e estes, como mencionado anteriormente, apresentaram-se bem mais altos entre An. albitarsis
s.s. € An. marajoara que entre as populacdes analisadas de An. darlingi.

Pode ser que o gene timeless ndo esteja marcando tdo bem uma possivel divergéncia
entre as populagdes de An. darlingi aqui analisadas quanto, por exemplo, o gene mitocondrial
COI, o qual dividiu as amostras estudadas separando as duas Américas, Central e do Sul,
como ja dito acima, além de subdividir as amostras da América do Sul em dois outros grupos,
que separaram as amostras do norte da Amazonia das outras amostras coletadas na Amazodnia
e no sul da América do Sul (Mirabello & Conn, 2006). Nesse mesmo trabalho é citada uma
andlise realizada em amostras das mesmas localidades utilizando um gene nuclear conservado
(white), cujas anélises ddo suporte a divis@o entre as Américas.

Embora nossos resultados ndo comprovem que An. darlingi seja um complexo de
espécies cripticas, as andlises da estrutura de algumas populacdes dessa espécie
demonstraram uma certa diferenciacio entre elas, indicando a necessidade de expandir esse
trabalho com mais populagdes de outras localidades nas quais esses mosquitos apresentem
comportamento extremamente contrastante, como é o caso da populacio de Dourado
(Forattini, 1987). Além disso, seria muito interessante incluir outros genes as comparacdes do
nivel de divergéncia entre as espécies do complexo Albitarsis e entre as populacdes de An.
darlingi, para se obter estimativas da diferencia¢do dentro destes dois grupos em diferentes

partes do genoma.
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6. CONCLUSOES

v' As anidlises moleculares do gene timeless nas populagdes de An. darlingi de
Portuchuelo (intra e peridomicilio) e Macapd indicaram uma diferenciacdo
significativa entre as amostras coletadas no intra e no peridomicilio de Portuchuelo, a
qual se torna ainda mais interessante quando comparada a diferenciacio moderada

existente entre as populacdes de Portuchuelo e Macapa.

v Nio foi demonstrada diferenciagéio genética entre as amostras coletadas em diferentes

horarios em Portuchuelo.

v Ao compararmos as espécies analisadas nesse trabalho, observamos que a populagdo

de An. marajoara foi menos polimérfica que as populagdes de An. darlingi.

v' A diferenciacdo observada no gene timeless entre as populacdes de An. darlingi
analisadas € cerca de 10 vezes menor que a diferenciacdo entre An. marajoara e An.
albitarsis s.s., duas espécies do complexo Albitarsis que apresentam isolamento pos-

zigético.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

Exon 1:
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Exon 1 (continuagédo):
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Exon 2 (continuagédo):
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CAG

333
7717
234
GAG

333
777
567
CTG

333
778
890
CAC

333
888
123
ACA

333
888
456
CAG

333
888
789
CTG

=]

333
999
012
TTA

333
999
345
TCG

333
999
678
GAC

344
900
901
CTG
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#DP19cP4G05
#DP20c14296
#DP20cP1F07
#DP21aR7A07
#DP21aR7F07
#DP22£fR7EL0
#DP23eR1A02
#DP23eR1B02
#DP24gR1A07
#DP24gR1B07
#DP253jR7A11
#DP26mP2F06
#DP26mP2G06
#DP27mP4B06
#DP27mP4G06
#DP28bP4A07
#DP28bP4H07
#DP30bR1A03
#DP30bR1B03
#DP31£fP1H10
#DP32eR1A04
#DP32eR1D04
#DP33gP2A07
#DP33gP2B07
#DP34jR1B10
#DP34jR1F10
#DP351P2A09
#DP351R6B09
#DP36jP4H08
#DP36jR6C04
#DP37cP4C09
#DP37cR7E03
#DP39aP4H10
#DP39aR7H04
#DP40£fP2A10
#DP40£fP2B10
#DP41eP4B11
#DP41eP4H11
#DP42eP4G12
#DP42eR7D05
#DP43jR6A11
#DP43jR6H11
#DP44mP2B05
#DP44mR1A08
#DP451R7B08
#DP451R7HO8

HHAAA:s =

H oA
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Intron 2:

#AndMaclla
#AndMaclli
#AndMaclé4a
#AndMacl4d
#AndMacléa
#AndMaclé6l
#AndMac25a
#AndMac25f
#AndMac26b
#AndMac28b
#AndMac28r
#AndMac37g
#AndMac370
#AndMac38a
#AndMac383j
#AndMac39a
#AndMac39f
#AndMac40a
#AndMac40v
#AndMac4la
#AndMac4li
#AndMac44a
#AndMac44d
#AndMac46a
#AndMac46g
#AndMac47a
#AndMac47c
#AndMac49a
#AndMac49g
#DP01aP1A01
#DP01aR6B05
#DP02cP1A02
#DPO3bR6F12
#DPO3bR6H12
#DP04aP1A03
#DP04aR6A06
#DP06GR7CO1
#DP081R1A05
#DP081R1B0O5S
#DP0O9mP2A02
#DP0O9mR1G05
#DP10aP1D04
#DP10aP1HO04
#DP11cR7G06
#DP12bP1E0OS
#DP13fP1B06
#DP14eP2B12
#DP14eP2C12
#DP16eP4A03
#DP171P2C03
#DP171R2B0O1
#DP18mP4A04
#DP18mP4G04
#DP19cP4C05
#DP19cP4G05

4444444444
0000000011
2345678901
GTGAGTACAC

4444444444
1111111122
2345678901
TGAGCGGAAG

4444444444
2222222233
2345678901
CGGTAGCAAC

4444444444 4444444444 4444444444
3333333344 4444444455 5555555566
2345678901 2345678901 2345678901

TAATTGCGGA ACTTTTCCGT ATCGCATGTC

4444444444
6666666677
2345678901
ATGTTTCGTT

4444444444
7777777788
2345678901
CTACCAGAAT

4444444444 444444445
8888888899 999999990
2345678901 234567890
TCAGCAATGC ACTCCATTC



#DP20c14296 ......... PP
#DP20cP1F07
#DP21aR7A07
#DP21aR7F07
#DP22£fR7EL0
#DP23eR1A02
#DP23eR1B02
#DP24gR1A07
#DP24gR1B07
#DP253jR7A11
#DP26mP2F06
#DP26mP2G06
#DP27mP4B06
#DP27mP4G06 ..
#DP28bP4A07 . ........ PP
)3 oy = <
HDP30ODRIADSZ t ot vttt ete e teeet e et e e et e e e e e e e e e e
#DP30bR1B0O3 ......... PP
#DP31£fP1H10 ..
HDP32ERIA0DA +t vttt ettt et te e e e e e e e T e e e
HDP32ERID0OA ot v ettt e teee et et e e e e e e e e e
BDP33GP2A07T t ot ettt ete e et e e et e e e e e e e e e e e e
BDP33GP2B07 t ottt tete e et et et et e e et et et e et e
E )T 8= o P
E )T S o
#DP351P2A09 ......... P
#DP351R6B09 ......... [P
#DP363jP4H08 ......... L
#DP363JR6C04 .. .o..... PP
#DP37cP4C09 ......... PP
#DP37cR7EO3 ......... P
BDP39APAHL0 vt vttt te e et e et e e e e e et e e e e
BDP39ARTHOL + vt ettt te e tee et e et e e e e e e e e e e e e e e
)L =3 I o
#DP40fP2B10 ......... PP
#DP41eP4B1l ......... PP
#DP41eP4H1l ......... PP
#DP42eP4G12 ......... PP
HDPA2ERTD05 t v vttt ie s ettt e e et et et et e e e
L8] = B 2 N
E0) = B 2
HDPAAMP2BO05 ottt vttt et e e et e e e e e
H#DPAAMRIADS ottt ittt vttt e e et et e e e e e
BDPASLIRTBOB vt vttt ties teeeeet et et e et et et et e e e
HDPASIRTHOB ot vttt it e ettt ettt et e e et et et e e e e
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Intron 2 (continuagéao):

#AndMaclla
#AndMaclli
#AndMaclé4a
#AndMacl4d
#AndMacléa
#AndMaclé6l
#AndMac25a
#AndMac25f
#AndMac26b
#AndMac28b
#AndMac28r
#AndMac37g
#AndMac370
#AndMac38a
#AndMac38j
#AndMac39a
#AndMac39f
#AndMac40a
#AndMac40v
#AndMac4la
#AndMac4li
#AndMac44a
#AndMac44d
#AndMac46a
#AndMac46g
#AndMac47a
#AndMac47c
#AndMac49a
#AndMac49g
#DP01aP1A01
#DP01aR6B05
#DP02cP1A02
#DPO3bR6F12
#DPO3bR6H12
#DP04aP1A03
#DP04aR6A06
#DP06GR7CO1
#DP081R1A05
#DP081R1B0O5S
#DP0O9mP2A02
#DP0O9ImMR1GOS5
#DP10aP1D04
#DP10aP1H04
#DP11cR7G06
#DP12bP1EQOS
#DP13fP1B06
#DP14eP2B12
#DP14eP2C12
#DP16eP4A03
#DP171P2C03
#DP171R2B0O1
#DP18mP4A04
#DP18mP4G04
#DP19cP4C05

5555555555
0000000001
1234567890
ATTGGAAAGT

5555555555
1111111112
1234567890
TTCAAATACA

5555555555
2222222223
1234567890
AGCAAGTTAA

5555555555
3333333334
1234567890
TTAACGCGGT

5555555555
4444444445
1234567890
GAAGAGCACT

5555555555
5555555556
1234567890
TCACCCTGGC

5555555555
6666666667
1234567890
AACCATTCAA

5555555555
7777777778
1234567890
TCTTAATTAC

5555555555
8888888889
1234567890
GAACCAACCA

555555555
999999999
123456789
CGGGAATAC



HDPLICPAGOS .« o oot e ee e ettt et e e e e e s
BDP20CIA296 « ottt teeis ettt e e e e e e e e s
BDP20CPIEOT « ettt eeeie ettt e et et et e e e G ettt e e
BDP2TARTADT + et ettt eie ettt e et et et e e e e e e e s
BDP2TARTEOT + ettt ieeie ettt et et et ettt e e e e e e e s
BDP22FRTELD « e et tteeie ettt e et et ettt e e e e e e e s
BDP23ERIA0Z .+ ot et tees ettt et et e e e e e e e e s
BDP23ERIBOZ .+ ettt teee ettt ettt e e e e e e s
BDP2AGRIADT + oo et eeeie ettt e et e e e e e e e e s i
BDP2AGRIBOT « e e et eeeie ettt e e et e e e e G et e e
BDP25FRTALL o ettt it et ettt e et e e e e e e e e s
BDP2BMP2E06 « o e et teeis ettt e et e e e e e e e e s
BDP2BMP2G06 « o e e et e eis ettt e et e e e G ettt e e
HDP2TMPABOG .« o e et tee e ettt e e e e e e e e s
HDP2TMPAGOG « o e et et et ettt e e e e e e e e s
HDP2BDPAROT « v e ettt e e e e e e e e e e e s
HDP2BDPAHOT .+ oo et teee ettt e e e e e e e e s
HDP30DRIADSZ .+ oo oot eee ettt ettt e e e e G et e e
HDP3ODRIBO3Z .+ oottt eee ettt et e e e et e s
HDP3LIEPLIHLO o oo e teeee ettt e et e e e e e s
HDP32ERIA0A oottt ee ettt e e e e e e s
HDP32ERID0A oo ettt e ettt e et e e e e s
HDP33GP2R07 + e ettt e et e e e e G et e e
HDP33GP2B07 + oo ettt et e e e e e e s
HDP3AGRIBLO .+ e e teeee ettt e e e e e e e s
BDP3ATRIFLO oot etteeie ettt et e et et e e G et e e e
BDP35IP2R0D .« ottt teee ettt e e et e e e e e e e
BDP35IREBOD « ottt teee ettt et e e e e e e e e s
HDP36GPAHOS .« o e ettt e e ettt e e e e e s
HDP36GRECOA .« o oottt ee ettt e e e e e e s
HDP3TCPACOD oottt e et et e et e e e e e e s
HDP3TCRTEDS + oottt ee e ettt e e e e e et s
HDP39APAHLO .« o oot tees ettt e e e e e e s
HDP3OARTHOA .+ oot tee e ettt e e e e e e e s
HDPAOEP2RL0 .+ oottt ee ettt e e e e e e e s
HDPAOEP2BLO .« v oot e eee ettt e e e e e e e s
HDPATEPABLL oo oot ieie ettt e e e e e e s
HDPATEPAHLL oot tteis ettt e e e e e e s
BDPA2EPAGL o ettt teeie ettt e e e e e e e e s
BDPA2ERTDOS .« ottt teeie ettt e et e e e e e e e e s
BDPABTREALL oottt ieiis ettt e e e e e G et e e
BDPA3TREHLL oottt teiis ettt e e e e e e G et e e
BDPAAMP2BOS « ot ettt et ettt et e e e G et e e
BDPAAMRIADS .+ ottt tees ettt et e et ettt e e e e e e s
BDPASIRTBOB .« ot et eeeie ettt et e e e et e e G et e e
BDPASIRTHOB oottt teeis ettt et e et et e e e e e e e s
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Intron 2 (continuagéao):

#AndMaclla
#AndMaclli
#AndMaclé4a
#AndMacl4d
#AndMacléa
#AndMaclé6l
#AndMac25a
#AndMac25f
#AndMac26b
#AndMac28b
#AndMac28r
#AndMac37g
#AndMac370
#AndMac38a
#AndMac383j
#AndMac39a
#AndMac39f
#AndMac40a
#AndMac40v
#AndMac4la
#AndMac4li
#AndMac44a
#AndMac44d
#AndMac46a
#AndMac46g
#AndMac47a
#AndMac47c
#AndMac49a
#AndMac49g
#DP01aP1A01
#DP01aR6B05
#DP02cP1A02
#DPO3bR6F12
#DPO3bR6H12
#DP04aP1A03
#DP04aR6A06
#DP06GR7CO1
#DP081R1A05
#DP081R1B0O5S
#DP0O9mP2A02
#DP0O9mR1G05
#DP10aP1D04
#DP10aP1HO04
#DP11cR7G06
#DP12bP1E0OS
#DP13fP1B06
#DP14eP2B12
#DP14eP2C12
#DP16eP4A03
#DP171P2C03
#DP171R2B0O1
#DP18mP4A04
#DP18mP4G04
#DP19cP4C05
#DP19cP4G05

6666666666
0000000000
0123456789
CGTAAAGCAT

6666666666
1111111111
0123456789
GTTTAATACT

6666666666
2222222222
0123456789
CATTCTCTTG

6666666666
3333333333
0123456789
TAGCATTATT

6666666666
4444444444
0123456789
CTTTTCCGTA

6666666666
5555555555
0123456789
ATAATTGTTG

6666666666
6666666666
0123456789
CTAACAAACG

6666666666
7777777777
0123456789
AAGACTCCGG

6666666666
8888888888
0123456789
CCTATGGAAA

666666666
999999999
012345678
CGATTGGAA



HDP20CLA296 « oot e ee e e e e e e e e e A e e
BDP20CPIEOT + ettt teeie ettt e et et et e e e e e s
BDP2TARTAOT + ettt eeeee ettt et et ettt e e e e e e s
BDP2TARTEOT + et et teete ettt e et et ettt e e e e e e e e s
BDP22FRTELD + oo et teeie ettt et e e et ettt e e e e e e e s
BDP23ERIA0Z .« ot e e eeiie ettt ettt et e e e e e e B e e e
BDP23ERIBOZ .+ ettt tees ettt ettt e e e e e e e s
BDP2AGRIADT + ettt eeeie ettt e et e e et e e e e e s
BDP2AGRIBOT « ettt eeeie ettt e e et e e e e e e e s
BDP25FRTALL o ettt it et ettt ettt e e e e e e e s
BDP2BMP2E06 « ottt teeie ettt et e e e e e e e e e s
BDP2BMP2G06 « v et e eeete ettt e e e e e e e e e e s
BDP2TMPABOG .« o oo e eeeie ettt e e e e e e e e e e B e e e
HDP2TMPAGOG « o v e e ee et ettt e e e e e e e e s
HDP2BDPAROT + oo ettt e e e e e e e e e e e
HDP2BDPAHOT .+ o e e et eee ettt e e e e e e e e s
HDP30DRIADSZ .+ oot teine ettt e et e e e e e e C e
#DP30DRIBO3 «ovvveinnn e,
$DP31EPIHIO o ovvveenn e,
HDP32ERIA04 .« oveeean e, ...
HDP32ERID0A o oo et eee ettt e et e e e e s
HDP33GP2R0T + e ettt ee e e e e e e e e
HDP33GP2B07 + oo ettt et e e e e e e e
HDP3AGRIBLO .+ e et eeee ettt e e e e e e e s
HDP3ATRIFLO .+ oot teee ettt et e e e et e s
BDP35IP2R0D .« ottt teee ettt e e e e e e e s
BDP35IREBOD « o oo e eeie ettt et et e e e e e e e B e e e
BDP36IPAHOB oottt ettt ettt e e e e e e e e e s
BDP36GRECOA « o oottt e e ettt e e e e e e s
HDP3TCPACOD oottt e e ettt e e e e e e e e A e e
HDP3TCRTEDS + oottt ee e ettt e e e e e et s
HDP39APAHLO .« o oot teee ettt e e e e e e s
HDP39ARTHOA oot tteee ettt et e e e et e e
HDPAOEP2RL0 o e et e ee e ettt e e e e e e e s
HDPAOEP2BLO .+ o oo et ee ettt e e e e e e e e C e
HDPATEPABLL oo oot teie ettt e e e e e s
HDPATEPAHLL oo it ieis ettt e e e e e s
HDPA2EPAGLY « o oottt et et e e s i
BDPA2ERTDO5 « ot Gueee ettt et e et et e e e e e T e
BDPABTROALL o ittt itii ettt et e et e e e e e e C o
BDPABTROHLL oottt ttii ettt et e e e e e e e e s
BDPAAMP2BOS « ottt teeis ettt et e e e e e e e e e e s i
BDPAAMRIADS .+ oo et teeie ettt e ettt ettt e e e e e s
BDPASIRTBOB .« ottt ittt ettt et e et et e e e e e s
BDPASIRTHOB .« e e et teeie ettt et e et ettt e e e e e e e s i
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Intron 2 (continuagéao):

#AndMaclla
#AndMaclli
#AndMaclé4a
#AndMacl4d
#AndMacléa
#AndMaclé6l
#AndMac25a
#AndMac25f
#AndMac26b
#AndMac28b
#AndMac28r
#AndMac37g
#AndMac370
#AndMac38a
#AndMac38j
#AndMac39a
#AndMac39f
#AndMac40a
#AndMac40v
#AndMac4la
#AndMac4li
#AndMac44a
#AndMac44d
#AndMac46a
#AndMac46g
#AndMac47a
#AndMac47c
#AndMac49a
#AndMac49g
#DP01aP1A01
#DP01aR6B05
#DP02cP1A02
#DPO3bR6F12
#DPO3bR6H12
#DP04aP1A03
#DP04aR6A06
#DP06gR7CO1
#DP081R1A05
#DP081R1B0O5S
#DP0O9mP2A02
#DP0O9mMR1GOS
#DP10aP1D04
#DP10aP1H04
#DP11cR7G06
#DP12bP1EQOS
#DP13£fP1B06
#DP14eP2B12
#DP14eP2C12
#DP16eP4A03
#DP171P2C03
#DP171R2B0O1
#DP18mP4A04
#DP18mP4G04
#DP19cP4C05

67777777717
9000000000
9012345678
ACTCATTGCA

7777777777
0111111111
9012345678
ATGTTCTTTT

7777777777
1222222222
9012345678
CCATGTAATG

77777777
23333333
90123456
TCGCTCTG
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#DP19cP4G05
#DP20c14296
#DP20cP1F07
#DP21aR7A07
#DP21aR7F07
#DP22£fR7EL0
#DP23eR1A02
#DP23eR1B02
#DP24gR1A07
#DP24gR1B07
#DP253jR7A11
#DP26mP2F06
#DP26mP2G06
#DP27mP4B06
#DP27mP4G06
#DP28bP4A07
#DP28bP4H07
#DP30bR1A03
#DP30bR1B03
#DP31£fP1H10
#DP32eR1A04
#DP32eR1D04
#DP33gP2A07
#DP33gP2B07
#DP34jR1B10
#DP34jR1F10
#DP351P2A09
#DP351R6B09
#DP36jP4HO08
#DP36jR6C04
#DP37cP4C09
#DP37cR7E03
#DP39aP4H10
#DP39aR7H04
#DP40£fP2A10
#DP40£fP2B10
#DP41eP4B11
#DP41eP4H11
#DP42eP4G12
#DP42eR7D05
#DP43jR6A11
#DP43jR6H11
#DP44mP2B05
#DP44mR1A08
#DP451R7B08
#DP451R7HO8

Anexo I: Alinhamento das seqiiéncias (consensos representando um ou dois
alelos por individuo) do fragmento timeless das populacdes de An. darlingi
analisadas nesse trabalho. Os pontos representam identidade com os nucleotideos
da primeira seqiiéncia e os tracos indicam os gaps encontrados nas regides dos
introns. O codon marcado em vermelho representa a substituicdo ndo-sindnima
encontrada no 2° exon de um dos individuos de An. darlingi coletados em
Portuchuelo. As seqiiéncias que comecam com AndMac representam o0s
individuos de An. darlingi coletados em Macapd e aquelas com DP representam
individuos de An. darlingi coletados em Portuchuelo.
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ANEXO I1I

Exon 1:

#Anmar28h
#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarléa
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#AnmarlOa
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

1 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 99
1 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 89
C ATT TCG ACC TCG AGC AAC GAG GAC GAT ACC CCT CAG CAG AAG CCA GTC CAC CAG AAA CCA CCG TCG AAT CAA AAG CAA CGC TTC AAC GCC GCC AAC AA
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Exon 1 (continuagédo):

#Anmar28h
#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarlda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#Anmarl0c
#AnmarlOa
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c¢c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

111
000
123
CAA

111
000
456
CGC

111
000
789
AAT

111
111
012
CCT

111
111
345
GTT

111
111
678
TCC

111
122
901
GTG

111
222
234
CAG

111
222
567
GAG

111
223
890
AAG

111
333
123
AAG

111
333
456
GAA

111
333
789
CTT

111
444
012
CGG

111 111
444 444
345 678
CGC AAA

111
455
901
AAG

111 111
555 555
234 567
TTG GTG

64

111
556
890
AAA

111
666
123
CGT

111
666
456
GGC

111
666
789
AAG

111
777
012
AGC

111
777
345
AAT

11

67
AT



Intron

#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarlda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#Anmarl0a
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c¢c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

1:

1111111111 1111111111
7788888888 8899999999
8901234567 8901234567
#Anmar28h GTTAGTATAT CCTTATTCTG

1122222222
9900000000
8901234567
TGACTATGCA

2222222222 2222222222
0011111111 1122222222
8901234567 8901234567
GTGGTCGCTC ATCTTCATCT

2222222222
2233333333
8901234567
TACTCTCCCA

2222222222
3344444444
8901234567
TCTTATCACA

2222222222
4455555555
8901234567
ATGCCTTCGC
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222222222
556666666
890123456
GTGTAACAG



Exon 2:

#Anmar28h
#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarlda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#Anmarl0a
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

2 222 222
6 667 777
7 890 123
C ATC AAC

222
777
456
ATG

222
777
789
AAG

222
888
012
GGG

222 222
888 888
345 678
CTG ATG

222
899
901
CAT

222
999
234
CAT

222
999
567
GTT

223
990
890
Cccc

333
000
123
ACT

333
000
456
GAC

333
000
789
GAC

333 333
111 111
012 345
GAC ATC

333
111
678
TCG

333 333
122 222
901 234
CAC ATA
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333 333
222 223
567 890
CTC AAG

333
333
123
GAG

333
333
456
TTC

333
333
789
ACG

333
444
012
GTC

333
444
345
GAC

333
444
678
TTT

333
455
901
CTG

333
555
234
CTT

333
555
567
AAA

333
556
890
GGC

333
666
123
TAC

33

45
GG



Exon 2 (continuagédo):

#Anmar28h
#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarlda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#AnmarlOa
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

3
6
6
A

333
666
789
TAT

333
777
012
CTA

333
777
345
GTG

333
777
678
CAG

333
788
901
GAA

333
888
234
CTG

333 333
888 889
567 890
CAC ACA

333
999
123
CAG

333
999
456
CTG

333
999
789
TTA

444
000
012
TCG

444
000
345
GAT

444
000
678
CTG

67



Intron 2:

4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 455555555
0111111111 1222222222 2333333333 3444444444 4555555555 5666666666 6777777777 7888888888 8999999999 900000000
9012345678 9012345678 9012345678 9012345678 9012345678 9012345678 9012345678 9012345678 9012345678 901234567
#Anmar28h GTAAGTACAC TGGGCGGAAG CGGCAGCTAC TAATTGCGGA ACTTTTCCGT ATCGCATTTC ACGATTCACT CTACCGGAAT CATTCAACAC ACTCCATCC
E2N 0811 a2

FANMAT 27T ottt ettt ettt ettt et e e e e e e e e
E228 08 (1T a2
28 o 1 Tt I8 e G vieieen
F728 08 (1T it Ge viiein
28 o 1 Tt e Y
E728 08 (1T it
HANMArl4g . ovevviiin tee e e e e ettt et et teete eeeeeiette teeaeeeete teeaeeaeee taeaaaaeee eaeeaeae e e
#AnNmarlda ........00 i T e e e e e e e e e
E728 08 (1T it G 3 o
E228 08 (1T it
228 08 11T ot Ge viiiin
#FANMATLIID ..ttt i s T e i e i e et e e e G viiiin
L2728 08 11T ol G viiin
728 08 (1T ot Ge viiiiin
E228 08 (1T a5
F728 08 (1T a5 o G.

F728 08 (1T ol o G.

F728 08 (1T a0 G.

F728 08 (1T ol G.

F728 08 (1T ol X G.

E728 08 (1Tl
#ANMar0S5a ......iiit ciii .. T e e e e e e e e e e
FANMAT04L o oottt e e e e e e e e e Ge viiiiin
FANMAT 04D oottt e et e e e e e e Ge viiiiin
28 o 1l 0 e Y
E228 08 (1T ol
F28 81T a0 G. ... T.
E28 0811 a0
F 28 81T a0 o G viiiin
L2728 08 11T a0 G viiiin

68



Intron 2 (continuagéao):

5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 556666666

0011111111 1122222222 2233333333 3344444444 4455555555 5566666666 6677777777 7788888888 8899999999 990000000

8901234567 8901234567 8901234567 8901234567 8901234567 8901234567 8901234567 8901234567 8901234567 890123456
#Anmar28h ACT---—--— GG ACGGGTTGAA GTGAAATACC AGCAAGTTAA TGATGCGGGG TTAAGAGCAT TTCACCGTGG CAACCATTAA ATCTTAATTA CGAACCAAC
#Anmar28a ...-———- e e et et e b aeeae e aeaaaae e eeeaaae e teaaeeae e e
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarlda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#Anmarl0a
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b .
#Anmar03g ...-———-— e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e
#Anmar03a ...-———-— e e e e e e e e e e e e e
LN o811 a0 N
#Anmar02a ...-———- e e et et e et et e e e e eaaae e e e
#Anmar0lh
#AnmarOlc
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Intron 2 (continuagéao):

6666666666
0001111111
7890123456

#Anmar28h CACTCAAATT

#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarléeg
#Anmarléa
#Anmarldg
#Anmarlda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#Anmarl0a
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar041i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

6666666666
1112222222
7890123456
CTGCAAAGCA

6666666666
2223333333
7890123456
TGTTTAGTAT

6666666666
3334444444
7890123456
TTGTGCTCTT

6666666666
4445555555
7890123456
GCAGTATTTC

6666666666
5556666666
7890123456
TCTTTTCTGT

6666666666
66677777717
7890123456
AATAATTGCT
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6666666666
7778888888
7890123456
GCTGACGAAC

6666666666
8889999999
7890123456
AAGCTTCCTA

666777777
999000000
789012345
GGATCGGAG



Intron 2 (continuagéao):

7777777777 7777777777 7777777777

0000111111 1111222222 2222333333

6789012345 6789012345 6789012345
#Anmar28h ACTCATTGCA --——-—— GT-- —-GTTCTATTT
#Anmar28a
#Anmar27g
#Anmar27a
#Anmarl8g
#Anmarl8a
#Anmarl6g
#Anmarlé6a
#Anmarldg
#Anmarléda
#Anmarl3b
#Anmarl3a
#Anmarllj
#Anmarllb
#AnmarlOc
#AnmarlOa
#Anmar09c
#Anmar09b
#Anmar07b
#Anmar07a
#Anmar06¢c
#Anmar06a
#Anmar05c
#Anmar05a
#Anmar04i
#Anmar04b
#Anmar03g
#Anmar03a
#Anmar02f
#Anmar02a
#Anmar0lh
#AnmarOlc

Anexo II: Alinhamento das seqiiéncias (consensos representando um
ou dois alelos por individuo) do fragmento de timeless da populagdo
de An. marajoara analisada nesse trabalho. Os pontos representam
identidade com os nucleotideos da primeira seqiiéncia e os tragos

7777777777
3333444444
6789012345
TATGTATCGT

7777777
4444555
6789012
CACTATG

indicam os gaps encontrados nas regides dos introns.
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ANEXO III

Exon 1:

1 111 111 111 222 222 222 233 333 333 334 444 444 444 555 555 555 566 666 666 667 777 777 777 888 888 888 899 999 999 99
1 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 89
Analb C ATT TCG ACC TCG AGC AAC GAG GAC GAC ACC CCC CAG CAG AAG CCA GTC CAC CAG AAA CCA CCG TCG AAT CAA AAG CAA CGC TTC AAC GCC GCC AAC AA
Anmar28h S
Anmar28a
Anmar27g
Anmar27a
Anmarl8g
Anmarl8a
Anmarlég
Anmarl6a
Anmarlég
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06¢c
Anmar06a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
Anmar0lh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43JjR6H11
DP43jR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09

)

R R R R R R R R R R R R R R R e e

HHHHAAAA

HHAAAAAH-.

RN R e I I I e e I e R I e R R s s e I e I e R B R R L e R L e R e R I e I I I |
— .

SRR SRS SR R PSR
R IR R R R R
R R R R R R RN O
PR ORRORRONDODD 0D O -
R R I R R R R R

=
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DP351P2A09
DP34jR1F10
DP34jR1B10
DP33gP2B07
DP33gP2A07
DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03
DP30bR1A03
DP28bP4H07
DP28bP4A07
DP27mP4G06
DP27mP4B06
DP26mP2G06
DP26mP2F06
DP25jR7A11
DP24gR1B07
DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22fR7E10
DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20cl4296
DP20cP1F07
DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2B01
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06
DP12bP1E0OS5
DP11cR7G06
DP10aP1H04
DP10aP1D04
DP09mR1G05
DP09mP2A02
DP081R1B05S
DP081R1A05
DP06gR7C01
DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12
DPO3bR6F12
DP02cP1A02
DP01aR6B05
DP01aP1A01
AndMac49g

AndMac49a

AndMacé47c

AndMacé47a

AndMac46g

AndMac46a

AndMac44d

AndMac44a

R e I I e R e R R i e I s T B I R B L R e e R R B R R R R I R I I R I N I I I I I I S = == W= I

R R R T o L R R

R e I I el e e Rl e e s I B R R L R R R R R R R R R R R R R R N N N N N R

[PEEaNaNsNaNaNaRoNsNNNANINESNsNaNsNANARANINESEsNNsNNaNaNoNANINININI NS NN N NN NN NANININANA NN NN NANANNNINI NN NN NN
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R R R T R R R R R T

HHHAHHAHAE A AA

HHAAAHA

L I I B e B e T e B B

H

HHAHAHAAA3HaAaAA4A-

HHHHHa A



AndMac4li
AndMac4la
AndMac40v
AndMac40a
AndMac39f
AndMac39a
AndMac38j
AndMac38a
AndMac370
AndMac37g
AndMac28r
AndMac28b
AndMac26b
AndMac25f
AndMac25a
AndMaclé6l
AndMaclé6a
AndMacl4d
AndMaclé4a
AndMaclli
AndMaclla

HHHHHHEHAHAAHAdHAd AP a4

T

HHHHHHEAAHAAHAdHAddAad a4

RN NoNoNsNANINNNINANANARANANANNNNNI NN
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Exon 1 (continuagédo):

1111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
0 000 000 000 111 111 111 122 222 222 223 333 333 333 444 444 444 455 555 555 556 666 666 666 777 777
0 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345 678 901 234 567 890 123 456 789 012 345
Analb G CAA CGT AAT CCT GTT TCC GTG CAG GAG AAG AAG GAA CTT CGG CGC AAA AAG TTG GTG AAA CGT GGC AAG AGC AAT
Anmar28h ..C
Anmar28a ..C
Anmar27g ..C
Anmar27a ..C
Anmarl8g ..C
Anmarl8a ..C
Anmarl6g ..C
Anmarléa ..C
Anmarlédg ..C
Anmarléa ..C
Anmarl3b ..C
Anmarl3a ..C
Anmarllj ..C
Anmarllb ..C
AnmarlOc ..C
AnmarlOa ..C
Anmar09c ..C
Anmar09b ..C
Anmar07b ..C
Anmar07a ..C
Anmar06¢c ..C
Anmar06a ..C
Anmar05c ..C
Anmar05a ..C
Anmar04i ..C
Anmar04b ..C
Anmar03g ..C
Anmar03a ..C
Anmar02f ..C
Anmar02a ..C
AnmarOlh ..C
AnmarOlc .C .. .. e
DP451R7HO08 ..A ..G C.. ..A ..G
DP451R7B08 ..A ..G C.. ..A ..G
DP44mR1A08 ..A ..G C.. ..A ..G
DP44mP2B05 ..A ..G C.. ..A ..G
DP43JjR6H11 ..A ..G C.. ..A ..G
DP43JjR6A11 LCA L ..G C.. ..A ..G
DP42eR7D05 ..A ..A ..G C.. ..A ..G
DP42eP4G12 LA ..G C.. ..A ..G
DP41eP4H11 ..A ..G C.. ..A ..G
DP41eP4B11 ..A ..G C.. ..A ..G
DP40fP2B10 ..A ..G C.. ..A ..G
DP40fP2A10 ..A ..G C.. ..A ..G
DP39aR7H04 LCA L ..G C.. ..A ..G
DP39aP4H10 ..A ..A ..G C.. ..A ..G
DP37cR7EQ03 ..A ..G C.. ..A ..G
DP37cP4C09 ..A ..G C.. ..A ..G
DP36JjR6C04 ..A ..G C.. ..A ..G
DP36jP4H08 ..A ..G C.. ..A ..G
DP351R6B09 ..A ..G C.. ..A ..G
DP351P2A09 LA ..G C.. ..A ..G
DP34jR1F10 LA .G C.. ..A ..G

g
9,1



DP34jR1B10
DP33gP2B07
DP33gP2A07
DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03
DP30bR1A03
DP28bP4H07
DP28bP4A07
DP27mP4G06
DP27mP4B06
DP26mP2G06
DP26mP2F06
DP25jR7A11
DP24gR1B07
DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22fR7E10
DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20cl4296
DP20cP1F07
DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2B01
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06
DP12bP1E0OS5
DP11cR7G06
DP10aP1H04
DP10aP1D04
DP09mR1G05
DP09mP2A02
DP081R1B05S
DP081R1A05
DP06gR7C01
DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12
DPO3bR6F12
DP02cP1A02
DP01aR6B05
DP01aP1A01
AndMac49g

AndMac49a

AndMacé47c

AndMacé47a

AndMac46g

AndMacé6a

AndMac44d

AndMac44a

AndMac4li

AndMac4la

R T T T T T R I i T T R R I I

o

(PR NN NsEaNaNaRoNsNNNANNNSNsNaNsNANARANIESEsNsNsNNaNaNoNANININNNI NS NN NN NN RANANININANA NN NN NANANNNNINI N NN NN RO N

o000 a0a00000000000000000000000000000000000000000

~J
(@)}

R T T R R I R i T o o TR T i

(PR EaNaNsEaNaNaNoNsNNNANNNESNsNaNsNANARANINESEsNsNsNNaNaNoNANININNNI NS NNsN NN N RANANININANA NN NN NANANNNINI NN NN AN



AndMac40v
AndMac40a
AndMac39f
AndMac39a
AndMac38j
AndMac38a
AndMac370
AndMac37g
AndMac28r
AndMac28b
AndMac26b
AndMac25f
AndMac25a
AndMaclé6l
AndMaclé6a
AndMacl4d
AndMaclé4a
AndMaclli
AndMaclla

B de el e B e e e B e e e e e e B

Q0000000000000 0aa .

[cNoNoNO NN NONONO NN NONONONONONONONS]

77

B de el e B e e e B e e e e e e B

Q0000000000000 aa .



Intron 1:

Analb
Anmar28h
Anmar28a
Anmar27g
Anmar27a
Anmarl8g
Anmarl8a
Anmarlég
Anmarlé6a
Anmarlég
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06¢c
Anmar06a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
AnmarOlh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43JjR6H11
DP43jR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09
DP351P2A09
DP34jR1F10

1111111111
7788888888
8901234567
GTTAGTATAT

1111111111
8899999999
8901234567
CCTTATTCTG

1122222222
9900000000
8901234567
TGACTATGCC

e I S
PONDORRORRORRONNADD 0D

2222222222 2222222222
0011111111 1122222222
8901234567 8901234567
GTGGCCGCTC ATCTTCATCT

T R R R I R  E =R R REReRe

2222222222
2233333333
8901234567
TACTCTCCCA

2222222222 2222222222
3344444444 4455555555
8901234567 8901234567
TCTTTTCATA ATGCCTTCGC

Saddddad Sl

T R

.CA...C. C..TT...A.
.CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. T..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. T..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
.CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. C..TT...A.
..CA...C. T..TT...A.
.CA...C. C..TT...A.
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222222222
556666666
890123456
GTGTAACAG




DP34jR1B10
DP33gP2B07
DP33gP2A07
DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03
DP30bR1A03
DP28bP4H07
DP28bP4A07
DP27mP4G06
DP27mP4B06
DP26mP2G06
DP26mP2F06
DP25jR7A11
DP24gR1B07
DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22fR7E10
DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20cl4296
DP20cP1F07
DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2B01
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06
DP12bP1E0OS5
DP11cR7G06
DP10aP1H04
DP10aP1D04
DP09mR1G05
DP09mP2A02
DP081R1B05S
DP081R1A05
DP06gR7C01
DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12
DPO3bR6F12
DP02cP1A02
DP01aR6B05
DP01aP1A01
AndMac49g

AndMac49a

AndMacé47c

AndMacé47a

AndMac46g

AndMacé6a

AndMac44d

AndMac44a

AndMac4li

AndMac4la

T R e N I A S A

R R R R o R RoRoRoRo R o RoRoRo e e RoRaRo ke Ko RoRoRaRo e RoRoRo e R Re RoRoRaRo o RoRo o Re R Ro Koo e e RoRa o Re Ko RoRa o Re Ra o)

T T T S I A S A

..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...
..CA...

.CA...
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o000 a0a000000000000000000000000000000000000000000

oo 0000c0o0oHaH 000000000000 OO OO0 000000HHOO00000000

CTT. .
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
CTT. .
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
LTT. ..
CTT. ..
CTT. .
CTT. ..
CTT. ..
LTT. .
CTT. ..
LTT. .
LTT. ..
LTT. ..
LTT. .
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AndMac40v

AndMac40a

AndMac39f

AndMac39a

AndMac38j

AndMac38a

AndMac370

AndMac37g

AndMac28r

AndMac28b
AndMac26b
AndMac25f

<
(3}

< <
[SHS)

.CA..
.CA..

AndMac25a

AndMaclé6l

AndMaclé6a

AndMacl4d
AndMaclé4a

AndMaclli

AndMaclla
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Exon 2:

Analb
Anmar28h
Anmar28a
Anmar27g
Anmar27a
Anmarl8g
Anmarl8a
Anmarlég
Anmarlé6a
Anmarlég
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06¢c
Anmar06a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
AnmarOlh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43JjR6H11
DP43jR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09
DP351P2A09
DP34jR1F10

L B i i O

222 222
667 777
890 123
ATC AAC

222
7717
456
ATG

222
777
789
AAG

222
888
012
GGG

HHHHHHHAHAEH A g a3 4.

222
888
345
CTG

HHHHHHHAHAEH A a4 .
it = O il i i i i

222
888
678
ATG

222
899
901
CAT

222
999
234
CAT

222
999
567
GTT

R R A R

223 333
990 000
890 123
CCC ACT

Q0000000000000 0a0 -

RN NS NN NONONONONONOINONONONONONONO N NO N

333
000
456
GAC

333
000
789
GAC

333
111
012
GAC

333
111
345
ATC

333
111
678
TCG

333 333
122 222
901 234
CAC ATA
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333 333
222 223
567 890
CTC AAG

333
333
123
GAG

333
333
456
TTC

333
333
789
ACG

333
444
012
GTC

333
444
345
GAC

333
444
678
TTT

333
455
901
CTG

333
555
234
CTT

333
555
567

333
556
890
GGC

333
666
123
TAC

33

45
GG



DP34jR1B10
DP33gP2B07
DP33gP2A07
DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03
DP30bR1A03
DP28bP4H07
DP28bP4A07
DP27mP4G06
DP27mP4B06
DP26mP2G06
DP26mP2F06
DP25jR7A11
DP24gR1B07
DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22fR7E10
DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20cl4296
DP20cP1F07
DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2B01
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06
DP12bP1E0OS5
DP11cR7G06
DP10aP1H04
DP10aP1D04
DP09mR1G05
DP09mP2A02
DP081R1B05S
DP081R1A05
DP06gR7C01
DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12
DPO3bR6F12
DP02cP1A02
DP01aR6B05
DP01aP1A01
AndMac49g

AndMac49a

AndMacé47c

AndMacé47a

AndMac46g

AndMacé6a

AndMac44d

AndMac44a

AndMac4li

AndMac4la
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AndMac40v
AndMac40a
AndMac39f
AndMac39a
AndMac38j
AndMac38a
AndMac370
AndMac37g
AndMac28r
AndMac28b
AndMac26b
AndMac25f
AndMac25a
AndMaclé6l
AndMaclé6a
AndMacl4d
AndMaclé4a
AndMaclli
AndMaclla

i O e i S

HHHHARAHAAEAHEAHAE A3
HHHHHHEHEHAAHAdHadaa3
i i il i i S e

R

Q0000000000000 0aa .

O RO NN NN NONONONONONOINONONONONONONS]
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Exon 2

Analb
Anmar28h
Anmar28a
Anmar27g
Anmar27a
Anmarl8g
Anmarl8a
Anmarl6g
Anmarléa
Anmarlég
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06c¢c
Anmar06a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
AnmarOlh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43JjR6H11
DP43JjR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09
DP351P2A09
DP34jR1F10

(continuagdo) :

333
666
789
TAT

333
777
012
CTA

333
7717
345
GTG

333
7717
678
CAG

333
788
901
GAA

OO0 0000G 0 -

333
888
234
TTG

onoNoNoNoNONON NN NN N NONNONINONINON NN NN NI NN NN NN NN NN NN NN NI NI NI NONOINONONONONONONONS]

333 333
888 889
567 890
CAC ACA

333
999
123
CAG

333
999
456
CTG

PN

333
999
789
TTA

444
000
012
TCG

444
000
345
GAT

oNoNoNoNoNONONONO NN NN N NONONONONONO eI

444
000
678
CTG
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DP34jR1B10
DP33gP2B07
DP33gP2A07
DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03
DP30bR1A03
DP28bP4H07
DP28bP4A07
DP27mP4G06
DP27mP4B06
DP26mP2G06
DP26mP2F06
DP25jR7A11
DP24gR1B07
DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22fR7E10
DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20cl4296
DP20cP1F07
DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2B01
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06
DP12bP1E0OS5
DP11cR7G06
DP10aP1H04
DP10aP1D04
DP09mR1G05
DP09mP2A02
DP081R1B05
DP081R1A05
DP06gR7C01
DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12
DPO3bR6F12
DP02cP1A02
DP01aR6B05
DP01aP1A01
AndMac49g

AndMac49a

AndMacé47c

AndMacé47a

AndMac46g

AndMacé46a

AndMac44d

AndMac44a

AndMac4li

AndMac4la
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AndMac40v
AndMac40a
AndMac39f
AndMac39a
AndMac38j
AndMac38a
AndMac370
AndMac37g
AndMac28r
AndMac28b
AndMac26b
AndMac25f
AndMac25a
AndMaclé6l
AndMacléa
AndMacl4d
AndMaclé4a
AndMaclli
AndMaclla

Q0000000000000 aa .
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Intron 2:

Analb
Anmar28h
Anmar28a
Anmar27g
Anmar27a
Anmarl8g
Anmarl8a
Anmarlég
Anmarlé6a
Anmarlég
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06¢c
Anmar06a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
AnmarOlh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43JjR6H11
DP43jR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09
DP351P2A09
DP34jR1F10

4444444444
0111111111
9012345678
GTAAGTACAC

4444444444
1222222222
9012345678
TGTGTGAAAG
C.G...

OO0 0a00a00a00000000000000000000000000a0n
[N NoNsEaNRANINSEsEaNaRANANANINANsNINNNNESNsNsNaNANNNANoNANsNINNANaNANANANANININNNI NN NS NN NNNANONN]

R R B R R RN R R N R R o ol R R R R R R R R R o R ol o R ol o R o )

4444444444
2333333333
9012345678
CGGTAGCTAC

4444444444 4444444444 4444444444 4444444444
3444444444 4555555555 5666666666 6777777777
9012345678 9012345678 9012345678 9012345678
TAATTGCGGA ACTTTTCCGT ATCGCATTTC ACGATTCACT

....... G. .T.T...GT
....... G. .T.T...GT
....... G.. .T.T...GT
....... G. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G. .T.T...GT.
....... G.. .T.T...GT.
....... G. .T.T...GT
....... G. .T.T...GT
....... G.. .T.T...GT
....... G. .T.T...GT

4444444444
7888888888
9012345678
CTACCGGAAT

4444444444
8999999999
9012345678
CATGCAACGC
T WAL

T WAL

T WAL
.T....A.
LTooaol
LTooaol
oTol LAl
.Tol LAl
N
..T. L WAL
.Tol LAl
.T....A.
Tl
Tl

o

o
.T. WAL
Tl
Tl
Tl
Tl
Tl

T WAL
.T....A.
LTooaol
LTooaol
T....A.
.T.o. L AL
LTooool
.T.o. L AL

O
LT
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
TCA....T..
LT..

LT..

LT

LT..

455555555
900000000
901234567
ACTCCATCC




TCA. ..

.GT.

C
C
C
C
C
C
C

Gl

DP349R1B10
DP33gP2B07

TCA. ..

.GT.
.GT.
.GT.

Gl

TCA. ..

DP33gP2A07

TCA. ..

DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03

TCA. ..

TCA. ..

.GT.
.GT.

TCA. ..

TCA. ..

DP30bR1A0O3

TCA. ..

DP28bP4HO7

TCA. ..

DP28bP4A07

TCA. ..

DP27mP4G06
DP27mP4B06

TCA..

TCA..

o)

DP26mP2G06

Y}

DP26mP2F06

DP259R7AL1
DP24gR1B07

DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22£fR7EL0

DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20c14296

Goa...

Gl

DP20cP1F07

.GT.

C
C
C
C
C
C
C
C

Goa...

DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2BO1
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06

TCA. ..

.GT.
.GT.
.GT.
.GT.

Goa...

TCA. ..

TCA. ..

Goa...

.GT.

.GT.

G

.CG..

G

G

DP12bP1EOS5

DP11cR7G06
DP10aP1HO4

.G..

.G..

DP10aP1D04

TCA..

.G..

DPO9MR1GO5
DPO9mMP2A02
DPO81R1BO5
DPO81R1A05
DP06GR7CO1

TCA..

TCA..

TCA..

TCA..

TCA..

DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12

TCA..

TCA. ..

TCA. ..

DPO3bR6F12

TCA. ..

DP02cP1A02
DP01aR6B05
DP01aP1A01
AndMac49g
AndMac49a

TCA. ..

TCA. ..

.GT.
.GT.

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

Go....

TCA. ..

R CHU

TCA. ..

.GT.

TCA. ..

.GT.

G

AndMacé47c

TCA. ..

.GT.

G

AndMacé47a

TCA. ..

.GT.

AndMac46g
AndMacé6a

TCA. ..

.GT.

Gl

TCA. ..

.GT.
.GT.
.GT.
.GT.

N

AndMac44d
AndMac44a

TCA. ..

Goal.n

TCA. ..

N

AndMac4li

TCA. ..

N

AndMac4la
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TCA. ..

.GT.

C
C
C
C
C

Goa...

AndMac40v

TCA. ..

.GT.
.GT.

Gl

AndMac40a

TCA. ..

Goalln

AndMac39f

TCA. ..

Goal.n

AndMac39a

TCA. ..

Goal.n

AndMac38j

TCA. ..

AndMac38a

TCA. ..

o)

AndMac370

<
O
&

o)

AndMac37g

TCA. ..

AndMac28r

TCA. ..

.G..

AndMac28b
AndMac26b
AndMac25f

N

TCA. ..

TCA. ..

Gl

TCA. ..

Goalln

AndMac25a

TCA. ..

Goa...

AndMaclé6l

TCA. ..

AndMaclé6a

TCA. ..

A
O
>

TCA. ..

TCA. ..

Goa...

AndMacl4d
AndMaclé4a

.G..

AndMaclli

Y}

AndMaclla
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Intron 2 (continuagdo):

Analb
Anmar28h
Anmar28a
Anmar27g
Anmar27a
Anmarl8g
Anmarl8a
Anmarl6g
Anmarléa
Anmarlédg
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06¢c
Anmar06a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
Anmar0Olh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43jR6H11
DP43jR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09
DP351P2A09

5555555555
0011111111
8901234567

5555555555
1122222222
8901234567
ATGGGTTGAA

5555555555 5555555555 5555555555
2233333333 3344444444 4455555555
8901234567 8901234567 8901234567
GTGAAATACC AGCAAGTTAA TGATGCGGGG

5555555555
5566666666
8901234567
TTAGGAGCAT

5555555555
6677777777
8901234567
TTCACCGTGG

I
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NN NONONONOINONOINONOINONONONONONONONP]

AL
AL
AL
AL
AL
Al
Al
Al
Al
Al
SLWALLL L
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C
.G.A..... C

cNoNoNoNONONONONONONG]

5555555555
7788888888
8901234567
CAATCATTAA

NN EO NN NONONe!

Q

Q

cNoNoNoNONONONONONONG]

NN ONONONONONOINONOINONOINONONONONONONONG]

5555555555
8899999999
8901234567
ATCTTAATTA

556666666
990000000
890123456
CGACCCAAC
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dadaddaddadadadadadadadadadaddadd da dadda da da dadadaddddddddddadadddddddddddd-d

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
.G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
.C..
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

T.-A
A
A
A
A
A
.T.-A..
.T.-A..
A
A
A
A
A
T.-A
T.-A
.T.-A..
T.-A
T.-A
.T.-A..
T.-A
T.-A
.T.-A..
T.-A
.T.-A..
T.-A
A
A
.T.-A..
T.-A
A
T.-A
T.-A
.T.-A..
T.-A
T.-A
.T.-A..
T.-A
T.-A
A
A
A
A
A
A
.T.-A..
A
A
A
A
A
T.-A
T.-A
.T.-A..
T.-A
.T.-A..
T.-A
A
.T.-A..
A
A

T S o S S
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G
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G
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A..C
A..C
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A..C
A..C
A..C
A..C
A..C..

.—A..C..
A..C
A..C

-A..C

-A..C
A..C

-A..C

-A..C
A..C

-A..C

T
T
T
T
T
T
T
T
T
.T.
T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

-AA
—AA
—AA
—AA
—AA
—AA
.—AAL ..
—AA
—AA
—AA
—AA
—AA
—AA
-AA

T
T
T
T
T
T
T
T
T
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T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

> OCH T OOy QQHW O ©T C-A T
— O O O0YO)Y 0 I~ 00WWLWNWWWS < A
FTLELTONONONONONONNNNN A A A A A
000000V OOOOOOOUOOOO OO
LRI AT T N T L L L L L L L L B
PRI T T I T T R T )
T T T TTTTTTTTTTTTTTTTO
f T I S = T T o o S S e I~ o =
dadadddddddadddddddd

92



Intron 2 (continuagdo):

6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 666777777
0001111111 1112222222 2223333333 3334444444 4445555555 5556666666 6667777777 7778888888 8889999999 999000000
7890123456 7890123456 7890123456 7890123456 7890123456 7890123456 7890123456 7890123456 7890123456 789012345

Analb CACTCAAATT CCGCAAAGCA TATTTAATAT TTGTGCTICTT GCAGCATTTC ACTTTTCTGT AATAATTGCT GCTGACGAAC AAGTTCCCTT GCCTATGGA
Anmar28h . Gl Gl B
Anmar28a .G. G e - - .=
Anmar27g Gae i hGens i - - .-
Anmar27a Gel s G e - - .=
Anmarl8g Gai i hGens i - - - .-
Anmarl8a Gl G ——— - - .=
Anmarl6g Gei i lGane i - - - .-
Anmarléa Gol G e ——— - - .=
Anmarlédg 1R - - - .-
Anmarléa .G....G.. - - .=
Anmarl3b .G....G.. - - .=
Anmarl3a .G....G.. - - .=
Anmarllj .G....G.. - - - .-
Anmarllb .G....G.. ——— - - .=
AnmarlOc .G....G.. ——— - - .=
AnmarlOa .G....G.. ——— - - .=
Anmar09c .G....G.. ——— - - .=
Anmar09b .G....G.. ——— - - .=
Anmar07b Gl G ——— - - .=
Anmar07a  .......... T Gl G T.oo... Tttt ettt et ——— - - .=
Anmar06c  .......... T Gl G T.oo... Tttt ettt et ——— - - .=
Anmar0O6a  .......... T Gol o G e Too... Tt ittt ettt ch e ——— - - .=
Anmar05c  .......... T Gl s Gl T.oo... Tttt ettt et ——— - - .=
Anmar05a  .......... T Gol G e Too... Tt ittt ettt ch e ——— - - .=
Anmar04i  .......... T Gl G T.oo... Tttt et et - - .=
Anmar04b  .......... Tl € € Tt it i it ie e et - .=
Anmar03g  .......... Toeoao 13 Too... Tt et e i e e - - .=
Anmar03a  .......... T, Gl Geil i T..... Tt it i it e s et - - .=
Anmar02f  .......... T Gl Gl e T..... Tt it i it e e et - - .=
Anmar02a  .......... T Gl Gl e T..... Tt it i i e et - - .=
Anmar0Olh  .......... Tl € € Tt it i it e e et - - .=
AnmarOlc  .......... Tl G. .G....G... Tt it i i et e - .=
DP451R7H08 ...GGG...A .G.. ..C T..o.... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP451R7B08 ...GGG...A .G.. ..C T..o.... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP44mR1A08 ...GGG...A .G.. ..C T..o.... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP44mP2B05 ...GGG...A .G.. ..C T..o.... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP43jR6H11 ...GGG...A .G.. ..C T..o.o... C. ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP43jR6A11 ...GGG...A .G.. ..C Tooo... C. ..T. LLALLALL G.AGA.T.
DP42eR7D05 ...GGG...A .G.. ..C Tooo... C. ..T. LLALLALL G.AGA.T.
DP42eP4G1l2 ...GGG...A .G.. ..C T..o.... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP41eP4H11 ...GGG...A .G.. ..C T..o.o... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP41eP4B11 ...GGG...A .G.. ..C T..o.... C ..T. ..A..A... G.AGA.T.
DP40fP2B10 ...GGG...A .G.. .C T..o.... C. .T. ..A..A... G.AGA.T.
DP40fP2A10 ...GGG...A . C T.oo... Cov i T ..A..A... G.AGA.T.
DP39aR7H04 ...GGG...A T...... Gl C T..o.o... Cov i T ..A..A... G.AGA.T.
DP39aP4H10 ...GGG...A T...... Gl C T.oo... Cov i T ..A..A... G.AGA.T.
DP37cR7E03 ...GGG...A T...... Gl C T..o.... Cov i T ..A..A... G.AGA.T.
DP37cP4C09 ...GGG...A T...... Gl C T..o.... Cov i T ..AL.A.. AGA.T.
DP36JjR6C04 ...GGG...A T...... Gl C T..o.o... Cov i T ..A..A... G.AGA.T.
DP36jP4H08 ...GGG...A Tooo.o.. Gl Cc Toono... Cov iiiin. T .LALLALL AGA.T.
DP351R6B09 ...GGG...A Tooo.o.. Gl C Toooo.. Cov iivn. T JALLALL AGA.T.
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Intron 2 (continuagéao):
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Anmar27g
Anmar27a
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Anmarléa
Anmarlég
Anmarléa
Anmarl3b
Anmarl3a
Anmarllj
Anmarllb
AnmarlOc
AnmarlOa
Anmar09c
Anmar09b
Anmar07b
Anmar07a
Anmar06c¢c
Anmar0O6a
Anmar05c
Anmar05a
Anmar04i
Anmar04b
Anmar03g
Anmar03a
Anmar02f
Anmar02a
AnmarOlh
AnmarOlc
DP451R7H08
DP451R7B08
DP44mR1A08
DP44mP2B05
DP43JjR6H11
DP43JjR6A11
DP42eR7D05
DP42eP4G12
DP41leP4H11
DP41eP4B11
DP40fP2B10
DP40fP2A10
DP39aR7H04
DP39aP4H10
DP37cR7E03
DP37cP4C09
DP36JjR6C04
DP36JjP4H08
DP351R6B09
DP351P2A09

7777777777
0000111111
6789012345
AGCCATCGGA

O L R
P RoNoNoNoNoN NN RN NoNa NN RN NN Nol

HHHHEHHHAHAEAHA A aAd 3

7777777777 7777777777 7777777777
1111222222 2222333333 3333444444
6789012345 6789012345 6789012345

.TTTTATG.

G.

R G.
.TTTTATG.
.TTTTATG.

7777777777
4444555555
6789012345
TCTATGTATC

777777777
555566666
678901234
GTCACTATG

[aNoNoNoNoNsNoNoNoNoNoNoNoNa NN N NN
cNoNoNoNoNONO NN NN NN NONONONONONONE]

96



DP34jR1F10
DP34jR1B10
DP33gP2B07
DP33gP2A07
DP32eR1D04
DP32eR1A04
DP31fP1H10
DP30bR1B03
DP30bR1A03
DP28bP4H07
DP28bP4A07
DP27mP4G06
DP27mP4B06
DP26mP2G06
DP26mP2F06
DP25jR7A11
DP24gR1B07
DP24gR1A07
DP23eR1B02
DP23eR1A02
DP22fR7E10
DP21aR7F07
DP21aR7A07
DP20cl4296
DP20cP1F07
DP19cP4G05
DP19cP4C05
DP18mP4G04
DP18mP4A04
DP171R2B01
DP171P2C03
DP16eP4A03
DP14eP2C12
DP14eP2B12
DP13fP1B06
DP12bP1E0OS5
DP11cR7G06
DP10aP1H04
DP10aP1D04
DP09mR1G05
DP09mP2A02
DP081R1B05
DP081R1A05
DP06gR7C01
DP04aR6A06
DP04aP1A03
DPO3bR6H12
DPO3bR6F12
DP02cP1A02
DP01aR6B05
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AndMac4la .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMac40v  .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac40a .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac39f L.A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac39a .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac38j AGL.T o0 Al C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac38a .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac370 .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac37g .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac28r .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac28b .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac26b .A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac25f A.G..T... A........ C .- - .. - .Cooo.. AT ..G..C
AndMac25a .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMacl6l .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMacl6éa .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMacl4d .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMacl4a .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMaclli .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C
AndMaclla .A.G..T... A........ C === - = - Cooan. AT ...G..C

Anexo III: Alinhamento de todas as seqiiéncias (consensos representando um ou dois alelos por individuo)
do fragmento timeless analisadas nas popula¢des estudadas nesse trabalho. Os pontos representam identidade
com os nucleotideos da primeira seqiiéncia e os tragos indicam os gaps encontrados nas regides dos introns.
O codon marcado em vermelho representa a substitui¢do ndo-sindnima encontrada no 2° exon de um dos
individuos de An. darlingi coletados em Portuchuelo. As seqiiéncias que comecam com AndMac
representam os individuos de An. darlingi coletados em Macapa; aquelas com DP representam individuos de
An. darlingi coletados em Portuchuelo; Anmar indica seqiiéncias de individuos da espécie An. marajoara; e,
finalmente, Analb € a seqii€ncia de An. albitarsis s.s.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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