Amanda Neves

Estudos moleculares de Anopheles albitarsis e Anopheles
triannulatus (Diptera: Culicidae) capturados em criadouro na

planicie de inundacao do Mato Grosso do Sul, Brasil

Dissertacao apresentada a Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao
Paulo para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias

Area de concentracdo: Doencas
Infecciosas e Parasitarias
Orientadora: Profa. Dra. Rosely dos
Santos Malafronte

Sao Paulo

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducéo autorizada pelo autor

Neves, Amanda

Estudos moleculares de Anopheles albitarsis e Anopheles triannulatus (Diptera:
Culicidae) capturados em criadouro na planicie de inundagao do Mato Grosso do Sul,
Brasil / Amanda Neves. -- Sdo Paulo, 2009.

Dissertacdo  (mestrado)--Faculdade de  Medicina da

Universidade de Séo Paulo.
Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias.
Avrea de concentracéo: Doengas Infecciosas e Parasitarias.
Orientadora: Rosely dos Santos Malafronte.

Descritores: 1.Anopheles albitarsis 2.Anopheles triannulatus 3.Insetos vetores
4.Maléaria 5.DNA espacador ribossémico 6.DNA mitocondrial 7.Reacdo em
cadeia da polymerase

USP/FM/SBD-433/09




“Aos meus pais Claudio e Vania,

por serem tudo em minha vida”.



“Quando o homem aprender a respeitar até o menor ser
da criacdo seja animal ou vegetal, ninguém precisard

ensind-lo a amar seus semelhantes”.

Albert Schweitzer




AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Rosely Malafronte por me ajudar a trilhar
esse caminho tao dificil, sempre me apoiando e mostrando os meus
erros e acertos.

Ao Dr. Mauro Marrelli pela valorosa colaboracao no projeto.

A Dra. Rosa Maria Tubaki da SUCEN que me ensinou tudo sobre
mosquitos e por me fornecer as amostras para esse projeto.

A equipe do laboratério de Entomologia Médica da SUCEN, Dra.
Regiane Tirone de Menezes e Dr. Luis Mucci pelo convivio agradavel e
sempre dispostos a ajudar quando preciso.

Aos membros da banca de qualificacdo, Prof. Delsio Natal, Prof.
Paulo Urbinatti e Dra. Ana Maria Duarte, pelas importantes criticas e
sugestoes ao projeto.

Aos funcionarios do IMT, em especial Luciano Monteiro pela
presteza e eficiéncia sempre em que necessitava de sua ajuda.

Ao Prof. Dr. Osvaldo Marinotti pela ajuda nas clonagens e
sequenciamentos.

As minhas queridas amigas e companheiras de laboratério,
Byanca Regina de Paiva, Isabel Cristina Alves, Luana Dias de Souza,

Eliane Janez e Tasciane Yamasaki, que com o0s seus preciosos



conhecimentos em informatica me ajudou na formatacao dessa
dissertacao. O que seria da minha tese sem vocé?

A minha amiga Fabiana Vesgueiro que me ensinou a mexer em
programas de sequUenciamento que eu nao tinha nocao sequer que
existiam.

As secretarias da poés-graduacdo do departamento de Moléstias
Infecciosas, Roseli e Vania pela paciéncia em que tiveram com as
minhas interminaveis duvidas e perguntas.

Aos meus irmaos Erika, Fernando e Bruna e minha sobrinha
Gabriela pelo carinho.

Ao meu pai Claudio e minha mae Vania por todo amor e
dedicacao.

Ao meu noivo Celso Montero pelo companheirismo e
cumplicidade.

Aos meus queridissimos Bartholomeu (in memorian), Gilda Maria e
Theodoro, mais conhecido como “Miento”, pela alegria constante em
minha vida.

E a todos que de alguma forma contribuiram pela elaboracao

desse projeto. Muito Obrigada!



NORMALIZACAO ADOTADA

Esta dissertacao esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no

momento desta publicacao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journal

Editors (Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina, Servico de
Biblioteca e Documentacao. Guia de apresentacdo de dissertacoes, teses
e monografias.

Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. I. Freddi,
Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso,
Valeria Vilhena. 2a. ed. Sao Paulo: Servico de Biblioteca e

Documentacao; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periodicos de acordo com List of Journals

Indexed in Index Medicus.



SUMARIO

Lista de abreviaturas
Lista de figuras
Lista de simbolos

Lista de tabelas

Resumo
Summary
1. INTRODUGAO .. ....ccccttuiieuernneeeneerneeeneessecennessseesssssssessnesnnesnnes 01
1.1 MalATIA ceuenieininie e 01
1.2 Situacdo da malaria no Brasil .........cccociiiiiiiiiiiiiniiinn, 03
1.3 Parasitas da malaria ......c.coeeeveiiiiiiiiii e 05
1.4 Vetores da malaria......cocoeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 06

1.5 Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis e Anopheles

(Nyssorhynchus) triannuUlatUs ........ccveveveneniieneniniiiniiineneenens, 08
1.6 ESPECIes CTriPLiCaS t.iuiriniiiiiiiiiie e 12
1.7 Estudos moleculares .........oeuiuviiiiiiiiiiiinieeeee e 13
1.8 DNA ribossOmMico (DNAT) .cueuininiiiiiiie e 15
1.9 DNA mitocondrial (DNAMY) ...cevinininiiiiiiireeen, 18

1.10 PCR - RFLP (Polymerase chain reaction — Restriction

Fragment length polymorphism)........c.ccoceeiiiiiiiinn., 21
1.11 Justificativa .o.oeeeniiiiiie e 22
2. OBUETIVOS....ccccitiitiutietieciectiercasiacescescescssssssscsssesssssssssssssns 24

O B € 1<) = 1 24



2.2 ESPECIICO tuiuininiiiiiii e 24

< T 1 53 N 0 5T 1 U 25
3.1 Area de eStUAO c.uuuneeeeiiiiiiiiiiee e 25
3.2 Coletas de exemplares.......coveieiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
3.3 Analises moleculares..........ccoeoiiiiiiiiiiiiiiii 28

3.3.1 Extracao de DNA de mosquito ........cceoeuveiiiiiniininininnenes 28
3.3.2 Amplificacao de ITS2 (DNAT).....ccotuiiiiiiiiiiiiiieieenenee, 29
3.3.3 Amplificacdo de ND4 (DNAMLt) ...cevvvininiiiiniiiiieiinenenee. 30
3.3.4 RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism) ...... 31
3.3.5 Digestao dos fragmentos .......cceveuveiiiiiiiiniiiiininiienen 32
3.3.6 Clonagens dos fragmentos (ITS2).......ccccevveiiiiiiiiene. 33
3.3.7 Sequenciamento dos fragmentos (ITS2 e ND4)............ 35

4. RESULTADOS......cittititiuttietetrcaceriscacecsscssscscsssssssessssassscnes 37
4.1 Amostragem de iNSETOS ....ouiviiiiiiiiiiiiiiiirrr e 37
4.2 Complexo AlDItarsis ....coiiriiieiieieieiie e 37

4.2.1 Amplificacao do fragmento do ITS2 para

An. albitarsis S.1. c..oooiiiiiii 37

4.3 RFLP —ITS2 ..o 38
4.3.1 Padrao de reStriCan .....coevviiiiiiiiiiiiiiiie e 39
4.3.2 ENzima Sall .....c.ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiii it 40
4.3.3 ENzima TAqL.....ccccovuiiniiiiiiiiiiiiiiiieiee e 41

4.4 Padronizacao da temperatura de “annealing”
para DNAM. ..o 44

4.5 Amplificacao do fragmento de ND4 ..., 45



4.6 RFLP —ND4 ... 46

4.6.1 ENzZIima SSPIL...c.cuuuiniiiiii i 46
4.7 Clonagem e sequenciamento de ITS2...........ccveviviiiininn.n. 47
4.8 Sequenciamento de ND4 ........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiireeea 49
4.9 Complexo Triannulatus.........coeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 49

4.9.1 Amplificacao do fragmento de ITS2 para

AN, triannUIGEUS .....oovviiiii e 49

4.10 RFLP para Complexo Triannulatus...........ccooeeveinieninnnn.n. 51
4.10.1 Padrao de reStriCa0 ....ouiviiiiieriniiiiieeeieieeeieeeeeenenenns o1
4.10.2 Enzima BSeNI (BSTI).......ccccvuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneneenen. 52
B R 03 [0 s E=T =) o s D PP PP PP PUPRPRN 53
4.12 SeqUencCiamento .. ..ocvuvuiiiiniiiiiee e 53

B 5 £5T01 0 £5T 71 o J P 55
5.1 Complexo AlDItarsis ...oeveiririiiniiiiiii e 61
5.2 Complexo Triannulatus.......c.oooieiiiiiiiiiiiiiiii e 64
5.3 Problematica molecular e o Complexo Albitarsis................. 66
070303 7517 0 ) 1 JA PR 71
c ANEXOS ...ciitiuteieietieiaceriecaccsacesstcacecsssessscscsssscasssssssssssssnssce 72
ANEXO A oo 72
ANEXO B oo 74
ANEXO € ot 76

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cccevvvuueeeeeennnnnceeeeennnnens 78



amp
CDC
DNA
DNAmt
DNAr
dNTP
EDTA
et al
indels

ITS2

LB
MgClo
NaCl
NADH
ND4

PCR

LISTA DE ABREVIATURAS

ampicilina

center of diseases control

acido desoxirribonucléico

DNA mitocondrial

DNA ribossoémico

desoxinucleotideos trifosfatos

acido etilenodiaminotetracético

e outros

insercoes e delecoes

espacador interno transcrito (do inglés “internal transcribed
spacer 2”)

Luria Bertani

cloreto de magnésio

cloreto de sodio

nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida
NADH desidrogenase 4

reacdo em cadeia da polimerase (do inglés “polymerase

chain reaction”)



pm

RAPD

RFLP

s.l

Taq

TBE

TE

uv

pares de base

peso molecular

DNA polimoérfico amplificado randomicamente (do inglés
“random amplified polymorphic DNA”)

Analise de sequiiéncias polimorficas de DNA (do inglés
“restriction fragment lenght polymorphism”)

senso lato

senso stricto

Thermus aquaticus

Tris, acido borico e EDTA

Tris, EDTA

ultravioleta



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — Mapa de distribuicao do Complexo Albitarsis................. 10
Figura 02 — Esquema do cistron ribossOmico..........cccceuveviiriinenennan.n. 17
Figura 03 — Caracteristicas do DNA mitocondrial............c.c....c.coo... 20
Figura 04 — Localidade da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera..... 26
Figura 05 - Perfil de amplificacao de ITS2 para An. albitarsis s.l...... 38
Figura 06 — Perfil de corte da enzima Sall...........c.cccoeveiiiiiiiiiininiinn. 41

Figura 10 - Perfil de amplificacado de DNAmt com gradiente para

temperatura de “annealing”...........c.ccooeiiiiiiiiiininininenn.. 45
Figura 11 — Perfil de amplificacao do gene ND4..........cccoevviiininiinenenn.. 46
Figura 12 — Perfil de corte da enzima SSpl........c.ccoeveuieiiiiiniiiiinnenenn. 47

Figura 13 — Perfil de amplificacao de ITS2 para An. triannulatus s.1... 50

Figura 14 — Perfil de corte da enzima BseNI (BSTI)..........cccccccevenennan... 52



LISTA DE SIMBOLOS

pl microlitro

pM micromolar

mM milimolar

M molar

mg/ml miligrama por mililitro
ml mililitro

°C graus Celsius

pH potencial hidrogenionico
rpm rotacao por minuto

U unidade

v/v volume a volume



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Espécies do Complexo Albitarsis e o numero

correspondente ao GeneBank..............c.oooii. 39
Tabela 02 — Discriminacao das enzimas utilizadas para cada espécie
do Complexo Albitarsis usando RFLP...................c...c..... 40
Tabela 03 — Discriminacao da espécie e o numero de acesso junto
S1

a0 GeneBankK........cooiiiiiiiii e



RESUMO

Neves, A. Estudos moleculares de Anopheles albitarsis e Anopheles
triannulatus (Diptera: Culicidae) capturados em criadouro na planicie de
inundacao do Mato Grosso do Sul, Brasil [dissertacado]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

A malaria € uma doenca grave, cujos vetores sao mosquitos do género
Anopheles. Esse género € composto por cerca de 500 espécies e
aproximadamente 45 sdo responsaveis pela transmissao do parasito em
todo o mundo. Alguns destes vetores sao componentes de complexo de
espécies cripticas como Complexo Albitarsis e Complexo Triannulatus. O
Complexo Albitarsis € formado por quatro espécies: An. albitarsis s.s,
An. albitarsis B, An. marajoara e An. deaneorum. O Complexo
Triannulatus é composto por trés espécies: An. triannulatus, An.
halophylus e An. triannulatus C. Algumas técnicas moleculares sao
utilizadas para auxiliar na distincao destas espécies cripticas. Dessa
forma, DNA de An. albitarsis s.1 e An. triannulatus s.l., capturados na
Usina de Porto Primavera, foram amplificados para ITS2 e para o gene
ND4 do DNAmt. Todas as amostras foram submetidas a técnica de
RFLP. Algumas amostras foram sequienciadas diretamente ou clonadas
para posterior sequenciamento a fim de se confirmar a espécie. Das
amostras do Complexo Albitarsis, 62,85% foram identificadas como An.
deaneorum para ITS2-RFLP. As restantes foram amplificadas para ND4-
RFLP e foram identificadas como An. albitarsis s.s. Observou-se, no
entanto, que as amostras do Complexo Albitarsis nao exibiram
similaridade total com as depositadas no GeneBank sendo que para
ITS2-PCR estas foram identificadas como An. albitarsis s.s. € An.

deaneorum, enquanto que para o gene ND4 todas foram identificadas



como An. albitarsis B. O ITS2-RFLP para o An. triannulatus s.l
demonstrou polimorfismos entre as espécies. No sequienciamento, estas
amostras foram similares aquelas depositadas no GeneBank. O emprego
de marcadores moleculares podem, em parte, auxiliar na distincao de
espécies cripticas, porém outros marcadores devem ser avaliados a fim

de se elucidar a identificacao do Complexo Albitarsis.

Descritores: Anopheles albitarsis, Anopheles triannulatus, Insetos
vetores, DNA espacador ribossomico, DNA mitocondrial, Reacdo em

cadeia da polimerase.



SUMMARY

Neves, A. Molecular studies of Anopheles albitarsis and Anopheles
triannulatus (Diptera: Culicidae) captured in flood plain breeding sites in
Mato Grosso do Sul, Brazil. [dissertation]. Sao Paulo: Faculty of
Medicine, University of Sdo Paulo, (Brazil); 2009.

Malaria is a severe disease whose vectors are mosquitoes belonging to
the genus Anopheles. This genus contains 500 species of which
approximately 45 are responsible for the worldwide transmission of
these parasites. Some of these vectors belong to cryptic species such as
those of the Albitarsis and Triannulatus Complex. The Albitarsis
Complex is composed of four species: An. albitarsis s.s., An. albitarsis B,
An. marajoara and An. deaneorum. The Triannulatus Complex contains
three species: An. triannulatus, An. halophylus and An. triannulatus C.
We used molecular techniques to differentiate these cryptic species.
Thus, DNA of An. albitarsis s.l and An. triannulatus s.l, captured at the
Porto Primavera Dam had their ITS2 and their mtDNA, ND4 genes
amplified. All samples were analyzed by the RFLP technique. Some
samples were directly sequenced while others were cloned for
subsequent sequencing for species confirmation. Within the Albitarsis
Complex, 62.85% were identified as An. deaneorum by RFLP-ITS2. The
remaining were amplified by RFLP-ND4 and identified as An. albitarsis
s.s. However the results of sequencing of the samples of the Albitarsis
Complex did not overlap entirely with those deposited in the GeneBank
since those amplified by RFLP-ITS2 were identified as An. albitarsis s.s.
and An. deaneorum while those obtained by RFLP-ND4 were identified
as An. albitarsis B. Also RFLP-ITS2 of A. triannulatus s.l. contained

polymorphic regions among different species. By sequencing, these



samples were similar to those deposited in the GeneBank. The use of
molecular markers did, in some instances help to distinguish species
within cryptic complexes, however other markers need to be evaluated to

elucidate further identification of the Albitarsis Complex.

Keywords: Anopheles albitarsis, Anopheles triannulatus, Insect vectors,

Malaria, DNA ribosomal spacer, DNA mitochondrial, Polymerase chain

reaction.



1.Introducao

1.1 Malaria.

A malaria € uma doenca potencialmente grave cujos agentes
etiologicos sado protozoarios do género Plasmodium, transmitidos por
meio da picada de mosquitos infectados do género Anopheles (Cives,
2008). Esta entre as doencas de maior importancia em saude publica
atingindo paises de clima tropical e outras regides de clima temperado.
Cerca de 40% da populacao mundial vive em regioes de transmissao da
doenca. (WHO, 2006).

Poucas doencas infecciosas apresentam impacto semelhante ao
da malaria no desenvolvimento social e econdémico da humanidade.
Evidéncias indicam que, assim como o homem primitivo, a malaria seja
originaria da Africa e que o ciclo vetor-hospedeiro tenha se estabelecido
na pré-historia. Fosseis de mosquitos foram encontrados em camadas
geologicas datadas de 30 milhoes de anos e nao ha duvida que eles
foram responsaveis pela distribuicao da infeccao pelas regides tropicais
e subtropicais do mundo (Stringer e Andrews, 1988).

A malaria teria de expandido para a Europa e para a Asia,
acompanhando a migracao humana, chegando assim, provavelmente as

Ameéricas (Bruce-Chwatt, 1985; Stringer e Andrews, 1988).



Apesar dos esforcos para controlar a doenca, a malaria continua
em expansdo com grande potencial de disseminacdo entre populacoes
rurais e urbanas de 53 paises da Africa, 21 nas Ameéricas, 4 na Europa,
14 na regido leste do Mediterraneo, 8 ao sudeste da Asia e 9 a oeste do
Pacifico (Bruce-Chwatt, 1985; WHO, 1994, 1996). Na Africa sub-
Sahariana a doenca esta em franco crescimento, devido,
principalmente, a resisténcia as drogas e inseticidas assim como as
mudancas sociais e ambientais (Greenwood e Mutabingwa, 2002).

Estima-se que 300 a 500 milhdes de pessoas sejam infectadas a
cada ano e que 1,5 a 2,7 milhdes de pessoas, em média, morrem desta
doenca nos tropicos. Mais de 90% dos casos concentram-se no
continente africano. A doenca acomete principalmente criancas,
adultos jovens economicamente ativos, mulheres gravidas e grupos
itinerantes internacionais, os quais entram e saem constantemente das
diversas areas endémicas. Segundo dados da Organizacado Mundial da
Saude (OMS), em regides rurais africanas, a malaria é responsavel pelo
obito de uma crianca a cada 30 segundos. Em numeros absolutos, isto
significa a morte de trés mil criancas por dia. Pesquisas realizadas em
Gambia, Gana, Quénia e Burkina Faso demonstram que
aproximadamente 30% dessas mortes poderiam ser evitadas com o

emprego de mosquiteiros impregnados com inseticidas (WHO, 2000).



Nas Américas, 21 paises apresentaram transmissao ativa da
doenca, dentre eles, Equador, Argentina, Belize, Bolivia, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Republica Dominicana, El Salvador, Guiana
Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, Honduras, México, Nicaragua,

Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela (PAHO, 1998).

1.2 Situacao da Malaria no Brasil

A transmissdao da malaria no Brasil esta concentrada na
Amazodnia Legal, onde sao registrados 99,5% do total dos casos. Essa
regido € composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins, e
totaliza 807 municipios (Portal da Saude, 2009).

O numero de casos notificados aumentou cerca de trés vezes ao
longo da década de 1980, chegando a aproximadamente 600.000 casos
por ano. Tal quadro é consequéncia do influxo migratorio para as
regides malarigenas como resultado de assentamentos agricolas e
atividades de mineracao como também problemas relacionados ao
transporte, acesso aos cuidados de saude, isolamento das
comunidades, longas distancias e escassos recursos econdémicos, o que

torna o controle da malaria extremamente dificil (Voorhan et al., 1993).



Segundo dados da Fundacao Nacional de Saude - FUNASA
(Boletim Epidemiologico da Malaria n° 01/2003), durante o periodo de
janeiro a agosto de 2003, observou-se uma reducao de 13,7% no
numero de casos (208.718), comparando-se ao mesmo periodo do ano
de 2002 (241.806). Constatou-se que seis Estados apresentaram
reducao no numero de casos no periodo: Maranhao (65,2%), Para
(45,9%), Amapa (43,9%), Roraima (34,3%), Acre (22,1%) e Mato Grosso
(19,7%). Porém, observou-se desempenho negativo em trés unidades
federadas, as quais registraram aumento na incidéncia da doenca:
Amazonas (77,2%), Tocantins (16,3%) e Rondonia (3,2%).

Ja no ano de 2006, o Brasil registrou 545.696 casos de malaria,
sendo a espécie Plasmodium vivax de maior incidéncia (73,4%). Na
regido da Amazonia Legal foram identificados 90 municipios como
sendo de alto risco para a malaria, ou seja, com um Indice Parasitario
Anual (IPA) igual ou maior a 50 casos por 1.000 habitantes (Portal da
Saude, 2009).

Na Regiao Extra-amazonica, no ano de 2003, registrou-se um
surto de malaria nos Estados de Minas Gerais e Bahia. Situacao menos
grave que no ano de 2002, quando ocorreram surtos nos Estados do
Piaui (9 casos), Ceara (402 casos), Bahia (14 casos), Parana (106 casos)
e Mato Grosso do Sul (38 casos). A falta de notificacao destes casos

contribuiu para o agravamento do controle da doenca na regiao.



O principal desafio na Regiao Extra-amazodnica € o controle dos
casos autoctones esporadicos que ocorrem em areas focais restritas.
Destacam-se os municipios localizados as margens do lago da usina
hidrelétrica de Itaipu, areas cobertas pela Mata Atlantica nos Estados
do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Bahia, na
regiao centro-oeste, os Estados de Goias e Mato Grosso do Sul (Boletim

Epidemiologico da Malaria n° 01/2003).

1.3 Parasitas da malaria.

A malaria € uma doenca infecciosa cujo agente etiologico € um
protozoario do género Plasmodium, da familia Plasmodiidae, classe
Sporozoa, filo Apicomplexa, que infecta alternadamente um hospedeiro
vertebrado e um invertebrado (Rey, 2000).

Quatro espécies do género Plasmodium sao reconhecidas como
agentes etiologicos da malaria humana: Plasmodium falciparum, P.
vivax, P. malariae e P. ovale. A primeira espécie € a mais patogénica,
resultando em infecgcoes graves com alto indice de mortalidade. O
parasito, no hospedeiro, realiza o ciclo assexuado (esquizogonia) em
hepatocitos e hemacias sendo que o ciclo sexuado (esporogoénico) €

realizado nos mosquitos (Rey, 1991).



Estudos recentes relatam que uma grande proporcao de pacientes
albergam simultaneamente mais de uma espécie de plasmoédio. Tal
informacao e algumas diferencas biologicas entre os plasmodios
humanos despertaram o interesse pelo estudo dos padroes de interacao
entre diferentes espécies e suas conseqUéncias clinicas e

epidemiologicas (Brown et al.,1991).

1.4 Vetores da Malaria

O parasito da malaria humana € transmitido por mosquitos
anofelineos, sendo que somente as fémeas sao hematofagas e, por isso,
exercem o papel de vetor (Rey, 2000).

Os anofelineos pertencem a ordem Diptera, familia Culicidae e
género Anopheles. Este género € composto aproximadamente de 500
espécies distribuidas em todo o mundo, exceto na Antartica (Krzwinski
e Besansky, 2003) e aproximadamente 45 sao responsaveis pela
transmissao do plasmodio em todo o mundo (Forattini, 2002).

Os anofelineos possuem desenvolvimento holometabolo, ou seja,
sua metamorfose € completa, ovo, larva, pupa e adulto, sendo que as
larvas possuem quatro estadios. Com excecao do desenvolvimento do

adulto, todos os outros estadios sao aquaticos. (Forattini, 2002)



As espécies de anofelineos neotropicais estao classificadas em 5
subgéneros: Nyssorhynchus, Kerteszia, Anopheles, Stethomyia e
Lophopodomyia (Faran e Linthicum 1981; Wilkerson e Sallum 1999),
mas os vetores do parasito sdo encontrados apenas nos 3 primeiros
subgéneros.

Ao longo da década de 80, somente trés espécies brasileiras do
subgénero Nyssorhynchus eram consideradas como vetores importantes
do parasito: An. darlingi, An. aquasalis e Complexo Albitarsis (Tadei et
al., 1998).

O Anopheles (Nys.) darlingi € o principal vetor do parasito na
bacia Amazonica (Deane 1947, 1988). Tendo em vista seu papel como
principal transmissor do Plasmodium falciparum esse anofelineo
também €& responsavel pela transmissdo de outras espécies de
plasmodio (Klein et al., 1991). A sua distribuicao geografica e densidade
estao intimamente relacionadas com a doenca, esse anofelineo é
frequentemente encontrado infectado com o parasito e as vezes com
mais de um tipo de plasmodio (Tadei et al., 1998).

Nas regidoes de Mata Atlantica, Anopheles (Kerteszia) cruzii (Dyar e
Knab, 1908) e An. (Ker.) bellator (Dyar e Knab, 1906) sao as espécies
responsaveis pela transmissao de malaria por Plasmodium vivax, sendo
que An. (Ker.) cruzii € encontrado em maior abundancia (Rachou, 1958;

Forattini et al., 1986).



O periodo de transmissibilidade da doenca pode ocorrer de 10 a
20 dias apo6s o repasto sanguineo em uma pessoa infectada, passando
a transmiti-lo por toda sua vida que € de cerca de 25 a 30 dias. SUCEN

(http:/ /www.sucen.sp.gov.br/).

1.5 Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus e Anopheles

(Nyssorhynchus) albitarsis.

Anopheles (Nys) triannulatus s.l e An.(Nys) albitarsis s.l sao
complexos de espécies que apresentam ampla distribuicdo no Brasil.
Devido as variacoes comportamentais dos anofelineos destes complexos
em toda sua area de distribuicdo, os aspectos potenciais de suas
capacidades vetoriais ndo estdo devidamente caracterizados.

Anopheles triannulatus s.l. e An. albitarsis s.l. sdo considerados
vetores secundarios da malaria no Brasil a partir de evidéncias
relacionadas com sua competéncia e capacidade vetorial em uma série
de localidades (Klein et al., 1991, 1991a).

Anopheles albitarsis s.]1 corresponde a um complexo formado por
quatro espécies: An. albitarsis s.s, An.albitarsis s.l (espécie “B”), An.
marajoara e An. deaneorum. Wilkerson et al., (1995b) indicaram que as

quatro espécies estao presentes na regido meridional do pais. A



distribuicao de An. marajoara (=An. albitarsis domesticus) estaria restrita
a area litoranea e norte do pais (Forattini 2002; Conn et al., 2002). O
reconhecimento deste complexo ja ocorre ha algum tempo.

O Anopheles albitarsis s.1 possui uma ampla distribuicao no Brasil
(figura 01). No continente americano sao encontrados no nordeste da
Argentina, Uruguai, Paraguai, Venezuela, Guianas, Colémbia, Panama,
Costa Rica, Honduras, Guatemala e Trinidad-Tobago. Nao ocorre no
Ocidente Sul americano (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Esses anofelineos nao possuem preferéncia por criadouros,
podendo ser permanentes ou nao, porém as larvas sao mais abundantes
nas lagoas com capim, de agua doce e limpa. Os criadouros sao
ensolarados, porém protegidos pela vegetacao (Consoli e Lourenco-de-
Oliveira, 1994).

O An. albitarsis s.l € essencialmente exofilico e zoofilico podendo
ser encontrado no ambiente intra-domiciliar.

Esse anofelineo apresenta algumas variacoes morfologicas,
bioquimicas e/ou moleculares e comportamental que refletem uma
heterogeneidade em seu papel vetorial sendo considerado, por alguns
autores, um complexo de espécies cripticas. Infeccées por oocistos
correspondentes as espécies de Plasmodium vivax e P. falciparum foram
detectadas, nestas espécies, por meio da técnica imunoenzimatica

ELISA (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1998).
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@ An. albitarsis s.s.
O ndo descrita
M An. marajoara

A An. deaneorum

Figura 1: Mapa de distribuicdo do Complexo Albitarsis. (Forattini, 2002)

Embora Anopheles triannulatus tenha sido descrita anteriormente
em An. triannulatus triannulatus e An. triannulatus davisi (Galvao e Lane
1941), estudos recentes acrescentaram informacdes ao polimorfismo
deste complexo (Santos et al., 2004, Silva-do-Nascimento e Lourenco-de-

Oliveira, 2002).
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Segundo Silva-do-Nascimento e Lourenco-de-Oliveira (2007) o
Complexo Triannulatus consiste em trés espécies: Anopheles
triannulatus s.s (Neiva e Pinto), Anopheles halophylus (Silva-do-
Nascimento e Lourenco-de-Oliveira) e uma terceira espécie denominada
apenas de Anopheles triannulatus “C”.

Particularmente depois da década de 40, o An. triannulatus foi
considerado espécie polimorfica (Pinto 1939; Galvao 1940; Galvao e
Lane 1941; Deane et al., 1947a,b; Forattini et al.,, 1962 e Faran 1980) ou
complexo de espécies cripticas (Rosa-Freitas et al, 1998) devido a
variacao morfologicas encontradas nas formas adultas e imaturas,
especialmente no Brasil.

A distribuicao do An. triannulatus s.] engloba,
predominantemente, a América do Sul, indo do leste da cordilheira dos
Andes até o norte da Argentina. Na América Central sua distribuicao vai
até a Nicaragua (Forattini, 2002).

As formas imaturas sao encontradas em criadouros grandes de
carater permanente, com bastante exposicao a luz e com abundante
vegetacao aquatica. Essas caracteristicas correspondem a lagoas,
remansos de rios etc. Os criadouros sao de agua doce sendo que suas
larvas nao sao encontradas em agua salobra (Berti et al., 1993).

O comportamento das fémeas de An. triannulatus s.l €

essencialmente exofilico e zoofilico, pouco freqiientam o ambiente intra-
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domiciliar sendo comumente encontradas nas proximidades da mata
(Charlwood e Wilkes, 1981; Arruda et al., 1986; Klein et al., 1991).

Em virtude dessa exofilia e zoofilia, essa espécie nao é
responsabilizada como vetora do plasmoédio, a nao ser em condicoes de
elevada densidade. No entanto, a deteccao de infeccoes em condicoes
naturais, foi relatada por meio de disseccoes e outras técnicas de
diagnosticos imunologicos. Assim, em algumas localidades do Estado do
Para, verificou-se ser esta espécie vetor em potencial para, pelo menos,
Plasmodium vivax. (Arruda et al, 1986). Entretanto, trata-se de um
anofelineo que tem papel vetor nas areas do continente sul — americano.

(Forattini, 2002).

1.6 Espécies Cripticas.

Espécies que sao proximamente relacionadas, porém se
reproduzem isoladamente e que aparentam ser uma mesma espécie,
mesmo para especialistas, sdo chamadas de espécies cripticas ou
“sibling” (Black IV e Munstermann, 1996).

Complexo de espécies cripticas € denominado ao conjunto de

espécies que apresentam caracteristicas morfologicas idénticas ou
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semelhantes, de tal modo que torne dificil a sua identificacao (Black IV
e Munstermann, 1996; Collins e Paskewitz, 1996).

Estudos sobre esses complexos sao de grande importancia, visto
que muitas espécies sao simpatricas, isto €, convivem em uma mesma
regiao. Sabe — se que pode existir diferencas biologicas e ecologicas, tais
como competéncia e capacidade vetorial, resisténcia a inseticidas,
preferéncia de hospedeiro, habitos comportamentais, entre outros
(Black IV e Munstermann, 1996). Portanto, nem todas as espécies do
complexo podem ser consideradas vetoras.

A correta identificacdo destas contribui para o entendimento da
dinamica da doenca, bem como para o sucesso dos programas

implantados para o controle de vetores.

1.7 Estudos moleculares.

Durante as primeiras décadas do século passado os esforcos para
entender e controlar a transmissao da malaria levou a uma importante
descoberta: muitos anofelineos que antes eram identificados como
espécies monotipicas, na realidade, constituiam um complexo de varias
espécies com caracteristicas morfologicas de dificil distincao ou que

apresentavam caracteristicas que se sobrepunham. A elucidacao
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taxonomica desses complexos pode ajudar a solucionar problemas na
epidemiologia da transmissao da malaria ou em medidas de controle, ja
que diferentes espécies dentro de um complexo exibem diferencas na
ecologia, podendo apresentar variacoes quanto a capacidade vetorial e
a resposta a medidas de controle (White, 1982).

O numero de espécies de anofelineos, atualmente, € cerca de 500,
sendo que a maioria destes pertencem a complexos de espécies
morfologicamente semelhantes (Davidson, 1964; Peyton, 1990; Rosa-
Freitas et al.,, 1998). Para muitos destes complexos, os problemas com
identificacao foi resolvido a partir do desenvolvimento de metodologias
moleculares.

Estudos baseados em técnicas moleculares, mais propriamente
na molécula de DNA, freqlientemente oferecem vantagens sobre outros
métodos, possibilitando a identificacdo em todos os estagios de
desenvolvimento do inseto e de ambos os sexos, uma vez que o DNA
permanece constante independentemente do estagio de
desenvolvimento. A estabilidade da molécula de DNA permite a
utilizacao de mosquitos preservados em isopropanol, secos em silica,
frescos ou congelados, ndo criando problemas para armazenamento do
material a ser analisado. Além disso, métodos baseados em DNA

geralmente apresentam resultados mais confiaveis e reprodutiveis.
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1.8 DNA ribossomico (DNAr).

Uma das técnicas utilizadas na diferenciacao de espécies cripticas
€ o estudo de genes do DNA ribossoémico (DNAr) presente no genoma de
mosquitos com aproximadamente 500 copias (Collins et al.,, 1987;
Mclain e Collins 1989; Paskewitz et al.,1993a). O DNAr foi escolhido por
muitos pesquisadores para a elaboracao de métodos de identificacdo em
mosquitos (Collins et al., 1987; Mclain e Collins 1989a; Porter e Collins
1991; Paskewitz et al.,, 1993a, Scott et al.,1993, Beebe e Saul 1995;
Cornel et al., 1996; Beebe et al., 1999).

Estes genes estdo normalmente arranjados em unidades
repetidas, denominadas de cistron ribossémico, estando presente em
muitas copias, o que faz deles alvos excelentes para o desenvolvimento
da sistematica molecular e para o estudo das relacoes filogenéticas
(Campbell et al., 1993; Miller et al., 1996; Besansky et al., 1994). Cada
unidade do cistron de um DNAr contém genes que codificam para as
subunidades 18S, 5.8S e 28S do ribossomo, assim como um espacador
externo transcrito (ETS) e dois espacadores internos transcritos (ITS1 e
ITS2) (Fedoroff, 1979). Um espacador intergénico variavel (IGS) alterna-
se com as sequéncias transcritas.

Os espacadores internos transcritos (internal transcribed spacer —

ITS1 e ITS2) estao localizados entre os genes 18S e 5.8S (ITS1) e entre o
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5.8S e 28S (ITS2), como mostra a figura 2, cuja evolucao € muito mais
rapida do que as regioes codificadoras para o RNAr. Uma vez que as
substituicoes nao causam efeitos letais ao organismo; as mutacoes
observadas sao neutras (Besansky e Collins, 1992; Black IV e
Munstermann, 1996; Knudson et al., 1996; Hwang e Kim, 1999).

Apesar das regioes codificadoras do RNAr serem fundamentais na
construcao e funcionamento do ribossomo e conservadas dentro das
espécies, as regioes dos espacadores ITS e IGS freqlientemente variam
intraespecificamente em sequUéncia e tamanho e aparentemente nao
sofrem a mesma pressao seletiva.

O DNAr € um marcador bastante difundido e € considerado ideal
para estudos de sistematica molecular por que é encontrado em varias
copias no genoma e possui a potencialidade de resolver divergéncias em
seqUéncias codificadoras e nao-codificadoras. (Black IV e
Munstermann, 1996).

Pelo fato do ITS evoluir mais rapido que as sequéncias
codificadoras, o seu estudo € util no desenvolvimento de ferramentas
diagnosticas para a identificacdo de muitos anofelineos (Porter e
Collins, 1991; Paskewitz et al, 1993a,b; Hackett et al.,, 2000;
Manonmani et al., 2001) e de outros culicideos. (Crabtree et al., 1995;

Miller et al., 1996; Severine et al., 1996).
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Figura 2: Esquema do cistron ribossémico, que apresenta de 150 a 1000
copias no genoma de atropodes. Genes 18S, 5.8S e 28S, codificam para os
componentes do RNA ribossémico. Espacadores internos transcritos ITS1 e
ITS2. Espacadores externos transcritos (ETS), e espacador intergénico (IGS).
Fonte: Black IV e Munstermann (1996).

Em outros estudos, as regides espacadoras amplificadas
permitiram a distincdo de membros de complexos de espécies cripticas e
assim contribuiram significantemente para estudos epidemiologicos e de
controle da doenca. O sequenciamento do ITS2, por exemplo, foi

utilizado na distincdo dos complexos An. quadrimaculatus (Cornel et al.
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1996), An maculipennis (Porter e Collins 1991) e An.. punctulatus (Bebee
e Saul 1995).

Outros métodos foram também empregados para a identificacao
de espécies cripticas. Algumas se mostraram concordantes e outras
nao. No Brasil e outros paises, as técnicas moleculares como RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Wilkerson et al., 1995a, b) e DNA
mitocondrial (Lehr et al., 2005) mostraram incongruéncias quanto a
espécies de An. albitarsis s.l. serem monofiléticas ou polifiléticas. Ja
resultados baseados em seqUéncias de ITS2 destas mesmas espécies
mostraram-se coerentes com aqueles descritos para RAPD (Li e

Wilkerson, 2005).

1.9 DNA mitocondrial (DNAmt)

O DNA mitocondrial (DNAmt) foi descrito em 1960 e € utilizado
como importante ferramenta na analise genética de populacoes de
insetos.

Seu tamanho varia em média de 14 a 17 kb, porém variacoes
acima de 40 kb sao conhecidas (Hwang e Kim, 1999). Sua organizacao €
relativamente simples constituida por dupla fita circular que codifica

aproximadamente 5% de toda a maquinaria necessaria para o
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funcionamento da mitocondria, contendo 37 genes codificantes, sendo
que 2 codificam RNAs ribossomicos, 22 codificam RNAs transportadores
e 13 codificam proteinas multiméricas da membrana interna
mitocondrial, citocromo oxidase, COI II e III; ATP sintase 6 € 8, A6 e AS8;
NADH dehidrogenase 1 a 6 e 4L, ND1 a ND6, ND4L, citocromo b e
apoenzima. Além desses genes, o DNAmt possui uma regido nao-
codificante, que € responsavel pelo controle da replicacao e transcricao
do genoma da mitocondria, esta regidao, que é denominada Regiao
Controle ou D-Loop (alca D), € rica em adenina e timina (AT) (Hoy,

2003).
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Figura 3: Caracteristica do DNAmt e seus genes -codificantes e nao
codificantes. Regiao controle (nado codificante). IrRNA, subunidade ribossomal
grande; srRNA subunidade ribossomal pequena; ND1 a ND6 e NDA4L ,
subunidades da NADH desidrogenase; Cytb citocromo b; COI, II e III
subunidades do citocromo c oxidase; ATP6 e ATP8 subunidades ATPase.

O DNAmt é tido como uma molécula econémica, pois toda a sua
sequéncia de nucleotideos possui funcao codificadora; regides
espacadoras sao raras e introns, pseudogenes e sequUiéncias repetitivas

sdo mais raras (Martioli, 2001).



21

O genoma mitocondrial € herdado da mae, sendo um hapldide,
portanto nao sofre recombinacoes.

A heranca materna do DNAmt possibilita que essa molécula seja
utilizada como importante marcador molecular sendo possivel tracar a
histéria evolutiva de uma determinada espécie ou utilizando estas
sequéncias em estudos filogenéticos dentre as populacoes,
independentes de terem sofrido efeitos de adaptacao e/ou selecao
(Tabachnick e Black IV,1996).

Outra importante caracteristica € a sua alta taxa de evolucao. O
DNAmt evolui 10 vezes mais rapido que o DNA nuclear e por nao
existirem mecanismos de reparos nessa molécula, as variacoes
intraespecificas sao facilmente detectadas (Rai, 1991). Muitos autores
utilizam o gene ND4 por ser uma regido conservada e constituir um

otimo marcador molecular para estudo de populacoes.

1.10 PCR - RFLP. (Polymerase chain reaction - Restriction

fragment length polymorphism).

A combinacao das técnicas de PCR com RFLP para a deteccao de

polimorfismos € bastante utilizada.
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Nesta técnica, a etapa da PCR; amplificacdao a partir de uma unica
molécula de DNA alvo precede a digestao com enzimas de restricao; que
sao capazes de reconhecer e digerir uma sequUéncia especifica de DNA
dupla fita, de quatro a seis pares de bases de comprimento.

Neste projeto, as técnicas acima mencionadas foram utilizadas
aliadas a outros estudos taxonomicos e de ecologia. Os resultados
adquiridos permitiram estudar alguns aspectos da variabilidade
existentes nos complexos Anopheles triannulatus s.1 e An. albitarsis s.l.

presentes na area de estudo.

1.11 Justificativa

A construcao da Usina Engenheiro Sérgio Motta e o represamento
do Rio Parana deram origem ao Reservatorio de Porto Primavera, que
esta localizado proximo ao municipio de Presidente Epitacio, regiao
Oeste do Estado de Sao Paulo.

Essa regido, por conta das ligacoes rodoviarias, € responsavel por
intenso movimento da populacao humana tais como: pescadores,
caminhoneiros oriundos de areas dos Estados amazodnicos e

trabalhadores rurais. Muitos mantém contato com areas de mata, o que



23

pode favorecer a picada por mosquitos infectados e disseminacao da
doenca entre a comunidade.

Na década de 80 foi registrado um pequeno surto de malaria no
municipio de Panorama, extremo oeste do Estado de Sao Paulo, que fica
as margens do rio Parana, despertando a preocupacao das autoridades
sanitarias pois, vetores como An. darlingi e também outros secundarios
e/ou em potenciais foram descritos nestas regidoes (Andrade et al,
1986).

O impacto ambiental provocado pelo desmatamento dessa grande
area proxima ao municipio de Presidente Epitacio, levanta a
preocupacao do alto risco da doenca entre a populacdo humana que
reside proxima a essas regides impactadas ou que mantenham contato

com as areas de mata
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2. Objetivos

2.1 Geral:

Determinar, a partir de dados descritos em literatura, quais as
espécies componentes dos Complexos Triannulatus e Albitarsis estdo
presentes na regidao da Usina Porto Primavera por meio dois marcadores

moleculares.

2.2 Especificos:

a) Caracterizacao dos seguintes marcadores: Segundo espacador
interno transcrito (ITS2) do DNAr e gene codificador de ND4

do DNAmt.

Al: Utilizando a técnica de RFLP (restriction fragment lenght
polymorphism).

A2: Sequenciando os fragmentos amplificados.
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3. Métodos

3.1 Area de Estudo

As coletas foram realizadas na Fazenda Santa Encarnacao,
municipio de Santa Rita do Pardo, Mato Grosso do Sul (MS). Os sitios
de coleta (52° 11’ W 21° 36’ S), figura 03, localizam-se em area de
pastagem e reserva de mata que circundam lagoa natural de formato
circular de aproximadamente 800 m de didmetro e encontra-se isolado
de outros corpos d’agua. Tal situacdo permite a amostragem de

mosquitos adultos oriundos da mesma.
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Figura 4: Localizacao da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera e da area de
estudo, na regiao oeste do Estado de Sao Paulo.

Fonte: Companhia Energética de Sao Paulo - CESP, 1993.

3.2 Coletas de exemplares.

As coletas foram realizadas uma vez ao més, nos periodos de

maior abundancia, anos de 2005 e 2006 (verao — janeiro, fevereiro e
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marco € no inverno - julho, agosto e setembro). Foram realizadas
coletas em 4 dias consecutivos com armadilhas automaticas do tipo
CDC luminosa (UV), em pontos fixos, entre dois periodos crepusculares
de 12 horas. As armadilhas foram dispostas a partir da margem do
criadouro, seguindo raios de 300m, 500m, 1000m e 1500m, sendo S
armadilhas dispostas no interior da mata e outras 5 na pastagem.

A armadilha de Shannon, com lampidao a gas, ponto movel, foi
instalada ao redor da lagoa e a coleta foi realizada no periodo
crepuscular, sendo os anofelineos capturados com aspirador manual.

A triagem dos mosquitos da CDC foi realizada na sede da SUCEN
de Presidente Epitacio onde os mosquitos foram acomodados em caixas
entomologicas identificadas com numero da CDC (dia/més) contendo
uma solucao de naftalina (preparadas com mistura de parafina e
naftalina) e forradas com papel macio para se evitar o crescimento de
fungos, que, posteriormente, pudessem atrapalhar na identificacao
morfologica.

Os anofelineos foram levados ao laboratorio de Entomologia
Médica da SUCEN, sede de Sao Paulo, onde foram identificados até
espécie utilizando a chave entomolégica de Forattini (2002) e

conservados em alcool isopropilico a 4°C.
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3.3 Analises moleculares.

3.3.1 Extracao de DNA de mosquito.

O DNA dos anofelineos foi extraido de acordo com o protocolo
padronizado por Malafronte et al, 1999. Os mosquitos adultos foram
homogeneizados em tampao de lise (Tris-HCI 100 mM pH 7,5; NaCl 100
mM; EDTA100 mM pH 8,0; SDS 1% (p/v), Proteinase K (1mg/ml),
utilizando-se 50ul do tampao por mosquito e incubados por lhora a
60° C. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 30 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi colocado em outro tubo e o DNA foi extraido
pelo método de fenol. Este foi purificado com extracao de 2 vezes fenol/
tris (v/v), 1 vez fenol/cloroféormio e alcool isoamilico (25:24:1 v/v/v) e
uma vez com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v). Foi adicionado
acetato de sodio, pH 5,5 para concentracao final de 0,3 M e o DNA foi
precipitado com 2,5 volumes de etanol 100% overnight a -20°C. A
amostra foi centrifugada a 10000 rpm por 30 minutos a 4°C e o
sedimento contendo o DNA, dissolvido em TE (Tris-HCl 10 mM pH 7,5;
EDTA 1mM). Foi adicionado 20% (v/v) de acetato de s6dio 3 M, pHS5,0 e
o DNA foi novamente precipitado com 1 volume de isopropanol por 30
minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugacao a 10000 rpm por

30 minutos a 4°C, o sedimento foi lavado com 1 ml de etanol 70% (v/v)
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e centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos a 4°C. O DNA foi

ressuspendido em S0ul de TE e estocado a -20° C.

3.3.2 Amplificacao de ITS2 (DNAr).

A amplificacao do ITS2 foi realizada de acordo com Porter e Collins
(1991) usando como iniciadores (primers) oligonucleotideos conservados
da extremidade 3’ do gene 5.8S e da extremidade 5’ do gene 28 S do
DNA ribossoémico.

Os primers utilizados foram os seguintes:

CP16: 5 GCGGGTACCATGCTTAAATTTAGGGGGTA 3’
CP17 5> GCGCCGCGGTGTGAACTGCAGGACACATG 3’

O DNA genomico foi utilizado com 2,5ul de cada primer na
concentracao de 10uM, 0,5ul de Platinum Taq DNA polymerase SU/pul
(Invitrogen), 5 pul de tampao PCR 10x, 0,5ul de dNTPmix 20mM
(Biotools) e Sul de MgClz. A reacao foi realizada em volume final de 50ul
e em 40 ciclos (94°C por 1 minuto, S0°C por 2 minutos e 72°C por 2
minutos). Os produtos da reacao de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (Sigma), 1,5% (p/v) contendo 0,5 pg/ml

de brometo de etidio (p/v) em tampao TBE 1x (Tris borato 0,09M; EDTA
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0,0002M) utilizando Electrophoresis Power Supply-EPS 200 (Pharmacia

Biotech) como fonte a uma voltagem constante de 120V.

3.3.3 Amplificacao do ND4 (DNAmt).

A amplificacao do ND4 foi realizada de acordo com Costa-da-Silva

et al., (2005) usando como iniciadores (primers) ND4for e ND4rev.
ND4For 5’ TGATTGCCTAAGGCTCATGT 3’
ND4Rev 5’ TTCGGCTTCCTAGTCGTTCAT 3’

O DNA foi utilizado com 1pul de cada primer a concentracao de
10pM, 0,5ul de Platinum Taq DNA polymerase SU/ul (Invitrogen), 5 pl
de tampao PCR 10x, 0,5ul de dNTPmix 20mM (Biotools)e Sul de MgCls.
A reacao foi realizada em volume final de 50ul e em 35 ciclos (94°C por
1 minuto, 48°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto). Os produtos da
reacdo também foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Sigma), 1,5% (p/v) contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio (p/v) em
tampao TBE 1x (Tris borato 0,09M; EDTA 0,0002M) utilizando
Electrophoresis Power Supply-EPS 200 (Pharmacia Biotech) como fonte

a uma voltagem constante de 120V.
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3.3.4 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

As sequéncias de ITS2 do Complexo Albitarsis utilizadas para a
obtencao dos sitios de restricao foram depositadas no GeneBank (n°s
acesso: An. albitarsis s.s AY828321; An. albitarsis B AY828324; An.
marajoara AY828328 e An. deaneorum AY828330) (Li e Wilkerson,
200060). Para a diferenciacao das espécies de An. albitarsis s.s e An.
albitarsis B foram utilizadas as sequiéncias de ND4, depositadas no
GeneBank com o numero de acesso: An. albitarsis s.s AY846342; An.
albitarisis B AY846345 (Wilkerson et al., 2005).

As sequéncias de ITS2 do An. triannulatus para obtencao dos
sitios de restricao foram depositadas no GeneBank com os numeros de
acesso: AF462377 (Marrelli et al., 2005) e U92331 (dados nao
publicados).

O programa utilizado para obtencdao do mapa de restricao foi o
Restriction Mapper (http://www.restrictionmapper.org/). Utilizamos o
numero maximo de 2 ou 3 cortes para as enzimas de restricao
disponiveis no mercado.

As enzimas utilizadas foram: Sall (Promega) corta sequiiéncias de
ITS2 de An. marajoara na posicao 29pb. Taql (Fermentas) corta

sequéncias de ITS2 de An. deaneorum nas posicoes 78pb e 341pb.
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Para a distincao entre An. albitarsis e An. albitarsis B foi utilizada
a enzima Sspl (Fermentas) que corta a sequiéncia de ND4 na posicao
290pb. Para An. triannulatus s.l., a enzima utilizada foi a BseNI (Bsrl)
(Fermentas) que corta na posicao 196 pb para as sequiéncias de numero

U92331 e na posicao 296 pb para a sequiéncia AF 462377.

3.3.5 Digestao dos fragmentos:

O protocolo wutilizado para a digestdo das enzimas foi o
recomendado pelo fabricante com algumas modificacoes.

Para enzima Sall: 2pl de buffer 10X (60mM Tris-HCL (pH 7.9),
1.5M NaCl, 60mM MgCl, e 10mM DTT), 0,2 pl de BSA (0.1mg/ml), 5 pl
do amplificado, 1pl da enzima Sall e completado para 10ul com agua
MilliQ. Incubado por 1 hora a 37°C e submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% na voltagem constante de 120V.

Para a enzima Taql: 1 pl de buffer 10X (10mM Tris-HCL (pH 8.0),
SmM MgCl,, 100mM NaCl, 0.1mg/ml BSA), 5 pl do amplificado, 1ul da
enzima Taql e completado para 10ul com agua milliQ. Incubado a 65°C
por 1 hora, logo apos foi adicionado 0,4 pl de EDTA com o proposito de
parar a reacao e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%

ou em gel de agarose a 2,5% em voltagem constante de 120V.
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Para a enzima Sspl (Fast Digest): 1ul de buffer 10X , 5Sul do
amplificado, 1pl da enzima Sspl e completado com agua milliQ para
10pul. Foi incubado por 5 minutos a 37°C e submetido a eletroforese em
gel de agarose 1,7% na voltagem de 120V.

Para a enzima BseNI (Bsrl): 1pl de buffer 10X (10mM Tris-HCL
(pH 7.5), 10mM MgCl, 0.1mg/ml BSA), 5p do amplificado, 1pl da
enzima BseNI (Bsrl) e completado com agua milliQ para 10upl. Foi
incubado por 1 hora a 65°C e submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,5% na voltagem constante de 120V.

Os géis foram corados com brometo de etidio a 0,5pum/ml e

visualizados em luz ultravioleta (UV).

3.3.6 Clonagem dos fragmentos (ITS2)

Os produtos amplificados foram clonados utilizando-se o Kit TOPO
TA (Invitrogen), seguindo as normas do fabricante.

Para a ligacao utizou-se 4 pl de DNA, 1 pl de Salt Solution (1.2M
NaCl, 0.06M MgCly) e 1 ul de TOPO (vetor). Apos incubacdo por 15
minutos a temperatura ambiente, a mistura foi colocada em gelo.

Para a transformacao, 2 pl da ligacdo foi adicionado em 50 pl da

bactéria competente e mantido em gelo por 30 minutos seguidos de
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heat shock em banho maria por 30 segundos a 42 °C e mantido em gelo
novamente por 5 minutos. A seguir, adicionou-se 250 ul do meio de
cultura “SOC” (2% triptona, 0.5% extrado de levedura, 10 mM NaCl, 2.5
mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose) e a mistura foi
incubada em constante agitacao a 37°C por 1 hora com rotacao
constante de 100 rpm. O produto da transformacao foi plaqueado em
meio LB/agar com ampicilina a 100 pg/ml (LB/amp), IPTG 100 mM e X-
GAL 2% “overnight” a 37°C.

Todas as colonias brancas foram coletadas individualmente e
colocadas para crescer, novamente, “overnight” em 3 ml de meio liquido
LB/amp a 37 °C em agitacao constante.

A purificacdo do plasmideo deu-se através do kit GFX™ Micro
Plasmid Prep Kit (GE, antiga Amersham Pharmacia Biosciences)
respeitando — se o protocolo do fabricante.

Para a liberacao do fragmento clonado, foi utilizada a enzima
EcoRI (Invitrogen): 5 pl de DNA, 1 pl de buffer (50 mM Tris-HCI (p.H
7.2), 300 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 5 mM2-
mercaptoethanol, 500 pg/ml BSA, 50% (v/v)glicerol e 0.2% (w/v) Triton
X-100), 1 pl EcoRI e 3pl de agua milliQ. Incubado por 1 hora a 37 °C.

A visualizacao do inserto foi realizada por eletroforese em gel de

agarose a 1,5% em uma voltagem constante de 120v.
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Apods a visualizacao da banda desejada, o DNA foi mantido em

temperatura -20 °C até o preparo para a reacao de sequenciamento.

3.3.7 Seqiienciamento dos fragmentos (ITS2 e ND4),

Para o seqUienciamento dos fragmentos utilizou-se o Kit Big Dye
Terminator da Applied Biosystems, v.3.1.

Utilizou-se 2pl do fragmento clonado purificado, 1pl de primer
(kit TOPO), 3pul de tampao 5x, 1ul de Big Dye e foi completado para 15yl
com agua milliQ. A reacdo deu-se em 35 ciclos de 96°C por 45
segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos. Apos o término,
se necessario, a reacado pode ser conservada a 4°C ou entao seguir para
0 proximo passo.

Aos 15 pl da reacdo de sequienciamento foi adicionado 100 pl de
ETOH 100% + AcNa 3M, (2750ul de ETOH 100% gelado; 110pul de AcNa
3M). O produto foi “vortexado” rapidamente, mantido em gelo por 15
minutos e centrifugado a 4.000 rpm por 30 minutos em temperatura
ambiente. A seguir, o sobrenadante foi descartado e 200pul de ETOH
70% gelado foi adicionado. O produto foi centrifugado novamente por
30 minutos. Os tubos foram secos em centrifuga a vacuo a 200 atm,

armazenados a -20°C no escuro até a hora do sequiienciamento.
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Para o sequenciamento direto foi utilizado o mesmo protocolo do
sequienciamento — clone mas com primers para ITS2 CP16 (For) e CP17
(Rev) e para sequienciamento com o DNA mitocondrial foi o ND4for e
NDA4rev.

Para a realizacao do sequUenciamento, as amostras foram levadas
ao Servico de Sequenciamento de DNA no Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo - USP (SSDNA - IQUSP)

(http:/ /www?2.ig.usp.br/bioquimica/formulario/Sequienciamento/)

O alinhamento das sequiéncias obtidas foi realizado com o uso dos
programas ClustalW v.1.4 (Thompson et al., 1994) incluso no programa
Bioedit v7.0.5.3 (Hall, 1999). O refinamento da posicao dos nucleotideos

ocorreu de forma manual.


http://www2.iq.usp.br/bioquimica/formulario/Seqüenciamento/
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4. Resultados

4.1 Amostragem de insetos

Foram capturados e identificados 713 anofelineos sendo 248 An.

albitarsis s.1 e 465 An. triannulatus s.l.

4.2 Complexo Albitarsis

4.2.1 Amplificacao do fragmento do ITS2 para An. albitaris s.1

Foram amplificadas 105 amostras de An. albitarsis s.I. O tamanho

do fragmento do ITS2 dos espécimes variou de aproximadamente 500 a

600 pares de base (pb) e esta demonstrado na Figura 5.
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PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Figura 5: Perfil de amplificacao do fragmento do ITS2. Gel de agarose a 1,5%.
PM Ladder 100pb (Invitrogen); O1 - 10 An. albitarsis s.l.

Dos fragmentos amplificados, 94,28% (99/105) exibiram tamanho de

500 pb enquanto 5,71% (06/105) de 600 pb.

4.3 RFLP-ITS2.

Para se utilizar a técnica de RFLP, sequUéncias previamente
depositadas no GeneBank foram utilizadas. Estas estao depositadas sob

numero de acesso demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1. Espécies do Complexo Albitarsis e o nimero correspondente
junto ao GeneBank.

Espécie Numero acesso
An. albitarsis AY828321
An. albitarsis B AY828324
An. deaneorum AY828330
An. marajoara AY828328

4.3.1 Padrao de restricao.

As sequéncias acima foram submetidas ao programa “Restriction
Mapper” com exigéncias de apenas dois cortes para cada enzima. Na
tentativa de se separar as espécies do Complexo Albitarsis, as enzimas
Sspl, Sall e Taql foram utilizadas.

Notar que algumas enzimas foram utilizadas para digestao de
fragmentos de ITS2 (Sall e Taql enquanto outra foi utilizada para
digerir fragmentos de DNAmt (Sspl).

As enzimas que separam as espécies estdao discriminadas na

tabela 2:
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Tabela2. Discriminacao das enzimas utilizadas para cada espécie do

Complexo Albitarsis utilizando a técnica de RFLP.

Espécies

An. albitarsis

An. albitarsis B

An. marajoara

An.deaneorum

Enzima

Sspl*

Sall**

Taqgl**

* esta enzima digere fragmentos amplificados de DNAmt
** estas enzimas digerem fragmentos amplificados de DNAr.

4.3.2 Enzima Sall

Segundo as sequiéncias depositadas no GeneBank, a enzima Sall

(Promega) corta os fragmentos de ITS2 de An. marajoara na posicao

29pb. Foram testadas todas as 105 amostras de An. albitarsis s.1, sendo

que 100% das amostras nao cortaram na posicao 29 pb sugerindo que

as amostras nao correspondem a espécie An. maragjoara. (Figura 6).
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Figura 6: Perfil do corte da enzima Sall em gel de agarose 1,5% do Complexo
Albitarsis. PM Ladder de 100pb (Invitrogen); 01- 10: amostras de An. albitarsis
s.] que foram submetidas ao RFLP, 11: controle do perfil de amplificacdo do
ITS2. Amostra 07 nao amplificou

4.3.3 Enzima Tagql

Utilizou-se a enzima Taql (Fermentas) para o sitio de restricao
que corta, segundo sequéncias depositadas no GeneBank, An.
deaneorum nas posicoes 78pb e 341pb. Foram testadas todas as 105
amostras de An. albitarsis s.l.

Para melhor visualizacdao do fragmento de 78pb, foi utilizado o
gel de poliacrilamida a 10% corado com brometo de etidio em 3
amostras. O resultado nao foi satisfatorio. As bandas de mais ou menos

100pb ficaram fracas dificultando a visualizacdo das mesmas (Figura

7).
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PM 100pb 01

Figura 7: Gel de poliacrilamida a 10%, corado com brometo de etidio,
mostrando o padrao de corte da enzima Tagl no Complexo Albitarsis. PM:
Ladder 100pb (Invitrogen); .01- 03 An. albitarsis s.1. A amostra 01 nao cortou.
PM - Padrao de peso molecular; Ladder 100 pb e 50pb (Invitrogen).

Sendo assim, testou-se a digestdo com esta enzima em mais S5
amostras, visualizando-as em gel de agarose a 2,5%. O resultado foi
satisfatorio. Utilizou-se este gel para as demais digestdes com Tagql

(Figura 8).
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Figura 8: Gel de agarose a 2,5% mostrando o padrao de corte da enzima Tagl
PM - Padrao de peso molecular — Ladder de 100pb e 50 pb (Invitrogen);.01 —
05 amostras de An. albitarsis s.1

Das 105 amostras testadas, 62,85% (66/105) foram digeridas em 2
regioes sugerindo serem estes espécimes An. deaneorum (figura 8). As
demais amostras 37,14% (39/105) demonstraram padroes diferentes do
esperado, podendo sugerir serem An. albitarsis B ou albitarsis s.s.

(Figura 9).
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Figura 9: Gel de agarose a 2,5% amostras que cortaram diferente do esperado
com a enzima Tagl. PM - Padrao de peso molecular — Ladder de 100pb
(Invitrogen); 01 — 05 amostras de An. albitarsis s.l.

4.4 Padronizacao da temperatura de “annealing” para DNAmt.

Padronizou-se a PCR para a amplificacao dos genes mitocondriais,
visto que os primers utilizados foram desenhados para amplificacdo de
outros organismos. Para tanto, um gradiente de amplificacao de 48,1°C
a 50,2 °C foi utilizado a fim de se verificar qual a temperatura de

“annealing” ideal para a amplificacao do gene ND4 em anofelineos.
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Figura 10: Perfil de amplificacdo com gradiente para temperatura de
“annealing”. Amostra 01 temp. 48,1°C; amostra 02 temp. 48,6°C ; amostra 03
temp. 49,1°C; amostra 04 temp. 49,6°C; amostra 05 temp. 50,2°C. PM -
Padrao de peso molecular — Ladder 100pb (Invitrogen).

Foi utilizada a temperatura de “annealing” de 48,1°C por

apresentar uma banda forte e bem definida de DNAmt. (figura 10).

4.5 Amplificacao do fragmento do ND4.

Das 39 amostras de An. albitarsis s.l restantes, conseguiu-se
amplificar 25. Estas apresentaram fragmento de 400 pb, como mostra

na figura 11.
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Figura 11: Padrao de amplificacdo do gene ND4. Gel de agarose 1,5%. PM
(Ladder 100pb (Invitrogen)). 01- 09 amostras positivas de An. albitarsis s.l.

4.6 RFLP-ND4

4.6.1 Enzima Sspl

As amostras amplificadas foram digeridas com a enzima Sspl
que, segundo sequéncias depositadas no GeneBank, digerem o gene
ND4 na posicao 290 pb identificando-o como An. albitarsis B. Verificou-

se que a enzima nao encontrou sitio de restricao, sugerindo que estas
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amostras nao pertencem a espécie An. albitarsis B e sim An. albitarsis

s.s. (Figura 12).

Figura 12: Gel de agarose a 1.5% mostrando o padrao de corte da enzima Sspl
(Fast Digest). PM — Ladder 100pb (Invitrogen). 01 — 09 amostras de An.
albitarsis s.1

4.7 Clonagem e seqiienciamento de ITS2

Amostras de ITS2 de 2 espécimes foram clonadas. De cada
espécime, 3 clones foram sequienciados, sendo que de um espécime

apenas 1 clone obteve-se bom resultado no sequienciamento (clone 9B).
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Do outro espécime, os 3 clones mostraram bons resultados (2A,
2B e 2C). Estes clones apresentaram substituicoes neutras, A/G ou
T/C, 4 e 2 substituicoes respectivamente.

Estes clones foram alinhados as sequiiéncias depositadas por Li e
Wilkerson (2006), numero de acesso AY828330. O alinhamento com
estas seqUéncias, correspondentes ao An. deaneorum e os sitios
correspondentes a enzima de restricao Tagql estdo discriminados no
anexo A.

Ao submeter estas sequéncias no GeneBank, notou-se, que a
similaridade foi maior com aquelas de numero de acesso AF462386
(Marrelli et al., 2005) identificadas como An. albitarsis s.l.

Foram realizados também seqUenciamentos diretos de 62
amostras de amplificados de ITS2 de An. albitarsis s.l.

Amostras de ITS2 que variaram no tamanho de seus fragmentos
também foram seqUenciadas. Duas amostras de 500pb e duas de
600pb (Fig. 05, item 4.2.1) foram ensaiadas a fim de se elucidar as
diferencas de tamanhos.

As duas sequéncias possuem alguns indels, indicando
polimorfismos intragenoémicos.

As amostras que por meio do PCR-RFLP foram identificadas como

sendo An. deaneorum também foram sequenciadas e mostraram o
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resultado de 96% An. albitarsis s.1 e 94% An. deaneorum, corroborando
com os resultados obtidos dos clones.

Embora algumas amostras nao demonstrassem padrao de corte
especifico para An. deaneorum (fig. 09, item 4.3.3), verificou-se, ao se
comparar suas sequUéncias com as ja existentes no GeneBank, serem
estas similares a An. albitarsis s.l e An. deaneorum exibindo identidade

de 96% e 94% com estas espécies respectivamente.

4.8 Seqiienciamento para ND4.

Das amostras de DNAmt amplificadas, 14 foram sequienciadas e

todas mostraram possuir similaridade de aproximadamente 98% com

An. albitarsis B. de Wilkerson et al., (2005) vide anexo C.

4.9 Complexo Triannulatus

4.9.1 Amplificacao do fragmento de ITS2 para An. triannulatus s.1

O tamanho do fragmento do ITS2 dos espécimes variou de

aproximadamente 500 a 600 pares de base (pb).
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Foram amplificadas 247 amostras de An. triannualtus s.1. O padrao

de bandas dos fragmentos amplificados esta demonstrado na Figura 13.

Figura 13: Perfil de amplificacao do fragmento do ITS2, gel de agarose 1,5%.
Diferenca dos tamanhos de fragmentos. PM — Ladder 100pb (Invitrogen); 01 —
15 An. triannulatus.

Das amostras amplificadas de An. triannulatus, 11,33% espécimes

apresentaram fragmentos de 500 pb (28/247) e 88,66% (219/247) 600

pb.
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4.10 RFLP para Complexo Triannulatus

As sequéncias abaixo, pertencentes ao An. triannulatus, foram
depositadas no GeneBank sob numero de acesso descritos na Tabela 3,

abaixo.

Tabela 3: Discriminacao da espécie e o numero de acesso junto ao
Genebank

Espécie Namero acesso
An. triannulatus U92331
An. triannulatus AF462377

4.10.1 Padrao de restricao

As sequéncias do item anterior foram submetidas ao programa
“Restriction Mapper” com exigéncias de apenas dois cortes para cada
enzima. A partir deste programa procurou-se uma enzima que pudesse
ser utilizada para mostrar possiveis polimorfismos entre as espécies de

An. triannulatus s.l.
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4.10.2 Enzima BseNI (Bsrl)

Para observar-se possiveis polimorfismos entre as espécies, a
partir de sequiiéncias depositadas no GeneBank, foi utilizada a enzima
BseNI (Bsrl) (Fermentas).

Esta enzima digere as sequéncias de ITS 2 na posicao 196 pb da
espécie depositada sob o numero de acesso U92331 enquanto que a de

numero de acesso AF462377 corta na posicao 290 pb.

Foram digeridas todas as 247 amostras de An. triannulatus s.l.

Figura 14: Perfil de corte da enzima Bsrl em gel de agarose 1,5% do
Complexo Triannulatus. PM - Ladder de 50 pb e 100 pb (Invitrogen); 01 — 07
amostras de An. triannulatus que foram submetidos ao RFLP.
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Das 247 amostras testadas, 11,33% (29/247) demonstraram
perfil de 2 bandas (U92331), a maior com aproximadamente 300pb e a
menor com aproximadamente 250pb (espécies 03 e 05, figura 14),
88,25% espécies demonstraram apenas 1 sitio de restricao (AF462377)

(fragmento de 300pb), observar a espécie 01 da figura 14.

4.11 Clonagem

Foram clonadas amostras de 2 espécimes que demonstraram, por
meio do RFLP, polimorfismos, sendo que de cada amostra 3 clones
foram sequienciados. Conseguiu-se sequiiénciar 3 clones de uma espécie

e 2 de outra perfazendo um total de 5 clones (4A, 4B, 4C, 3A e 3C).

4.12 Seqiienciamento

Como nem todos os clones resultaram em sequenciamentos
completos, alguns foram seqlienciados parcialmente, exibimos apenas 2
sequéncias que foram comparadas aquelas depositadas no GeneBank
(vide anexo B). Estes dois estao similares as sequéncias de numero de

acesso U92331. Embora nao tenhamos mostrado, um dos exemplares
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exibiu polimorfismo intragenomico possuindo sequiéncias similares as
duas depositadas no GeneBank.

Foram também realizados sequenciamentos diretos de 10
amostras. Todas demonstraram similaridade de até 92% com as
amostras depositadas no GeneBank de An. triannulatus.

Amostras de tamanhos diferentes com 500pb e 600pb (Fig. 13,
item 4.9.1) também foram sequenciadas e observou-se que existem
alguns indels, indicando que sao polimorficas. Este polimorfismo foi

demonstrado claramente por meio da analise realizada por PCR-RFLP.
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5. Discussao

Apesar dos esforcos para controlar a doenca, os casos de malaria
continuam crescendo entre populacdées rurais e urbanas. Segundo a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), estima-se que cerca de 300 a
500 milhoes de pessoas sejam infectadas pelo parasita a cada ano nos
tropicos. No Brasil, os casos notificados concentram-se na regiao
Amazonica como consequéncia do influxo imigratorio para as regioes
malarigenas (Voorhan et al., 1993).

A malaria € uma doenca que tem por agentes etiologicos
protozoarios, transmitidos por mosquitos infectados do género
Anopheles, sendo esse género o maior da familia Culicidae.
Aproximadamente 45 espécies sao responsaveis pela transmissao do
parasito (Forattini, 2002) e muitas dessas espécies pertencem a um
grupo de dificil identificacdo morfolégica por meio de chaves
entomologicas, as espécies cripticas (Black IV e Munstermann, 1996).

Por isto, levantamentos entomologicos em areas de transicdo sao
recomendados. O conhecimento das espécies existentes auxilia no
entendimento da doenca, possibilitando a correlacao de certas espécies
com os reservatorios e também com relacdo a sua capacidade e

competéncia vetorial.
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A regidao onde foi construida a Usina Hidrelétrica de Porto
Primavera é uma area de transicdo por ser passagem constante de
trabalhadores rurais, caminhoneiros, pescadores etc. Por essa area ter
sido modificada, a preocupacao com o aparecimento de casos de malaria
autoctone na regidao foi aumentada ja que foram descritos vetores
secundarios e/ou em potencial.

Capturaram-se, nessa regidao, amostras das espécies de An.
albitarsis s.l e An. triannulatus s.l, ambas consideradas como complexo
de espécies cripticas.

O Complexo Albitarsis € composto por 4 espécies: An. albitarsis
s.s, An. albitarsis B, An. deaneorum e An. marajoara. Com excecao da
espécie An. marajoara, cuja distribuicdo € mais restrita as areas
litoraneas do pais, todas as outras sao encontradas na regido centro
oeste do pais e convivem em simpatria (Forattini, 2002).

A distincdo morfologica entre as espécies € muito sutil; de acordo
com Forattini (2002) na forma larvaria, as espécies An. marajoara e An.
albitarsis s.s, nao se separam e possuem a cerda 3-C aciculada
enquanto a espécie An. deaneorum possui a cerda 3-C distalmente
penada.

Na forma adulta, as fémeas de An. marajoara e An. albitarsis s.s,
também nao se separam e possuem tufos posteros laterais de escamas a

partir do III segmento abdominal enquanto An. deaneorum possue tufos
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posteros laterais de escamas a partir do IV ou V segmento abdominal. A
separacao entre An. marajoara e An. albitarsis s.s da-se somente por
meio da genitalia masculina, porém, a espécie An. albitarsis s.s fica na
chave entomologica, junto ao An. deaneorum e ambos possuem o
claspete ventral (cv) com apice arredondado, dando a estrutura contorno
um tanto triangular ou conico enquanto o claspete ventral da espécie
An. marajoara tem o apice truncado dando a estrutura um contorno
trapezoidal.

Para a identificacao adequada desse complexo se torna necessario
obter todas as formas do ciclo de desenvolvimento, tal procedimento
nem sempre € definitivo se as espécies estdao distribuidas na mesma
area de investigacao.

Desde 1920 mais particularmente 1940, o An. triannulatus €
considerado um complexo de espécies cripticas pelas variacoes
morfologicas detectadas em adultos e no estagio imaturo, especialmente
no Brasil (Rosa-Freitas et al, 1998).

O Complexo Triannulatus € composto por 3 espécies que sao An.
triannulatus s.s, An. halophylus e An. triannulatus C (Silva-do-
Nascimento et al., 2006).

O An. halophylus tem preferéncia por criadouros de agua salobra

diferentemente do An. triannulatus s.s que seus criadouros sao de agua
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doce e limpa. O habitat larval de An. triannulatus C € ainda
desconhecido (Silva-do-Nascimento e Lourenco-se-Oliveira, 2007).

Tanto a espécie An. halophylus quanto An. triannulatus sao
exofilicos e zoofilicos, porém Silva-do-Nascimento e Lourenco-de-Oliveira
(2002) constatou que An. halophylus possui uma tendéncia maior a
zoofilia, pois, no periodo crepuscular, fémeas de An. halophylus foram
capturadas 10 vezes mais em cavalos do que fémeas de An. triannulatus.

A diferenca morfologica entre An. triannulatus e An. halophylus €
muito sutil, segundo Silva-do-Nascimento e Lourenco-de-Oliveira (2002),
essa diferenca ocorre na genitalia do macho, formas do espiraculo da
larva de 4° estadio e aspectos gerais dos ovos.

Na genitalia do macho, An. halophylus pode ser distinguida pela
forma do lobo ventral do claspete, especialmente pelas formas do lobo
apicolaterais que sao amplos diferente do An. triannulatus. Na fase
larval, a larva de An. halophylus tem a “seta” 1-P estreita com ramos
filiformes, os bracos laterais da placa mediana do aparelho espiracular
sao ausentes enquanto para An. triannulatus a “seta” 1-P tem folhetos
lanceolados, os bracos laterais da placa mediana do aparelho
espiracular sao bem desenvolvidos.

Um dos principais problemas foi achar, na literatura, definicoes
para a espécie An. triannulatus C e diferencia-la de An. halophylus visto

que ambas sao muito semelhantes.
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Em vista dessa problematica acerca da identificacao morfologica e
associado ao fato dessas 3 espécies conviverem em simpatria, o apoio
metodologico por meio de técnicas moleculares na diferenciacao dessas
espécies foi cogitado.

Bicudo de Paula e Gomes (2007) descreveram a fauna de
culicideos na regiao da Usina Hidrelética antes do primeiro enchimento
da represa., entre os anos 1997 e 1998. Entre os anofelineos capturados
estao: An. triannulatus, An. albitarsis, An. braziliensis, An. peryassui, An.
deaneorum, An. darlingi, An. galvaoi, An. evansae/galvaoi, An.
rondoni/strodei, An. evansae, An. rondoni, An. strodei e An.
albitarsis/deaneorum. Destas espécies, o mais predominante foi An.
triannulatus.

Em meados da década de 80 foram registrados surtos de malaria
autoctone na regiao de Panorama, as margens do rio Parana.
Constatou-se que as pessoas infectadas exerceram alguma atividade
relacionada com o corrego das Marrecas, local em que foram
encontrados exemplares de An. darlingi (Andrade et al, 1986). Na
hipotese do surgimento da doenca, os municipios de Presidente Epitacio
(SP) e Bataguasu (MS) ficaram em alerta pois esses municipios sao
considerados vulneraveis funcionando como importante rota de
caminhoneiros e trabalhadores provenientes de estados amazonicos as

regioes Sul e Sudeste do pais.
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Os mosquitos deste projeto foram coletados na fazenda Santa
Encarnacao, municipio de Santa Rita do Pardo, Mato Grosso do Sul.

Foram coletados 713 anofelineos sendo 248 An. albitarsis s.l
(34,78%) e 465 An. triannulatus s.l. (65,21%). Conseguimos amplificar
para ITS2 105 amostras de An. albitarsis s.1 (42,33%) e 247 de An.
triannulatus s.1. (53,11%).

O objetivo deste projeto foi o de identificar e separar, por meio de
técnicas moleculares tais como a amplificacdo de espacadores do DNA
ribossomico, ITS2 e no caso de An. albitarsis s.l., de genes mitocondriais
(ND4), anofelineos componentes do Complexo Albitarsis e Triannulatus.
A utilizacdo do PCR-RFLP baseados em dados ja publicados tornou-se
ferramenta indispensavel para esta diferenciacdo. Primeiramente,
procuramos seqUéncias cujos trabalhos foram publicados e de onde
pudéssemos saber a procedéncia dos mesmos (Li e Wilkerson, 2006). A
partir dai, a fim de separar as espécies dentro dos complexos,
examinamos as sequUéncias para a existéncia de sitios de enzimas de
restricao.

Observamos diferencas nos tamanhos de ITS2 para ambas as
espécies. Os tamanhos variaram entre 500 e 600pb e algumas dessas
amostras foram sequienciadas.

Li e Wilkerson (2006) tentaram construir arvores filogenéticas

entre as espécies do Complexo Albitarsis utilizando seqUéncias
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amplificadas de ITS2 e citocromo oxidase I (COI). Os espécimes
utilizados neste trabalho foram capturados no Brasil; An. albitarsis do
Estado do Parana; An. albitarsis B do Ceara; An. marajoara do
Amazonas e An. deaneorum de Rondonia.

Em nosso estudo, a separacao das espécies do Complexo
Albitarsis foi realizada por meio da técnica de ITS2-RFLP. Verificamos
que a utilizacao de marcadores moleculares para DNAr resolveu em
parte a identificacdo dos mosquitos deste complexo. Entao, tivemos a
idéia de utilizar dois marcadores, um de DNAr e outro de DNAmt.
Aqueles espécimes que nao foram separados por meio de DNAr tiveram
seu DNA amplificado para o gene ND4 do DNAmt.

Ja o Complexo Triannulatus foi resolvido por meio do estudo do

polimorfismo das espécies envolvidas dado em RFLP-ITS2.

5.1 Complexo Albitarsis

Para tentar separar as espécies do Complexo Albitarsis foi
utilizado a técnica de ITS2-RFLP. Foram escolhidas 4 sequéncias, uma
para cada espécie do complexo a partir do trabalho de Li e Wilkerson

(2006).
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Por meio dessas sequUéncias foram obtidos os sitios para as
enzimas: Sall; digere seqUiéncias existentes somente na espécie An.
marajoara. Outra enzima, a Taql foi utilizada para digerir sequiéncias
existentes apenas na espécie An. deaneorum. Observamos que nao ha
enzima de restricdo capaz de distinguir as espécies An. albitarsis s.s €
An. albitarsis B por meio das sequéncias de ITS2. Sendo assim,
decidimos utilizar o gene ND4 do DNAmt. Para a obtencao dos sitios
capazes de diferenciar as espécies An. albitarsis s.s e An. albitarsis B
foram utilizadas as sequiéncias do trabalho de Wilkerson et al., (2005).

Wilkerson et al., (2005) por meio de analises filogenéticas
observaram como as espécies do complexo relacionam-se entre si,
utilizando marcadores moleculares deduzidos de RAPD para as
sequiéncias de ITS2 e D2 (expansao da subunidade 28S) e sequéncia
parcial de genes mitocondriais ND4 e COI. Como resultado, por meio da
arvore filogenética, as espécies An. albitarsis s.s e An. albitarsis B sao
mais proximas demonstrando que sao espécies ambiguas. Esses dados
corroboram com resultados obtidos por outros autores como Lehr et al.,
(2005) e por nos onde, com a técnica de RFLP nao foi possivel a
separacao das espécies. Porém Merritt et al., (2005) utilizando o gene
White obteve uma topologia diferente colocando An. marajoara como a
espécie mais proxima de An. albitarsis B e An. albitarsis s.s como

espécie irma de An. deaneorum.
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A técnica de PCR-RFLP, em alguns casos, mostrou-se de utilidade
na diferenciacao de espécies cripticas. Calado e Navarro-Silva (2005)
conseguiram fazer a separacao das espécies de An. (Kerteszia) cruzii de
An. (Kerteszia) homunculus por meio desta técnica utilizando sequiéncias
do ITS2, os autores utilizaram 2 enzimas de restricdo, uma para cada
espécie, o que produziu perfis de clivagem espécie-especifica permitindo
uma pronta identificacdo dos mosquitos analisados.

Diferentemente do trabalho de Calado e Navarro-Silva (2005),
tivemos dificuldade em encontrar enzimas que cortassem as sequéncias
de ITS2 de todos os anofelineos do Complexo Albitarsis e que estes
pudessem ser distinguidos por espécies. Uma alternativa a este
problema foi a utilizacdo de outros marcadores para que esta
problematica fosse solucionada. Portanto, apos testarmos todas as
amostras com a enzima Tagl, aquelas que apresentaram um padrao de
corte diferente do esperando foram submetidas a amplificacdo do gene
ND4 para a separacao das espécies An. albitarsis s.s e An. albitarsis B.

Infelizmente nao conseguimos amplificar para o gene ND4, todas
as amostras que nao foram digeridas pela enzima Taql e que
provavelmente pertencem a espécies An. albitarsis s.s e An. albitarsis B.
A maioria das reacoes sairam contaminadas, efetuamos a troca dos Kkits,
primers, higienizacao da sala de PCR, troca de ponteiras, pipetas mas o

resultado nao foi animador.
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As poucas amostras amplificadas foram digeridas com a enzima
de restricao Sspl, e os resultados enzimaticos resultaram em An.
albitarsis s.s.

O método de RFLP para separacao das espécies do Complexo
Albitarsis nao foi muito preciso. Em alguns casos, algumas bandas
inespecificas foram geradas, dificultando a leitura dos géis. Essas
amostras que tiveram bandas inespecificas, como algumas que foram
identificadas por RFLP, foram enviadas para seqUenciamento a fim de
elucidar e mesmo comprovar os resultados obtidos por meio desta
técnica. Essa dificuldade em separar as espécies por RFLP demonstra
como esse complexo € intimamente relacionado, as espécies que o
compoem sao muito préoximas e que determinada técnica utilizada as

vezes nao € o bastante para separa-los.

5.2 Complexo Triannulatus

Para a distincao das espécies componentes do Complexo
Triannulatus, utilizamos 2 seqUéncias depositadas no GeneBank por
Marrelli et al.,, (2005) e Danoff-Burg e Conn (1997) (trabalho néo
publicado) ambas para An. triannulatus. A enzima utilizada, BseNI (Bsrl),

reconhece um sitio de restricao nas 2 sequéncias e que resulta em
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fragmentos diferentes. Verificamos que os mosquitos da regidao de Porto
Primavera sao polimorficos exibindo padrao de ITS2 idénticos a ambas
as sequéncias depositadas no Genebank em proporcoes de 88,3% e
11,3% respectivamente para AF462377 (Marrelli et al., 2005) e U92331
(Danoff-Burg e Conn, 1997). Em alguns casos, verificamos que clones de
um mesmo individuo exibiu sequiéncias similares as duas sequéncias
depositadas no GeneBank (dados nao mostrados). Este resultado pode
ser explicado pelo fato de se estar trabalhando com uma familia
multigénica cujos genes estao sujeitos a evolucao em concerto, isto €, o
crossing-over ocorre de maneira desigual, mudando o tamanho dos
fragmentos. Sendo assim, variacoes intragenomicas sdo esperadas e este
fato s6 pode ser evidenciado apods clonagem na qual observa-se a
presenca de seqiiéncias majoritarias e minoritarias.

Procuramos saber a procedéncia das sequéncias depositadas no
GeneBank e verificamos que as de Marrelli et al. (2005) procedem do
estado de Rondonia enquanto que as de Danoff-Burg e Conn (1997),
procedem dos estados da Bahia e Para (comunicacao pessoal). Verifica-
se portanto que na regiao de Mato Grosso do Sul, proximo a Usina de
Porto Primavera, encontram-se mosquitos com sequéncias de ITS2
semelhantes aos trés estados. Nao sabemos se por ser esta regiao de
transicao, os dois tipos de sequiéncias foram encontradas ou se dada a

pouca amostragem relatada por Marrelli et al. (2005) e Danoff-Burg e
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Conn (1997), 2 e 4 exemplares respectivamente, estes autores nao
encontraram as demais sequiéncias.

No trabalho de Silva-do-Nascimento et al., (2006) os autores
separaram espécies do Complexo Triannulatus utilizando técnicas de
aloenzimas e RAPD. Somente uma aloenzima foi capaz de separar as
espécies enquanto que o resultado baseado em um dendrograma
montado a partir de RAPD, separou a arvore em 3 clusters com somente
uma raiz para 2 espécies, An. halophylus e An. triannulatus C,
demonstrando que essas 2 espécies sao muito proximas.

Em nossa amostragem, nao pudemos concluir se as outras
espécies componentes do Complexo Triannulatus estao presentes visto
que, sob o ponto de vista molecular, ndo ha informacao disponivel na
literatura. Porém, sob o aspecto ecologico, € pouco provavel as demais
espécies serem encontradas nas regioes de nosso estudo. Acreditamos
que estes anofelineos apresentam sequiéncias polimoérficas ndo havendo
outras espécies envolvidas, pois quando foi realizada a identificacao de
larvas e genitalias de machos, capturados na mesma regiao todas

resultaram em An. triannulatus s.s.

5.3 A problematica molecular e o Complexo Albitarsis.

Pelos resultados advindos de PCR-RFLP, as espécies de An.

albitarsis s.l encontradas na area da usina Hidrelétrica de Porto
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Primavera foram identificadas como An. deaneorum e An. albitarsis s.s.
Verifica-se que em ITS2-RFLP, 63% da amostragem foi identificada como
sendo An. deaneorum e quando se faz ND4-RFLP o restante da
amostragem foi identificada como An. albitarsis s.s.. Quando se depara
com a distribuicdo das espécies do Complexo Albitarsis descrita por
Forattini (2002), o encontro de An. deaneorum e a auséncia de An.
marajoara nestas localidades torna-se coerente.

Apdés a identificacdo molecular dos anofelineos de ambos os
complexos, alguns foram sequienciados, a fim de serem confirmados com
as sequéncias depositadas no GeneBank.

As sequéncias de ITS2 dos anofelineos do Complexo Albitarsis
foram comparados aqueles depositados no GeneBank e verificou-se que
estas foram similares as de An. albitarsis s.l (os autores nao diferenciam
a espécie) e An. deaneorum. As sequUéncias de An. albitarsis s.l provém
de dois estados, Acre e Rondoénia, enquanto as de An. deaneorum sao
originarias de mosquitos capturados do Acre. Nossos clones também
possuem similaridade parcial com sequéncias de An. marajoara
originarias da Colémbia e Bolivia.

Nota-se, porém, que a porcentagem de identidade de todos os
anofelineos nao foi de 100%, resultando similaridades que variaram de
94% a 98% portanto ha variacdo intragenomica entre os clones.

Independente destes resultados, o padrao RFLP foi suficiente para
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diferenciar An. deaneorum dos demais anofelineos componentes deste
Complexo.

Observou-se que o padrao de RFLP nao foi capaz de diferenciar as
espécies An. albitarsis s.s. € An. albitarsis B por meio do gene ND4 do
DNAmt. Enquanto os resultados de RFLP nos mostraram que os
mosquitos pertenciam a espécie An. albitarsis s.s., 0 sequenciamento
dos clones mostraram que estes pertenciam a espécie An. albitarsis B.

Verificamos também que as sequéncias depositadas nao
pertencem a mesma area em que os nossos espécimes foram capturados
e que muitas destas foram seqUenciadas a partir de apenas 1 ou 2
espécimes capturados em campo, sem a realizacao de F1.

Alertamos para a dificuldade de se identificar morfologicamente
estes mosquitos visto que muitas das espécies cripticas sao
identificadas por caracteres da genitalia masculina ou em sua fase
larval. Os espécimes deste estudo sao fémeas capturadas em armadilhas
tipo CDC . Este tipo de armadilha pode ser prejudicial ao mosquito visto
que este pode perder algumas escamas e ser danificado refletindo na
identificacao morfologica que por sua vez, refletira na identificacao
molecular. A partir destes resultados e de outros ja reportados em
literatura, torna-se crucial que geracoes F1 sejam realizadas para que

sequéncias confiaveis sejam depositadas nos bancos de dados.
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Marrelli et al, (2006) fizeram uma revisao critica sobre as
sequéncias depositadas no GeneBank e os cuidados que devem ser
tomados. Infelizmente a maioria das publicacoes sobre as sequéncias
nao fornecem indicacoes de F1 ou de irmaos que possam, no futuro,
resultar em informacoes disponiveis, portanto seqiiéncias questionaveis
nao podem ser reavaliadas ou corrigidas. Marrelli et al., (2006) propoem
que as espécies submetidas ao seqUenciamento tenham sido geradas a
partir de F1, extrair o DNA e guardar alguns irmaos para verificacao
futura, aumentar o numero de espécies capturadas em campo e a
variabilidade de locais. Além do mais, variacoes intragenomicas podem
ocorrer € nessas circunstancias o sequenciamento direto pode ser
enganador sendo necessario recorrer a clonagem.

Wilkerson et al., (2005) discutem alguns trabalhos realizados com
anofelineos do Complexo Gambiae e sugerem que talvez metodologia
semelhante a que foi utilizada para este complexo possa auxiliar na
resolucao de identificacao dos anofelineos do Complexo Albitarsis. Uma
das discussoes diz respeito as sequUéncias utilizadas na construcao de
arvores filogenéticas. Uma conclusao tomada pelos autores e por outros
(Besansky et al.,, 2003) € que a adocao de uma analise locus por locus
ao invés de uma “abordagem total” (“total evidence”) para a construcao
de analises filogenéticas de complexos de espécies cripticas poderia

minimizar o risco de resultados erroneos.
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Utilizar outros marcadores moleculares pode ser uma saida, uma
vez o DNA extraido, uma riqueza de informacoes podem ser geradas a
partir de outros marcadores (locus por locus) como COI, COII, ITS1,
ND4, RAPD, RFLP e também microssatélites.

A taxonomia molecular € de extrema importancia e os marcadores
moleculares podem auxiliar na identificacao de espécies cripticas, mas

nao substituem a taxonomia tradicional.
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6. Conclusoes

1- Identificacao de anofelineos do Complexo Albitarsis da regidao de Porto
Primavera por meio de RFLP-ITS2 mostrou que 62,85 % dos anofelineos

pertencem a espécie An. deaneorum.

2- Gene ND4 do DNA mitocondrial nao se mostrou ferramenta 1util na

diferenciacao de An. albitarsis e An. albitarsis B.

3- A identificacdo por meio de ITS2 mostrou polimorfismos

intragendémicos em anofelinos do Complexo Triannulatus.

4- As técnicas moleculares confirmaram as observacdes morfologicas e
ecologicas identificando os anofelineos do Compexo Triannulatus como

sendo An. triannulatus s.s.



7- Anexos

Anexo A

9B
2B
AF462386
AY828330

9B
2B
AF462386
AY828330

9B
2B
AF462386
AY828330

9B
2B
AF462386
AY828330

—ACATTCACCGCAGAACCAACTAGCGAGACCGTCGA--GAGGCGGCTTTGCTGTGTACTG
CACATTCACCGCAGAACCAACTAGCGAGACCGTCGA--GAGGCGGCTTTGCTGTGTACTG
—-—-—-ATTCACCGCAGAACCAACTAGCGAGACCGTCGA--GAGGCGGCTTTGCTGTGTACTG
—-——-ATTCACCGCAGAACCAACTAGCGAGACCGCCGACCGAGGCGGCTTTGCTGTGTACTG

###*****************************#***##**********************

ATGATTTGATAGACCCCGTGICGATCAAGCATTGAAGGACTGTGGCGTGGTGGGTGCACC
ATGATTTGATAGACCCCGTGCCGATCAAGCATTGAAGGACTGTGGCGTGGTGGGTGCACC
ATGATTTGATAGACCCCGTGICGATCAAGCATTGAAGGACTGTGGCGTGGTGGGTGCACC
ATGATTTGATAGACCCCGTGIICGATCAAGCATTGAAGGACTGTGGCGTGGTGGGTGCACC

********************#***************************************

GCGTGTGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCTCTCTGGTATCACAGCTGGAGCGGGCTATC
GTGTGTGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCTCTCTGGTATCACAGCTGGAGCGGGCTATC
GTGTGTGGTCGTTGCTTAATACGACTCTCTCTGGTATCACAGCTGGAGCGGGCTATCATC
GTGTGTGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCTCTCTGGTATCACAGCTGGAGCGGGCTATC

*#**********************************************************

CAGTCACAATCCCCAGCGACCTGTGCAGATATGGTAGCCCCGATGTGAAGGACACCACCT
CAGTCACAATCCCCAGCGACCTGTGCAGATATGGTAGCCCCGATGTGAAGGACACCACCT
CAGTCACAATCCCCAGCGACCTGTGCAGATATGGTAGCCCCGATGTGAAGGACACCACCT
CAGTCACAATCCCCAGCGACCTGTGCAGATATGGTAGCCCCGATGTGAAGGACACCACCT

R e e A AR g A I b b b b S dh I g g S I b b b i S dh dh A S S b b b b i b dh I AR A 2 b b b i i d dh IR G I I b b b i S b g Y
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9B
2B
AF462386
AY828330

9B
2B
AF462386
AY828330

TCCTCAAAACCAGCTTGAGCAACCAACTTGGGAGAGAGAGAGAGACTGAACGTACCCTGA
TCCTCAAAACCAGCTTGAGCAACCAACTTGGGAGAGAGAGAGAGACTGAACGTACCCTGA
TCCTCAAAACCAGCTTGAGCAACCAACTTGGGAGAGAGAGAGAGACTGAACGTACCCTGA
TCCTCAAAGCCAGCTTGAGCCACCAACTTGGGAGAGAGAGAGA--CTGAACGTACCCTGA

********#***********#**********************##***************

AGCAACGTGCACACGGACAACGAGTGCAGTCAAGAGCGCGCACGATCGAACCGATCACAA
AGCAACGTGCACACGGACAACGAGTGCAGTCAAGAGCGCGCACGATCGAACCGATCACAA
AGCAACGTGCACACGGACAACGAGTGCAGTCAAGAGCGCGCACGATCGAACCGATCACAA
AGCAACGTGCACACGGACGACGAGTGCAGTCAAGAGCGCGCACGATCGAACCGATCACAA

******************#*****************************************

Alinhamento das seqiiéncias de ITS2 de 2 clones de An. deaneorum, por meio do programa Clustal,

comparadas com seqUiéncias ja depositadas no GeneBank e o destaque para onde a enzima Taql

possui os sitios de restricao.

9B e 2B - Clones de An. deaneorum; AY828330 (Li e Wilkerson, 2006) e AF462386 (Marrelli et al., 2005)

*= sequéncias idénticas

#= diferencas entre seqiiéncias
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Anexo B

3A
U92331
AF462377
4A

3A
U92331
AF462377
4A

3A
U92331
AF462377
4A

3A
U92331
AF462377
4A

3A
U92331
AF462377
4A

—————— CACCGCAGAACCAACTAGCGAGGTCGTCGGCTGGGTCCCCACGCGGGGLCCTGTC
—————— CACCGCAGAACCAACTAGCGAGGTCGTCGGCTGGGTCCCCACGCGGGGCCTGTC
CACATTCACCGCAGAACCAACTAGCGAGGTCGTCGGCTGGGTCCCCACGCGGGGLCTGLC
—ACATTCACCGCAGAACCAACTAGCGAGGTCGTCGGCTGGGTCCCCACGCGGGGCCTGCC

######****************************************************#*

GCGGCTTAGCTGCGTACTGATGAGTTGATTGACGCCGTCAAACGCGTGTGATCAAGCATT
GCGGCTTAGCTGCGTACTGATGAGTTGATTGACGCCGTCAAACGCGTGTGATCAAGCATT
GCGGCTTAGCTGCGTACTGATGAGTTGATTGACGCCGTCAAACGCGTGTGATCAAGCATT
GCGGCTTAGCTGCGTACTGATGAGTTGATTGACGCCGTCAAACGCGTGTGATCAAGCATT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak K%k

GAAGGACTGTGGCGTGGTGAGTACACTCCGTGTGGGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCC
GAAGGACTGTGGCGTGGTGAGTACACTCCGTGTGGGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCC
GAAGGACTGTGGCGTGGTGAGTACACTCCGTGTGGGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCC
GAAGGACTGTGGCGTGGTGAGTACACTCCGTGTGGGTGTGTCGTTGCTTAATACGACTCC

R e e A A g A I b b b i S d d I G S S b b b i i d I I S S b b b i S i d I G S I b b b i d d d dR G I S b b i i i i g Y

TCTCTCTGGTATCACAACTGGIGCGGGCTACCCC-AGGTCACAATCCCCCAGCGACATGT
TCTCTCTGGTATCACAACTGGIGCGGGCTACCCC-AGGTCACAATCCCCCAGCGACATGT
TCTCTCTGGTATCACAACTGGIGCGGGCTACCCCCAGGTCACAATCCCC-AGCGACATGT
TCTCTCTGGTATCACAACTGGIGCGGGCTACCCCCAGGTCACAATCCCC-AGCGACATGT

*k*k*k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*************************#**************#**********

GACGACACAGCTTGCGGTAGCCCCGATGTGGAGGTCCTTGGAAGCGACCTCCCTCAAAGC
GACGACACAGCTTGCGGTAGCCCCGATGTGGAGGTCCTTGGAAGCGACCTCCCTCAAAGC
GACGACACAGCTTGCGGTAGCCCCGATGTGGAGGTCT-——--AAGCGACCTCCCTCAAAGC
GACGACACAACTTGCGGTAGCCCCGATGTGGAGGTCCTTGGAAGCGACCTCCCTCAAAGC

*********#**************************#####*******************
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3A
U92331
AF462377
4A

3A
U92331
AF462377
4A

3A
U92331
AF462377
4A

CAGCCTGTGTGATAGTCCACACACGCACATAGGTGA--GAGAGAGAGACCAAACGTACCC
CAGCCTGTGTGATAGTCCACACACGCACATAGGTGA--GAGAGAGAGACCAAACGTACCC
CAGCCTAGGTGA-—-———————————————————————— GATAGAGAGACCAAACGTACCC
CAGCCTGTGTGATAGTCCACACACGCACATAGGTGAGAGAGAGAGAGACCAAACGTACCC
******###****#########################**#*******************

TGAAGC-AACGTACACGCTTGCGCGGCGGAGTGTGAGTCATCGAGCGCACGATCGAGAGA
TGAAGC-AACGTACACGCTTGCGCGGCGGAGTGTGAGTCATCGAGCGCACGATCGAGAGA
TGAAGCCAACGTACACGCTTGCGCGGCGGAGTGTGAGTCATCGAGCGCACGATCGAGAGA
TGAAGCCAACGTACACGCTTGCGCGGCGGAGTGTGAGTCATCGAGCGCACGATCGAGAGA

******#*****************************************************

GAGA----ACCGATCACAAGTGGG
GAGA----ACCGATCACAAGTGGG
GAGA----ACCGATCACAAG—----
GAGAGAGAACCGATCACAAG—-—-—-
R R R R R

Alinhamento das sequiiéncias de ITS2 de 2 clones de An.triannulatus, por meio do programa Clustal

comparadas com seqUiéncias ja depositadas no GeneBank e o destaque para onde a enzima BseNI (Bsrl)

possui o sitio de restricéo.

3A e 4A — clones de An. triannulatus. U92331 (Danoff-Burg e Conn) e AF462377 (Marrelli et al., 2005)

*= sequéncias idénticas

#= diferencas entre sequii€ncias
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Anexo C

AY846345/B
AY846342/ss
A9

AY846345/B
AY846342/ss
A9

AY846345/B
AY846342/ss
A9

AY846345/B
AY846342/ss
A9

AY846345/B
AY846342/ss
A9

——————————————————————————————— TTTTATTAAAGTTAGGGGGGTATGGTT-T
——————————————————————————————— TTTTATTAAAGTTAGGAGGATATGGTT-T
GACCCTGTTCAGGTCTATAATTTTAGCNNTATTTTATTAAAGT TAGGGGGGTATGGTTCT
TS A A A A A A X xRk ok ke kkok ok xok

GTTACGAATGTTTTCTTTATTACAAATAAGTGGTGTAAAATATAATTATTGATGAATTAG
GTTACGAATGTTTTCTTTATTACAAATAAGAGGTGTAAAATATAATTATTGATGAATTAG
GTTACGAATGTTTTCTTTATT-—————————————————— TATAATTATTGATGAATTAG
oK KKK KK KKK KKK KKK KKK K b A A A R KR R R R R Rk Rk Rk Rk K

AATTAGTTTAGTTGGAGGAGTATTAATTAGATTGATTTGTTTACGTCAAACAGATTTGAA
AATTAGTTTAGTTGGAGGGGTATTAATTAGATTAATTTGTTTACGTCAAACAGATTTAAA
AATTAGTTTAGTTGGAGGAGTATTAATTAGATTGATTTGTTTACGTCAAACAGATTTGAA

******************#**************#******‘k‘k‘k‘k‘k‘k*****‘k‘k‘k‘k‘k‘k#**

GGCTTTGATTGCTTATTCATCTGTCGCTCATATAGGAATTGTATTAAGTGGGTTGTTAAC
GGCTTTGATTGCTTATTCATCTGTTGCTCATATAGGAATTGTATTAAGTGGTTTGTTAAC
GGCTTTGATTGCTTATTCATCTGTCGCTCATATAGGAATTGTATTAAGTGGGTTGTTAAC

************************#**************************#********

TTTAACTTATTGAGGATTAACTGGTTCTTATGCTTTAATAATTGCTCATGGTCTTTGTTC
TTTAACTTATTGAGGATTAACTGGTTCCTATGCTTTAATAATTGCTCACGGTCTTTGTTC
TTTAACTTATTGAGGATTAACCGGTTCTTATGCTTTAATAATTGCTCATGGTCTTTGTTC

*********************#*****#********************#***********
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AY846345/B
AY846342/ss
A9

AY846345/B
AY846342/ss
A9

TTCAGGACTCTTTTGTTTAGCTAATATTTCTTATGAGCGAATAGGAAGACGAAGTTTATT
TTCAGGGCTTTTTTGCTTAGCTAACATTTCGTATGAACGGATGGGGAGACGAAGTTTATT
TTCAGGACTCTTTTGTTTAGCTAATATTTCTTATGA-CGCANGGNNAAA---GCCCGAAA
R L L L L R i L 2

AATTAATAAGGGGCTTTTAAACTTTATGCCAACATTAAGATTATGGTGATTTTTATTAT
AATTAATAAGGGACTTTTAAACTTTATACCTACATTAAGATTATGGTGATTTTTATTAT
CACAAATAAGTGGTGTAAAG-—————————————————————m

B R AR AR A

Alinhamento das seqiiéncias de ND4 de 1 clone de An. albitarsis s.1, por meio do programa Clustal,

Comparadas com sequiéncias ja depositadas no GeneBank.

A9 —sequenciamento direto de An. albitarsis s.1; AY846345 e AY846342 (Wilkerson et al., 2005)

*= sequéncias idénticas

#= diferentas entre seqiiéncias

7
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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