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RESUMO

TAKEDA, KAREN I1ZUMI; M. Sc. Universidade EstaduakdVviaringa, setembro
2009.0btencao de sequéncias expressas em tubulos de Mgl de hibridos de
bicho-da-seda infectados peloBombyx mori nucleopoliedrovirus multiplo,
BmMNPV. Orientadora: Dr2. Maria Aparecida Fernandez.Reufms conselheiras:
Dr2. Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki e Dma/Silvia Lapenta.

Bombyx mori popularmente conhecido como bicho-da-seda, éemmdptero de
grande importancia econdmica em razao do valor toatela seda. O seu genoma
foi estimado em 500 Mb e 432 mega bases (Mb) f@aguenciados em 2004 por
dois grupos de pesquisadores, um japonés e umscldogn o sequenciamento do
seu genoma, tornou-se possivel explorar também traescriptoma e proteoma, a
fim de melhor compreender este lepidoptero, que témmnado um organismo
modelo. O bicho-da-seda é susceptivel a variascdsersejam elas causadas por
fungos, bactérias, protozoarios ou virus. As dogengiaais sdo as de maior
ocorréncia, causando grandes perdas na producéasdis e, consequentemente,
prejudicando a economia sericicola. Um subgrupdiphdildo nucleopoliedrovirus
(BmMMNPV) foi isolado no Estado do Parand e varicabdlhos vém sendo
realizados com relacdo a sua infeccdo em lagaotdsctio-da-seda. Sabe-se que o
virus infecta varios 6rgaos, como a glandula da,s&dqueia, sistema nervoso
central, porém, resultados ndo publicados apon&a @ inexisténcia de infeccéo
no 6rgdo excretor do inseto, o tubulo de Malpighipora este apresente alteracdes
morfofisiologicas. Assim sendo, no presente traiyathtranscriptoma do tubulo de
Malpighi de hibridos do bicho-da-seda foi analisadiizando-se a metodologia
ORESTES QOpen Reading Frame Expressed Sequence, Tagjual permite a
obtencdo de fragmentos centrais de genes, por meioRT-PCR Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain ReacjionA obtencdo de sequéncias
diferencialmente expressas foi realizada a pastimdculacédo do virus BmMNPV
em lagartas no 5° instar larval, e os tabulos ddpidai foram coletados nos
seguintes periodos 24, 48, 72 e 96h, depois. ArmitRNA total foi obtido o
MRNA (RNA mensageiro), sendo realizada a sintese cBNA (DNA

complementar), o qual serviu como molde para dazago da PCR ouchdown

vii



com primers aleatorios. Com os produtos de amplificacdo obtidperfis
ORESTEYS) foi realizada a ligagédo em vetores deagjem para a transformagao em
bactéria termo-competente, obtendo-se assim lebbst de cDNA. Foram
sequenciados 414 clones, dos quais 168 sequéncias Yalidas, sendo que 5,36%
sao similares as sequéncias ja depositadas em dene8T's deB. mori 65,48%
de sequéncias ORESTES e 21,43% nao apresentarargiatdle com sequéncias
conhecidas, as quais podem representar novos gendsicho-da-seda. Estas
informacdes podem contribuir com a anotacdo gers@massim como também
contribuir com a determinacéo do transcriptomadtaio de Malpighi dé3. morri,

guando da infeccéo pelo BmMNPV.

Palavras-chave: bicho-da-seda, nucleopoliedroviraisscriptoma.
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ABSTRACT

TAKEDA, KAREN 1ZUMI; M. Sc. Universidade EstaduakdVviaringa, setembro
2009. Malphigian tubules expressed sequences from silkwar hybrid strain
infected by Bombyx mori nucleopolyhedrovirus multiple, BmMNPV. Advicer:
Dr2, Maria Aparecida Fernandez. Conselors Profeséa. Ana Silvia Lapenta e
Dr2, Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

Bombyx mori widely known as silkworm, is a lepidopteran okagfr commercial
value due to the silk production. Its genome wagusaced in 2004 by two
researchers groups, Japanese and Chinese, and 482 bases (Mb) was
sequenced, of a total estimated in 500 Mb. Withg&eome sequencing, it became
possible to explore also its transcriptome and gmoke, in order to better
understand this lepidopteran, which has become demorganism. Like all
organisms, the silkworm is susceptible at variagsakes, whether caused by fungi,
bacteria, protozoa or viruses. The viral diseasesttee most affecting silkworm,
causing great losses in the cocoons production @rsequently, harming the silk
economy. A multiple subgroup nucleopolyhedrovirBenMNPV) was isolated in
the Parana State and many researches have beeunctmmhdvith regard to its
infection in silkworm larvae. It knows that the wgr infects the silk gland, trachea,
central nervous system, however unpublished resuiist to the absence of
infection in the excretory organ of this insecte tMalpighian tubule, but it
demonstrate morpho-physiological modifications. Jhun this study, the
transcriptome of the Malpighian tubule from silkwostrain hybrid was analyzed
using the ORESTES (Open Reading Frame Expressatfeg Tag) methodology,
which allows getting central fragments of the geres RT-PCR (Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction). The saitipm of differentially
expressed sequences was carried out from BmMNPY5 vioculation in the 'S
instar larvaes and the Malpighian tubules wereectdld at 24, 48, 72 and 96 hours
post-inoculation (hpi). From the total RNA was obé&l mMRNA (messenger RNA),
and it was used to the synthesis of cDNA (complaargrDNA), which served as
template for PCRTouchdown (PCR-TD) with random primers. With the
amplification products obtained (ORESTES profilgswperformed the ligation in
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cloning vectors for the transformation in chemia@mpetent bacteria, thus
obtaining cDNA libraries. It was sequenced 414 elgrof which was obtained 168
valid sequences, and 5.36% are similar to sequexiczsdy deposited in the EST's
B. moridatabase, 65.48% of ORESTES sequences and 21.4&%hbdaimilarity to
known sequences, which they can represent new geése silkworm. These
results can potentially contribute to the genommoaation, as well as contribute to
the transcriptome of the Malpighian tubule Bf mori determination when it is
infected with BmMNPV.

Key words: silkworm, nucleopolihedrovirus, tranptosme.



1. INTRODUCAO

O bicho-da-sedaBombyx moti é um lepidéptero que apresenta relevante
importancia econdmica em razdo de sua exploracda @asericicultura, que
compreende desde o cultivo de amoreira, princifileato deste inseto, até a
extracdo dos fios de seda a partir dos casulgsoEcausa de sua intensa selecéo,
este inseto foi sendo domesticado ao longo dos adossendo capaz de sobreviver
na natureza, ou seja, necessitando do auxiliordouseano.

O avanco da genética molecular e celular e o detemento da
biotecnologia tornaram possivel ao bicho-da-sedismbém apresentar outras
aplicacdes, podendo ser utilizado como um biorrgadea a producédo de proteinas
recombinantes e a fabricacdo de biomateriais. Assim 2000, dois grupos de
pesquisadores franceses (Centro Nacional de Pasq@sentificas, CNRS, e
Instituto Nacional de Pesquisas Agronomicas de LilMRA) em colaboracdo com
grupos de pesquisadores japoneses e americana®rabii um transgénico do
bicho-da-seda, por meio da transformagdo com urmr \@intendo o transposon
piggyBac Este vetor € a insercdo de genes exdgenos, tmsnutil tanto para a
producdo de seda como para a industria farmacéutecasintese de substancias
proteicas (Tamura et al., 2000).

O seu genoma foi sequenciado, em 2004, indepenmdente por dois
grupos de pesquisadores, um japonés e um chinéa @¥al., 2004 e Xia et al.,
2004, respectivamente) e, atualmente, com os esfodgstes dois grupos ao
combinar os dados de suas sequéncias, chegou+sereuo agrupamento (432
Mb), o que mostrou uma estabilidade significan® {-Mb descaffoldde tamanho
N50) e forneceu 87% da cobertura de nucleotides8aromossomos. De forma
interessante, este novo agrupamento revelou quenontp deB. mori apresenta
remanescentes cromossOmicos do cariotipo ancesiis, existiu antes da
divergéncia de vertebrados e insetos, o que naaénfente presente nos genomas
de outros insetos (The International Silkworm Geedwnsortium, 2008).

O seu genoma ja vem sendo explorado e, além disstps trabalhos estdo

sendo desenvolvidos com sequéncias expressas mo-daeseda, como forma de



melhor compreender o0 seu transcriptoma. Isto pedelsservado no trabalho de
Bao et al. (2009), em que os pesquisadores obtivé2 genes diferencialmente
expressos diante a infeccdo com o nucleopoliedrswdeB. mori (BmMNPV) em
duas linhagens dé3. mori denominadas KN e 306, altamente resistente e
susceptivel, respectivamente. Dos 62 genes obtaitms apresentaram expressoes
significativamente diferenciais no intestino dahligem KN, o que pode denotar
gue os mesmos estejam envolvidos na resposta idwieseto contra a infeccao
pelo virus.

Ainda com relacdo ao transcriptoma do bicho-da;spdde-se mencionar
os trabalhos de Oh et al. (2006), em que foram eoadgos os perfis de expressao
génica entre os estagios embrionario e larval;ategTet al. (2007), em que o perfil
de expressao génica da glandula da seda foi athalkesde Liu et al. (2009), em que
foram analisados genes envolvidos na respostaalingms efeitos de injaria e
infecc&o microbiana.

A possibilidade de transformacdo génica e do eatermnhecimento
fisiologico, bioquimico e recentemente do seu gemdonrnam o bicho-da-seda um
inseto modelo dentro dos lepidopteros, em que atgancomparativa e a genémica
podem trabalhar juntas a fim de elucidar padrbeduévos conservados e suas
diversificacOes, identificar novos genes e sistem@sicos como alvos para a
transgénese (Heckel et al., 2003).

O longo tempo de criacdo do bicho-da-seda ha apemamente 5.000
anos, com propoésitos comerciais, faz com que agsmetica se torne alvo de
interesse nas pesquisas, resultando em uma cdegébcativa e na manutengao
de varios estoques genéticos de interesse cientdficecondmico (Nagaraju e
Goldsmith, 2002). De acordo com Goldsmith (2002),naaiores colecbes estédo
mantidas na China, no Japao e na Coreia

Bombyx mori & susceptivel a varios agentes patogénicos, imduin
protozoarios, fungos, bactérias e virus. As doengass representam um grande
problema mundial para a sericicultura, sendo respa por quase 70% da perda
dos casulos (Sengupta et al., 1990). No Parandegiirito por Brancalhdo (2002)

um isolado geografico do virus nucleopoliedrovirsibgrupo multiplo



(BMMNPV). O nucleopoliedrovirus faz parte do géneédacleopoliedrovirus
(NPV), da familiaBaculoviridae sendo constituido por uma molécula de DNA
dupla fita, a qual se associa com proteinas dddmmsformando o nucleocapsideo
(Murphy et al., 1995). NPV pode abrigar particwasis (virions), contendo um
anico nucleocapsideo por envelope (genotipo SNBW)MUltiplos nucleocapsideos
por envelope (gendtipo MNPV) (Bilimoria, 1991).

Os sintomas causados pela infeccdo com o BmMNPafrfatescritos por
Brancalhdo (2002) em lagartas de bicho-da-sedd mustar e incluem a mudanca
na coloracdo do tegumento (branco para branco-tadaje diminuicdo na
alimentacdo, inchaco das membranas intersegmentpaeada na alimentacao,
comportamento alterado, busca de lugares mais altdsslocamento aleatorio,
rastro liquido leitoso, morte de lagartas, fragidld e ruptura do tegumento e
producéo de casulos defeituosos.

Muitas pesquisas tém sido realizadas com relacdnfercdo com o
BmMNPV, incluindo a citopatologia de diferentes @wog e tecidos (Torquato et al.,
2006; Pereira et al., 2008; Brancalh&o et al., 281%eiro et al., 2009). No entanto,
nao foi descrito ainda a infeccdo no 6rgdo excreirbicho-da-seda, embora
resultados ndo publicados (Brancalhdo, R.M.C. rinkgdo pessoal) mostram que
os tubulos de Malpighi ndo apresentam infeccdo BeddINPV, apesar de serem
observadas alterac6es morfo-fisiolégicas que pasEmiraduzidas como expressao
génica diferencial nesse 6rgdo. Desta forma, ceptedrabalho teve por objetivo
analisar sequéncias diferencialmente expressasilamos de Malpighi de hibridos
de bicho-da-seda, por meio da metodologia ORESTEer{ Reading Frame
Expressed Sequence Jagjante a inoculacdo do BmMNPV.

A metodologia ORESTES foi descrita em 2000, no ditado “Shotgun
sequencing of the human transcriptome with ORF esqwd sequence tdge
desenvolvida por pesquisadores da filial paulistdrtituto Ludwig de Pesquisa
sobre o Cancer, Andrew Simpson e Emmanuel Dias. Nesiia técnica € capaz de
identificar fragmentos centrais de genes expressgsie a torna uma metodologia

alternativa e complementar a convencional de s&r &®8T's.



Sabendo-se que a infeccéo pelo BmMMNPV é responpavdignificativas
perdas na producéo de casulos, que ndo ha conmgiprévio da sua infeccdo em
tubulos de Malpighi e que a metodologia ORESTESsmrta um diferencial na
analise do transcriptoma, foi possivel, com esébaiho, conhecer alguns dos
produtos de expressdo génica diante a infeccaovpels, o que pode contribuir
com a determinacdo do transcriptoma de tubulo dipiyfa de B. mori com o
direcionamento da criacéo racional do bicho-da-sedla a producéo de casulos e
do fio de seda, e com o desenvolvimento de esttmimparativos entre os genomas
de lepiddpteros e outros insetos. Ha possibilidadaramente, destas descobertas

na elaboracado de inseticidas eficientes e/ou ntvalerbioldgico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Bombyx mori L.

Bombyx moriL., popularmente conhecido como bicho-da-sedagdésccrito
por Linnaeus em 1758, pertence ao reino Animailia,Artropoda, classe Insecta,
ordem Lepidoptera, familia Bombycidae, géneBombyx Este lepiddéptero
apresenta metamorfose completa, ou seja, passpatp estagios no seu ciclo de
vida: ovo, larva (cinco instaréarvais), pupa e mariposa (Aruga, 1994) mostradas
na Figura 1. A metamorfose ocorre por meio de unjuco integrado de processos
para que a larva se desenvolva, transforme-se pm@uai em adulto (mariposa).
Durante a pupacdo, a ecdisona ativa a expressdmagém varios tecidos larvais,
como as glandulas sericigenas e pro-toracicasagtafido a morte celular
programada dos mesmos, assim como estimula a gyegldio e diferenciacao
celular de células progenitoras para a formacacdy®os dos adultos (Tsuchida e
Wells, 1988).
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Esta espécie € muito importante economicamentejréumde da producéo de
seda e € o0 Unico inseto realmente domesticado,pgteeu suas caracteristicas
selvagens, sendo completamente dependente do gs®manbupara a sua
sobrevivéncia e reproducao.

O bicho-da-seda vem sendo selecionado ha milharasas para melhorar a
producéo de seda, havendo mais de 3.000 linhagahecdas (Yamamoto, 2000).
No entanto, este lepidéptero também tem sido ugsta produzir proteinas
recombinantes (Tamura et al., 2000; Thomas et2802; Tomita et al., 2003) e
como biorreatores (Chen et al., 2006; Hofmann ¢t28l06; Zhang et al., 2006).
Além disso, a seda € usada como fonte de biomiatez@mo mostrado por Altman
et al. (2003), Servoli et al. (2005) e Wang et(aD07), e as crisalidas para a
remocao de metais pesados de aguas contaminaddiadfesa al., 2006).

Desde 1968, por meio de estudos filogenéticos, adsh propds qued.
mori teve sua origem na China, ha aproximadamente 42608, a partir dé.
mandarinaChinesa. Recentemente, estudos filogenéticos makes baseados nos
genes do citocromb mitocondrial (Li et al., 2005) e de sequéncias datm loci
mitocondriais, 12S rRNA, 16S rRNA, COIl e regido trole indicam queB.
mandarina Chinesa €, provavelmente, o progenitor das espéde&eB. mori
(Arunkumar et al., 2006).

A longa histéria da criacdo do bicho-da-seda coopgsitos comerciais,
torna a sua genética alvo de interesse nas pesgaispie resulta em uma colecao
bastante significativa e na manutencao de varimsjess genéticos de consideravel
interesse cientifico e econbmico. Os estoques iges&epresentam uma variedade
de caracteristicas qualitativas e quantitativagtbgesse econémico e da biologia
basica, incluindo o tamanho corporal, qualidadsetta, fecundidade, resisténcia a
patdgenos e tolerancia ao calor (Nagaraju e Gotlsi2D02). E descrito que ha
mais de 400 fenotipos mutantes e aproximadamendet®® sido atribuidos a
grupos de ligagcao, cobrindo 900,2 cM (Fujii et #092).

De acordo com Goldsmith (2002), as maiores coleg®%0 mantidas na
China, com aproximadamente 600 linhagens na Uriilaaie Agricola do Sudoeste,

em Chongqing (Lu et al.,, 2001); no Japdo, com nuEs400 linhagens na



Universidade de Kyushu (Fujii et al., 1998); notitlso Nacional de Ciéncias
Agrobiolégica, com mais de 450 linhagens (Sorit@98); e na Coreia, na
Administracao de Desenvolvimento Rural, em Suwom cnais de 300 linhagens
(Soh, 2003).

A Cooperativa Agroindustrial de Maringa (COCAMARYzfa doacéo de um
banco de germoplasma composto de 16 matrizes, sdsne japonesas, a
Universidade Estadual de Maringa (UEM). Com a atfierdeste banco, e sabendo
que o conteudo genético destas racas é complenuEsconhecida, varias
pesquisas vém sendo realizadas. Na UEM, o grupd’rdéa. Dr2. Maria A.
Fernandez e na UNIOESTE (Universidade Estadual ekteDdo Parand), o grupo
da Profa. Dra. Rose M.C. Brancalhdo, desenvolvenejus de genética molecular e
de resisténcia a patdogenos com estas 16 matraea,adimportancia econémica da
atividade sericicola no Parana. Dentre os trababeiszados com as matrizes pode-
se citar:

« Torquarto et al. (2006) verificaram que o sistemaueal € responsavel pela
disperséo da infec¢do causada pelo BmMMNPV no sistearvoso central (SNC)
de lagartas dB. mori

« Barbosa et al. (2008) analisaram por meio da tactec CSGE Gonformation-
Sensitive Gel Electrophoreyist mutacdoNd-$ do gene da cadeia leve da
fibroina;

o Zanatta et al. (2009) analisaram as 16 matrizestquas caracteristicas
bioldgicas e produtivas, das quais as matrizeseshg C122-B e C121-A, e as
matrizes japonesas HA-A e HA-B, apresentaram o mmeEeo de casulo, que esta
associado ao teor de seda.

A facilidade de criacdo, a disponibilidade de ligdas mutantes e a
morfologia, tornanB. mori um organismo modelo entre os lepiddpteros, podendo
ser usado em trés principais areas: pesquisa b&sdaicultura e biotecnologia
(Goldsmith et al.., 2002). Um exemplo disso é gagaitas deB. mori foram
utilizadas em experimentos para se avaliar a &2 e o metabolismo de algumas

drogas, como a 4-metil umbeliferona, umbeliferoffastoxicumarina, sendo que os



resultados obtidos por Hamamoto et al.. (2008)niommpativeis com aqueles

obtidos em mamiferos.

2.1.1. Genbmica

As pesquisas gendbmicas do bicho-da-seda iniciarandexorréncia do seu
rico repertorio de fontes genéticas, das potenajglisacdes na sericicultura e dele
ter se tornado um organismo modelo. Desta formaComsoércio Internacional de
Genoma de Lepidopteros foi formado, a fim de promnouma cooperacao
internacional para o sequenciamento do genomacth@4ia-seda, o que o tornou o
primeiro lepidoptero a ter sequéncias do seu gerbhspaniveis. O sequenciamento
foi realizado por dois grupos independentes, urmpa@iaponés (Mita et al., 2004) e
um grupo chinés (Xia et al., 2004). Assim, a padéstes dois projetos de
seguenciamento, foi determinado o tamanho do gem@Ba moricomo sendo de
514 Mb e contivesse aproximadamente 18.510 genes.

Recentemente, com a colaboragcao destes dois gagdados obtidos foram
agrupados e, com o auxilio de bibliotecas BAC dodenideos foi possivel (The
International Silkworm Genome Consortium, 2008):

e obter alto conteddo de sequéncias repetitivas Y3,6representando,
principalmente, elementos transponiveis;

» obter mais de 3000 genes sem homologia com o gedentros insetos ou
vertebrados;

» obter 14.623 modelos génicos baseados no algonfAN;

e conhecer a cascata de genes envolvidos na rotdodairtiese do hormdnio
juvenil,

« obter um grande nimero de genes codificando peseala cuticula;

« conhecimentos sobre a evolugédo génica e procegs0gibos caracteristicos.

2.1.2. Transcriptdmica



O grande interesse em melhor compreender a gemétibacho-da-seda gera
inUmeros projetos relacionados ao seu transcriptawoemo uma forma de se
comparar a expressao génica, descobrir novos ganaksar a estrutura e funcao
génica, além de apresentar aplicacfes praticas gpaexicicultura, por meio do
melhoramento de linhagens resistentes a patdgaras)dicdes climaticas e outras
adversidades. Mita et al. (2003) construiram umcbatge dados com 35.0000
EST's Expressed Sequence Jagomo uma das etapas para a analise completa do
genoma deB. mor| pesquisando sucessivos estagios de desenvolanumt
diferentes tecidos e padrdes de expressao a @ardiB bibliotecas de cDNA. Cheng
et al. (2006) analisaram, pela primeira vez, 18.B80J's do corpo gorduroso da
larva e pupa, uma vez que este tecido representanodelo para se estudar o
desenvolvimento e a metamorfose, por ser o locamétabolismo de lipidios
(Arrese et al., 2001), carboidratos (Baud et &77), aminoacidos (Kishimoto et
al., 1999) e nitrogénio (Shinbo et al., 1997) desi@ de proteinas (Kanost et al.,
1990). Seguindo esta mesma linha foram descritosg@&3es de peptideos
antimicrobianos por Cheng et al. (2006).

O banco de dados de EST’'s pode apresentar algysheacées, como por
exemplo, a técnica de DNAicroarray, a qual permite a analise simultanea de
milhares de genes (Brown e Botstein, 1999; Scher,e1995) e foi usada para
definir perfis de expressao génica nos discos dada$3. mori durante a ecdise
pupal (Ote et al., 2004). Niwa et al. (2004) idiéceiram genes P450 especificos da
glandula proé-toracica, enquanto Hong et al. (2@0&)isaram o perfil de expressao
génica durante o desenvolvimento embrionario.

Outra técnica baseada em EST’'s € a metodologia ORESdesenvolvida
por Andrew Simpson e Emmanuel Dias Neto (2000)a Esttodologia € capaz de
identificar fragmentos centrais de genes expresaos,contrario das técnicas
tradicionais que reconhecem as extremidades, adama uma ferramenta muito
atil e permite ainda a identificacdo de genes rdaBosntani et al. (2003) usando a
metodologia ORESTES descobriam 219 sequénciascti@ssno cromossomo 22
humano. E, muitos outros trabalhos em diferentgarosmos tém sido realizados

por meio desta técnica, auxiliando na descobertac¥®s genes, tais como em



Schistosoma mansoli/erjovski-Almeida et al., 2003)Bos indicuse B. taurus
(Mota et al., 2004)Apis mellifera(Nunes et al., 2004 Biomphalaria glabrata
(Lockyer et al., 2006) &aenia soliun{Almeida et al., 2009).

Uma técnica versatil de analise de expressao gé&niaaanalise serial de
expressao génica, SAGE (Velculescu et al., 199§uad foi utilizada para analisar
o perfil de expressdo génica durante o desenvohtonembrionario deB. mori
apos irradiacéo por Eb(Huang et al., 2005), revelando 673 genes diféaémente
expressos, dos quais 381 foram altamente expressosmbrides irradiados. A
analise em SAGE também foi utilizada em varios asutorganismos, como
levedura (Velculescu et al., 199Arabdopsis thalianglLee e Lee, 2003), arroz
(Matsumura et al., 1999), camundongo (Divina e Eo2€04) e humano (Saha et
al., 2002).

2.1.3. ProteOmica

A protebmica é o estudo em larga escala da exmregddica em nivel
proteico, fornecendo diretamente os niveis de prasesintetizadas, possibilitando
a compreensdo da atividade das. Zhou et al. (2@08)isaram as diferencas
protedmicas do intestino médio, corpo gordurosandimfa e glandula da seda
posterior de bichos-da-seda diante de diferenttagi{folhas frescas de amoreira e
dieta artificial). Os resultados obtidos sugerene gliferentes dietas alteram a
expressdo de proteinas relacionadas ao sistema,iraudigestdo, a absorcédo de
nutrientes, ao metabolismo energético e a sineesedh.

Li et al. (2008) analisaram trés 6rgaos do sistengcrino larval de bicho-
da-seda (cérebro, ganglio subesofagico e glandotatoracicas) utilizando a
metodologiashotgunLC-MS/MS e ferramentas da Bioinformatica, a fimrdelhor
compreender suas funcdes e relacdes. Foi posditerl mais de 9.000 proteinas,
incluindo 1.885 proteinas em comum e 652, 253 epréfeinas 6rgao-especificas:
cérebro, ganglio subesofagico e glandulas protoa&ci respectivamente. As
proteinas em comum indicaram a existéncia de itfiesaentre estes 6rgdos do

sistema endocrino. Os resultados obtidos revelanmeganismo cooperativo entre
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0s trés oOrgdos endocrinos na regulacdo de varientey fisiologicos e
desenvolvimentais e também sugerem que as prot@igas-especificas poderiam
ser fatores fundamentais responsaveis pela difgiafuncional destes 6rgaos.

A espectrometria de massa foi utilizada para defiaigenoma do bicho-da-
seda genes codificantes de proteinas (ZHANG 2@09), encontrando-se um total
de 81.000 sequéncias peptidicas, fornecendo umareensdo fundamental da

expressao e funcéo das proteinas nessa espécie.

2.2. Classificagdo -B. mori

Bombyx moripode ser classificado por diversas maneiras, padeed de
acordo com a regido nativa, o voltinismo, pelo niom#de ecdises ou até mesmo
pela cor do casulo (Aruga, 1994).

2.2.1. Origem

Japonesa: apresenta ovos de cor cinza-arroxeasido daanco, alongado e
de tamanho meédio; ciclo uni e bivoltino com quatcdises.

Chinesa: ovos esverdeados; lagartas jovens e pasistentes ao calor,
corpo branco; casulo eliptico ou esférico, de ganta, amarelo-ouro, ou verde;
fibra de seda fina e comprida; ciclo menor quepanasa; ciclo uni, bi e polivoltino
com até trés ecdises.

Europeia: ovos maiores do que de outras origemrsplacie; lagartas maiores
com manchas no corpo e pouco resistentes ao @tbo, maior, grupo mais
susceptivel as doencas pebrina e poliedrose; casaloou alongado, branco ou
rosado; ciclo monovoltino.

Indiana ou Equatorial: ovos brilhantes; lagartagones e mais resistentes ao
calor, ciclo curto; casulo cbnico, pequeno, brangaesverdeadoe com pouco teor
de seda; fibra de seda fina; ciclo polivoltino.

Coreana: ciclo curto da lagarta; casulo alongadandm ou amarelo; ciclo
univoltino com trés ecdises.
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2.2.2. Voltinismo

Monovoltino (um ciclo anual): ocorre nas regidesdry ciclo larval mais
longo e maior crescimento do corpo; boa qualidaecdsulos; menor resisténcia a
doencas, a altas temperaturas e umidade.

Bivoltino (dois ciclos anuais): ocorre nas regidasbtropicais; ciclo da
lagarta menor; maior resisténcia ao calor; quaédaderior dos casulos; mais
utilizadas pelos sericicultores.

Polivoltinismo (varios ciclos anuais): ocorre nagides tropicais; ciclo curto
de lagarta; maior resisténcia ao calor e doengasil@s pequenos e com baixo teor

de seda.

2.2.3. Numero de ecdises ou de mudas

Trés ecdises: ciclo larval mais curto; resistentlo@ncas; lagartas e casulos
pequenos; fibra de seda mais fina; espécie demrgeeana e chinesa.

Quatro ecdises: mais utilizada pelos criadoresirtag e casulos médios.

Cinco ecdises: lagarta de ciclo longo; casulos reajofibra de seda mais

grossa.

2.3. Patogenos

Bombyx moriestd susceptivel a muitas doencas, incluindo pratas,
fungos, bactérias e virus. As doencas causadapghdbgenos ocorrem em quase
toda a area de criacdo do mundo, sendo que as s#ai responsaveis por quase
70% da perda da producao, representando mundiamemtsério problema para a
sericicultura (Sengupta et al., 1990). De acordm &engupta et al. (1990), as

doencas podem ser assim classificadas:

2.3.1. Doencas causadas por protozoarios
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Os protozoarios que acometem o bicho-da-seda cemeen a classe
Microsporidia e 0s seguintes géneroslosema Pleistophora Thelohania
Trypanosoma LeptomonasA principal doenca € a pebrina, denominada apsim
Quatrefages (1860) pela aparéncia de manchas paies o corpo, semelhantes ao

grao de pimenta.

a. Pebrina: doenca crbnica e desastrosa, sendo responsavelcpsta
repentina na indastria sericicola da Franca e @ ltem 1965. E causada por
Nosema bombyciblageli e as fontes de infeccdo podem ser variddésas de
amoreira contaminadas, ovos infectados (infecc@amstivariana), superficie
contaminada, lagartas mortas, fezes das lagartaa emuvia das lagartas. Os
sintomas desta doenca podem ser observados em d@sdestagios de vida do
bicho-da-seda: no ovo percebe-se pouca aderéattede uniformidade, morto ou
nao fertilizado; na lagarta, ha pouco apetite, ainesnto e desenvolvimento
retardados, apresentando manchas escuras sobgemet#o, a pele apresenta-se
palida e translicida; a pupa apresenta a area amalomole, inchada e mais
escura; na mariposa aparecem manchas escuras snaiore@ngendo os segmentos
das asas e a parte final do abdémen. Esta doenda aéo foi completamente
eliminada, mas estd sob controle, uma vez que agpaosas-mae e 0S 0VO0S

produzidos sdo microscopicamente examinados.
2.3.2. Doencas causadas por fungos

As duas principais doencas fuangicas sdo a museaedinaspergilose.

a. Muscardina: aparece em varias formas e, dependendo da cosgors
que cobrem o corpo do bicho-da-seda, o animal asswmma coloracéo
caracteristica, podendo ser nomeada de muscardared) muscardina verde,

muscardina amarela, muscardina vermelha, muscapieta, etc. Entretanto, as

mais comuns sao a muscardina branca e verde:
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Muscardina branca: é a doenca fungica mais comum e amplamente
prevalente em todos o0s paises sericicolas, ocarrgedalmente em estacoes
chuvosas e frias, com temperaturas moderadas asba@&xcondicOes de alta
umidade. Esta doenca é causada por diversas espgécgEner®eauveria sendo a
mais virulenta aBeauveria bassiana ocorrendo em qualquer idade larval. A
infeccdo geralmente se da através da pele, de muodoo fungo penetra no
tegumento e propaga-se na hemolinfa e na cavidageral. Os sintomas incluem
diarreia, vomito, manchas irregulares na pele, @dmaco e sem elasticidade,
inapeténcia e inatividade. Apos a morte do insefdungos se espalham por todos
os tecidos e a superficie do corpo fica recobemtarpcélios do fungo.

Muscardina verde: surge nas estacOes frias, outono e inverno, sendo
causada poNomuraea rileyiFarlow. A infeccdo também ocorre através da pele,
porém, de forma mais lenta. Na epiderme, aparecancimas de contornos bem
definidos, que podem ser negras, parda-escuragseapar a parte central
acinzentada ou serem incolor. A lagarta mostrazagva, com diarreia, vomito e
sem apetite; quando morre, o corpo é recobertdfdse brancas e, posteriormente,

de esporos verdes.

b. Aspergilose:é causada por diferentes espécies do géhgpergillus(A.
flavus A. orysae A. ochraceupse Sterigmatocysti¢S. fulvae S. japonicd, sendo
que a umidade elevada é a preferida por estes gunfjolagarta apresenta
inapeténcia, diarreia e, quando morre, fica conoragho marrom-escura, Ou

alaranjada.

2.3.3. Doencas causadas por bactérias

As doencas bacterianas que afetam o bicho-da-s@dacaletivamente

denominadas flacidez, devido a natureza flacidéagarta infectada. A incidéncia

de flacidez é alta durante as estacdes quentegdasim

14



a. Septicemia:doenca em que as bactérias se propagam na hemadinfa
lagarta, pupa e mariposa, ap0s penetrarem atravésichentos na pele, podendo
ser bacilos, estreptococos e estafilococos. Osrsag variam de acordo com o
patdgeno, mas de maneira geral as lagartas ingectagresentam inapeténcia,
inatividade e, as vezes, vomitam 0 suco intestiAal.progredir da doenca, as

lagartas ndo conseguem mais se agarrar com adqateisas e morrem.

b. Doencas bacterianas dos 6rgaos digestivasribém conhecida como
flacidez): h& proliferacdo exacerbada de bactérasanal alimentar do bicho-da-
seda, levando a sintomas de flacidez. Esta doehAgaapresenta um agente
especifico, porém, normalmente as bactérias eradagr nesta doenca sao
Streptococcus sp Proteus sendo que as condi¢cdes desfavoraveis do bardecao
criacdo e a alimentacdo de ma qualidade podem reedigposicdes a estes
patdogenosEntre os sintomas apresentados pelas lagartasadésccitam-se: perda

de apetite, elasticidade da pele, diarreia e v@nito

c. Doenca de Sotto:também conhecida como toxicose bacteriana ou
epilepsia, ocorre quando ha intoxicacdo causadas pixinas produzidas por
Bacillus thuringiensis A bactéria penetra no intestino, multiplica-s@reduz as
toxinas, que sao solubilizadas no fluido digestiawalino das lagartas e,
posteriormente, sdo absorvidas pela parede do almantar. Estas toxinas afetam
0 nervo central e provocam espasmos e paralisitagestas infectadas apresentam

inapeténcia, inatividade, tegumento frouxo, macigndiarreia e morrem.

2.3.4. Doencas causadas por virus

As doencas virais representam um grande problema gasericicultura,
sendo responsaveis por quase 70% da perda de alstas doencas podem ser
causadas por virus que formam corpos de inclusdie@pose nuclear e poliedrose
citoplasmatica) ou por virus que ndo formam cogmclusdo (flacidez infecciosa

e densonucleose):
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a. Flacidez infecciosa:é altamente contagiosa e encontrada em todos 0s
locais do mundo de criacdo do bicho-da-seda. Otagamsador é o virldorator,
o qual é altamente patogénico e resistente as @gliambientais, podendo
permanecer no solo por varios anos. A infeccdorecera oral e o0 virus se
multiplica no intestino médio. O corpo da lagartana-se transparente por
estiramento dos anéis segmentares, apresentamiénaia, inatividade, vomitos e

diarreia

b. Densonucleose:é uma doenca causada por um virus do género
Densoviruse a infeccdo ocorre geralmente via oral, multipltkase no nucleo das
células colunares do intestino. Os sintomas aptades sdo 0 retardo no

crescimento, flacidez e o canal alimentar apressmtamarelado e sem conteudo.

c. Poliedrose citoplasmatica:principal doenca viral que ocorre durante o
outono, sendo causada pelo viBmithig que forma cristais poliédricos hexagonais
ou tetragonais, como meio de protecdo. A infecg@mre via oral e as lagartas
infectadas eliminam cristais contendo os virus.rgoaa lagarta ingere os cristais
poliédricos, juntamente com as folhas de amor@rauco digestivo alcalino os
solubilizam, liberando o material genético dos sjimgue se multiplicam nas células
do intestino médio e formam novos cristais poliéski Os sintomas se assemelham
a flacidez, apresentando inapeténcia, menor desémemto; além de diarreia e

vOmito o intestino meédio torna-se esbranquicado.

d. Poliedrose nuclear:é uma das doencgas virais mais sérias nos paises
tropicais e ocorrem durante todo o ano. E causanla virus da familia
Baculoviridae, os quais se multiplicam e formamiqublbs hexagonais no nucleo
das células epiteliais da traqueia, nas ceélulagedmlo adiposo e nas células
dérmicas. A infeccdo pode ser através da pele @woral, onde o virus atravessa a
parede intestinal e chega a cavidade do corpo sEidninvadindo as células dos
tecidos susceptiveis. Os sintomas causados pordest&a incluem inapeténcia,

perda da tensdo da pele e intumescimento da meanlmter-segmental; a pele
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mostra-se bastante fragil e de cor branca-mareksltagartas caminham soltando
um liquido leitoso semelhante ao pus, ndo mudanpede e ndo encasulam e
normalmente morrem entre quatro a sete dias.

Os baculovirus séo taxonomicamente divididos ems dgpéneros, o0s
NucleopolyhedrovirugNPV) e osGranulovirus(GV). Os NPV sdo constituidos de
uma molécula fita dupla circular de DNA que se aissa proteinas do capsideo,
formando os nucleocapsideos, que podem ser Unatsodde um envelope viral,
determinando o grupsingle (SNPV), ou multiplos, estabelecendo o grumdltiple
(MNPV). Estes virus sao espécie-especificas, ecoltarus conhecido que infecta
o bicho-da-seda é denominado BmNPV cujo genoma #&ernapacidade de
codificacdo de mais de 100 diferentes genes, tetaknsequenciados (Gomi et al.,
1999).

No Brasil, a primeira observacéo notificada da gmea de NPV em culturas
no campo de hibridos do bicho-da-seda foi em S@toR&atti et al., 1976). No
Parana, a primeira descricdo foi realizada por @&ikwdo (2002). Entretanto,
estudos de bioensaio e de andlises em microsclgti@réca determinaram que o
baculovirus encontrado em criacbes no campo deonestado é extremamente
virulento e morfologicamente pode ser consideragitepcente ao grupmultiple,
pois apresenta envelopes com um ou mais nucledemssi sendo entdo
denominado de BmMNPYV. Em todo o mundo sdo conhsadaenas de linhagens
do NPV, entretanto a caracteristioaltiple nunca foi relatada (Kamita et al., 2005),
0 que torna o isolado geografico paranaense dass#olvirus um organismo unico.
No Estado que representa quase 90% da producésadd &e casulos verdes, o
conhecimento do produto de expressdo de genes @ud@tgm a resisténcia de
hibridos deB. moriao BmMMNPV é um objetivo a ser alcancado pelas esagr
sericicolas. Um hibrido com essas caracteristicaseeapresente casulos com alto
teor de seda liquida sera de alto valor comercial.

Este grupo de pesquisa iniciou projeto nesta &alizando o bioensaio de
infeccéo das 16 matrizes do acervo UEM, analise @smpanhada de deteccao de
marcadores moleculares associados ao carater ideenesa e/ou sensibilidade ao

BmMNPV. Os resultados apontaram a matriz chinesd-A£2como a mais
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resistente, com somente 20% de lagartas mortasuimbogdia apos infeccdo e a
japonesa M-11A como a mais sensivel, com mais & @6 lagartas mortas no
mesmo periodo, sendo que polimorfismo genéticoceado a resisténcia e/ou
sensibilidade a infeccdo pelo BmMNPYV foi detectédibeiro et al., 2009).

2.4. Importancia econémica

A atividade da sericicultura € muito antiga e ageanlesde o cultivo da
amoreira até a criacdo do bicho-da-seda, senddeaes¢raida a partir dos casulos.

De acordo com varios relatos, a China foi a prieneivilizacdo a utilizar a
seda e os primeiros dados encontram-se nas estgi@snfucio, que falam sobre a
criacdo doméstica do bicho-da-seda nos palaciamgeratriz Siling-Chi, esposa
do imperador Hoang-Ti, no século XVIII a.C. (Alvare Lopes, 2003). Estes
relatos mostram que o0s chineses ja controlavam cto alo bicho-da-seda,
alimentavam-os com folhas de amoreira e matavamadottos antes dos ovos
eclodirem, além de se conhecerem as técnicas dmambnto dos filamentos,
tecendo-os em fios resistentes que, posteriormeran) usados para a confeccao de
tecidos. No entanto, por meio de analises de ntoma eletronica de varredura de
fragmentos de fibras arqueoldgicas encontradas rean@ntos de ligas de cobre
em Harappa e em esferas de esteatiie em Chanhu-dai® locais hindus
importantes, encontraram fios de seda datando 88-2400 a.C. (Good et al.,
2009), o que coloca em questdo a nocao histoackctonal da sericicultura como
sendo uma invencgao exclusivamente chinesa.

Desde a antiguidade, a sericicultura tem sido uno e subsisténcia para
muitos trabalhadores, seja no campo ou na cidad&rido-se um importante fator
para a globalizag&o, por aproximadamente 2000 ahwante a chamada “Era da
Rota da Seda” (Kurin, 2002). A Rota da Seda (Fi))r&ra uma série de rotas
interconectadas através da Asia do Sul, usadasmércio da seda entre o Oriente
e a Europa. As rotas eram transpostas por caraeaeagarcacdes oceanicas que
ligavam comercialmente o Extremo Oriente e a Eum@pprovavelmente, foram

estabelecidas a partir do VIII milénio a.C. Os godi povos do Saara possuiam
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animais domésticos provenientes da Asia e foranuanentais para as trocas
comerciais entre estes continentes até a descatbertaminho maritimo para a
india. Essas conectavam Chang'an (atual Xi'an)Chiaa, até Antioquia, na Asia
Menor, assim como a outros locais. A influénciasdsesrotas expandiu-se até a
Coreia e o0 Japao. A maior rede comercial do Mundtga foi assim formada.
Estas rotas ndo s6 foram significativas para ordedeamento e florescimento de
grandes civilizagcdes, como o Egito Antigo, a Mesapua, a China, a Pérsia, a
india e até Roma, mas também ajudaram a fundamziméio do mundo moderno.
“Rota da seda” é uma traducdo do alenteidenstralle sendo a primeira
denominacéo do caminho feita pelo gedgrafo alenedidifand von Richthofen, no
século XIX (Eliseeff, 1998).

Figura 2 - Rota da seda.
Fonte: http:/em.wikipedia.org

Atualmente, a sericicultura € a principal fonte rénica para mais de 30
milhGes de familias em paises como a China, indieina e Tailandia, e ndo é
diferente para Brasil, uma vez que esta atividashtribui para o desenvolvimento
sustentavel do pais, por meio da inclusdo so@gbraporcionar trabalho no campo,
com a criacdo do bicho-da-seda e o cultivo da anagiena cidade, com a industria
de fiacdo e o comércio. Portanto, a atividade ddciseltura proporciona

importantes aspectos socio-econdmicos: € uma audliernativa, gera produto de
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exportacdo, fixa o homem no campo, apresenta poepandéncia climatica, tem
pequeno custo de producao, além da racionalizeg@wdd-de-obra.

H& oito espécies criadas para a producdo do ficedma, sendo a mais
importante &B. morj, que responde por mais de 95% da seda produzidadmo
mundo. As outras sete espécies pertencem a faBaitianiidaeAntheraea pernyi
Guerin, A. millita Drury, A. yamamaiGuerin, A. assamaHelfer, Atlacus ricini
Boisduval,Philosamia riciniDrury eEryogima pyretorunWwood (Goldsmith et al.,
2002).

No Brasil, a seda foi introduzida no século XIXrahte o reinado de D.
Pedro |, no Estado do Rio de Janeiro, no muniapidtaguai, onde foi instalada a
primeira industria de seda nacional, a Companhjzetral Seropédica Fluminense.
Posteriormente, a atividade se desenvolveu em Mb®ais, com a instalacédo da
primeira Estacdo Experimental de Sericicultura,nmenicipio de Barbacena, em
1912. Em 1921, a atividade recebeu estimulo panastaar em S&o Paulo, com a
criacdo da S/A Industria de Seda Nacional, em GaaspEm 1940, foi fundada em
Bastos (SP), por imigrantes japoneses, a Sociedalbmizadora do BrasiBrajiru
Takushoku Kumiaida qual se originou a Fiacdo de Seda BRATAC $éje a
maior industria de fiacdo de seda que atua nolBrasi

Especificamente no Parana, o bicho-da-seda apasdaeprimeira vez em
Cambara, em 1932. Na mesma cidade, em 1946, sargprimeira fabrica
paranaense. No final da década de 60, com o ivcenié algumas industrias
paulistas, iniciou-se na regido do Norte Piongimmunicipio de Ibaiti e em outros
municipios vizinhos, a criacdo do bicho-da-sedaeseala comercial. Em 1972,
instalava-se no Parana, no municipio de Cornéliedprio, a KANEBOSILK DO
BRASIL — INDUSTRIA DE SEDA. Em 1973 e em 1984, steima cooperativista
do Paranéa passou a patrticipar da cadeia produigadh, com a implantacdo de um
Projeto da Cooperativa dos Cafeicultores e Agropesias de Maringa Ltda
(COCAMAR). A partir de 1970, a atividade comecocrascer no Estado. Na safra
1985/86, o Parana tornou-se o maior produtor natide casulos verdes. Na safra
2003/2004, o Estado conta com 217 municipios povdsaf 7.037 criadores, 8.135

barracdes, em torno de 17.897 empregos no campb6l2Mma com amoreiras,

20



7.171.000 kg de casulos verdes e V.B.P. R$ 39.888)8. Segundo a EMATER,
na safra 2004/2005 foram produzidos no Parana @gteadas de casulos verdes,
gerando um valor bruto de R$ 39.122.270,00.

A regido de Maringa é composta por 21 municipiaglptores, com 1.223
criadores, 1.674 barracdes, 3.614 empregos no ¢ai3®4,83 ha com amoreiras,
1.948.809,9 kg de casulos verdes e um V.B.P. de 1B¥57.429,00/ano,
representando 27% da producdo do Estado. O mumidgiNova Esperanca € o
maior produtor de casulos verdes do Brasil e dadestdo Parana, com 654
criadores, 899 barracbes, 1.977 empregos no ca®dd2 ha de amoreira,
1.211.420 kg de casulos verdes com V.B.P. R$ 6088760.

Na sericicultura, € de grande valor comercial aemifo de hibridos que
apresentem um alto rendimento de casulos por gdenmvo, resisténcia ao cultivo
no campo, qualidade do fio de seda e tamanho eaforadequado do casulo. As
racas japonesas apresentam alto teor de seda oto,casas racas chinesas
apresentam uma maior resisténcia ao cultivo no oadesta forma, para obtencéo
do hibrido procura-se misturar as caracteristicagéticas das racas japonesas e
chinesas puras. As racas puras sao resultantesudanento de racas de mesma
origem entre si, de modo a obter uma raca puraxg@gaoe outra raca pura chinesa.
O cruzamento entre elas resulta no bicho-da-séxabi(Fernandez et al., 2002).

“A seda € a Rainha das Fibras, ao mesmo tempouenbiglha nos mais
requintados saldes do mundo, estd garantindo aewWweéncia de pequenos

produtores nos paises em desenvolvimento” (hitpuikipedia.org/wiki/Seda).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Inoculacéo pelo BmMNPV

As lagartas no 3° instar foram gentilmente cedjgels empresa Bratac e
alimentadas trés vezes por dia com folhas freseasrdoreira, sob condicdes
ambientais controladas (temperatura de 25+2 °Gjachei relativa do ar de 75£2% e
luz branca com fotoperiodo de 16h claro : 8h e3c@uando as lagartas atingiram
o 5° instar, 20 espécimes foram deixadas em jejpm24h para serem inoculadas
com o virus BmMNPV.

Para o tratamento, discos foliares de amoreira clef@e diametro foram
utilizados para colocar 2 x 4@OPs (corpos de oclusdo poliédricos)/mL e cada
uma das 20 lagartas recebeu um disco. Durantareeracdo, as lagartas foram
confinadas individualmente, sob copos descartaaéésconsumirem todo o disco
foliar, assegurando assim, a ingestdo de toda pess&o viral. Terminada a
alimentacao dos discos foliares, as lagartas f@@otadas em caixas de papeldo e
transferidas para sala climatizada, onde permaaeceaté o momento do
experimento e receberam folhas de amoreira isdotagus.

As lagartas apos 24, 48, 72 e 96h da inoculac@amfaanestesiadas sob
refrigeracdo e os tubulos de Malpighi (TM) foranpidamente dissecados e

armazenados em RNaer® (Qiagen), que estabiliza 0 RNA, a 2&D
3.2. Metodologia ORESTES

A metodologia ORESTES utilizada para se obter gsegag
diferencialmente expressas, conforme descrita pas Neto (1999), foi realizada
por meio de RT-PCR, comrimers escolhidos aleatoriamente, que resultam na
amplificacao preferencial da porcao central dostato. O processo para se obter

as sequéncias pode ser resumido nas seguintes étegadas na figura 3.
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Figura 3 -Metodologia ORESTES. 1: purificacdo de RNAm; 2tese de cDNA;

3. amplificacdo conprimers aleatérios (PCRrouchdowit 4: validacdo do perfil
ORESTES; 5: isolamento dos perfis vélidos; 6: légaem vetor de clonagem; 7:
transformacdo por choque térmico; 8: crescimento regio de cultura; 9:
sequenciamento; 10: analises de sequéncias; 1lparagfio das sequéncias em
bancos de dados.
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3.2.1. Extracao de RNA total e purificagdo de RNAm

Todas as amostras de tubulos de Malpighi inoculadiaso virus BmMNPV
(TM/1) foram descongeladas em gelo e centrifugaalas0.540 rpm, por cinco
minutos, a 4° C, para que fosse retirado o RIWA". Apds esta etapa, as amostras
de TM/I de lagartas sacrificadas 24 e 48 apos iagéo (24+48 hpi), foram
misturadas para a extracdo de RNAm, utilizando-ddt ligoteX® (Qiagen),
conforme instrucdes do fabricante. As amostras Mé T2 e 96 apods inoculacao
(72+96 hpi) também foram misturadas e o RNA tabaleitraido com o reagente
TRIZol (Invitrogen), para posterior purificacdo BOIAM.

A amostra de RNA total extraida com o reagente TRIZoi ressuspendida
em agua ultrapura tratada com DEPEC (dietil pifooaato), a fim de evitar a
degradacdo do RNA. Posteriormente a extracdo, ateanioi verificada em gel de
agarose desnaturante com formaldeido a 1%, quaui#iem espectofotbmetro e
tratada com DNase | RNaBee (Biolabs).

Para certificar-se a descontaminacdo de DNA, asst@asotratadas com
DNase | [2U/1@g] (TM/I 72+96 hpi) foram submetidas a PCR, utifida-se
primers para 0 gene constitutivo da actina (E1F:
5’AAGGTGTGCTCGAACAGTGC3 e E2R:
5’ACTACCAACGCGGCAACTTCS3’). Apos a certificacdo deug a amostra de
RNA total estava livre de DNA contaminante, os RN#&nforam purificados

utilizando-se o kit Oligotex Il (Qiagen) e manticews80° C.
3.2.2. Sintese de cDNA e obtencéo de perfis ORESTES

Os mRNAs purificados foram submetidos a transcrig&ersa, utilizando-se
a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogenum conjunto deprimers

selecionados aleatoriamente (Quadro 1). A sintesprigneira fita de cDNA foi

realizada a 37° C, por 50 minutos, em um volumed tbé¢ 20uL.
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Quadro 1 Primersutilizados para a sintese de cDNA

RNAmM Primers [2um] Sequéncia
_ HAMPD2F 5 TGCCCAGCGTTTCTCAGTGC 3
TM/I 24+48 hpi ,
Primer 2 5" CCCCATCTAAGTACTAACCGC 3
TM/I 72+96 hpi ArglF 5" CTCAGCTGCAGGAACCCTGG 3

Os cDNA'’s foram diluidos 1:5 em agua ultrapura elfinados por PCR
TouchdownPCR-TD,(Don et al., 1991). Cada 18- de reac&o consistiu empL
de cDNA, 333uM de cada dNTP, 1,66 mM de MgCtampéo 1x, 83,33 nM do
primer e 0,2 U deTaqpolimerase (Invitrogen).

Um Unico primer aleatorio foi utilizado (Quadro 2), como previar@en
descrito por Nunes et al. (2004). O protocolo delditacdo consistiu em uma
etapa inicial de 75° C, por cinco minutos, seguma 45 ciclos em séries
touchdown (95° C, por 30 segundos, decréscimo gradual de eémnpa de
anelamento de 66 a 44° C, permanecendo dez segpodetapa, € um decréscimo
de 2° C por etapa, 72° C, por um minuto), e umares&o final de 72° C, por 30

minutos.

Quadro 2 Primersutilizados para a PCR-TD

cDNA Primers Sequéncia
TM/1 24+48  BA3F1 5" AGATGACCCAGATCATGTTCG 3’
hpi GOFGF 5 TCACTGAGTACGCGATCGTCGAAGCCACACTAGG 3
TM/I 72+96 Brl 5" AGCCGCAGGACGAATCCA 3’
hpi

Os produtos de PCR (perfis) foram verificados erhdge agarose a 1%
(Figura 4A e 4B) corado com brometo de etideo [Inmh@p Com a validagdo dos
perfis (aqueles que apresentaram um rastro), foeatizadas mais dez reacdes de
PCR-TD dos cNDA’s com ogrimerspara obter mais quantidade de DNA de cada
perfil e, posteriormente, estas foram precipitantan PEG (polietilenoglicol 8000)

e concentradas em M de agua ultrapura.

25



Figura 4 - A: 1 e 2: perfil 24+48 hpi; 3: perfil #26 hpi; M: marcador de tamanho
molecular 2-log (Biolabs). B: M: marcador de tamamntolecular 1 kb (Biolabs); 1-
3: perfis invalidos; 4-6: perfis validos.

3.3. Bibliotecas de cDNA

Os perfis ORESTES concentrados foram clonados ¢on pBrive (Qiagen)
ou pMosBlue (GE), a 4° C, por 16h, para transfoéraggor choque térmico em 100
uL de células termo-competentes Hecherichia colicepa DH%. As bactérias
foram plaqueadas em meio LB sdlido, contendo ammmcj100ug/mL], Xgal [40
ng/mL] e IPTG [7ug/mL]. As colGnias positivas foram selecionadasailbadas a
37°C em 15QuL de meio LB liquido com ampicilina [1Q@y/mL], em placas de 96
pocos, por 24h, sem agitacao.

O meio de cultura foi diluido 1:5 em &gua ultraperserviu como controle
da reacdo de PCR, sendo que cerca de 25% dos deneada placa foram
verificados quanto a presenca de inserto. Cadal.lde reacdo consistiu empL
de meio de cultura, 128M de cada dNTP, 1,5 mM de MgCkampéo 1x, 134,4
nM de cadaprimer (M13 forward e M13reversg¢ e 0,2 U deTaq polimerase

(Invitrogen). O protocolo de amplificacdo consigtiomn uma etapa inicial de 95° C
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por trés minutos, 35 ciclos de 95° C por 40 segsn8b° C por 40 segundos e 72°
C por 55 segundos, e uma extenséo final de 720 Cdgz minutos. Uma aliquota
de cada produto de amplificacdo foi analisada end@agarose a 1% (Figuras 5 e

6) corado com brometo de etideo [1 mg/mL].

10 11 12 13 14 1

Figura 5 - M: marcador de tamanho molecular 10qRiblabs); 1-19: clones da
Biblioteca TM/I 24+48 hpi.

Figura 6 - M: marcador de tamanho molecular 10qRiblabs); 1-24: clones da
Biblioteca TM/I 72+96 hpi.
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Com a confirmacdo dos insertos, foi realizada o R@R clones de cada
biblioteca (em placas de 96 pocgos), que foram pitados com PEG e
ressuspendidos em fL de agua ultrapura. A partir destas amostras foram
realizadas as reacbes de sequenciamento utilizndm-kit DYEnami€! ET
Terminator (Amersham Biosciences) peimer dos vetores de clonagem (M13
forward), de acordo com Silva et al., 2001. Cada [0 de reacdo de
sequenciamento consistiu emub do clone, 125 nM derimer e 4L de premix
ET. E, o protocolo de amplificacao foi realizadencoma etapa inicial de 9% por
2 segundos, seguidos de 35 ciclos dé @5por 10 segundos, 50C por 15
segundos, e uma extensao final d& ®@or 1 minuto.

Feito as reacdes de sequenciamento, estas foraipifaeas de acordo com
0 seguinte protocolo: gL de acetato de amonio gelado (7,5 M + EDTA 60 mM),
50 pL de etanol absoluto, agitar e deixar em gelo fomihutos,Cce centrifugar a
3100 g por 30 minutos, desprezar o sobrenadanémteifagar rapidamentet(30
seg), acrescentar 2Q0L de etanol 70%, centrifugar a 3100g por 30 minutos
desprezar o sobrenadante e centrifugar rapidani®r@@ seg), ressuspender em 10
uL de formamida.

O sequenciamento foi realizado em sequenciador Bega 1000 e na
analise foram consideradas sequéncias com mai8Qdeakes com qualidade Phred

maior ou igual a 15.

3.4. Andlise de sequéncias

Os dados brutos obtidos do sequenciamento foramisata@s por
pesquisadores do Laboratério de Genética Moleeuiioinformatica da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade deF&iido.

As sequéncias foram submetidas ao mesmo protoabdonatico de analise
de dadosFipelinede Anotacdo Génica) utilizado pakais mellifera(Nunes et al.,
2004). Este protocolo consistiu em detectar asésemn@s de vetores @imerse

mascarar repeticbes. As sequéncias validadas faanmetidas em pesquisa
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BLASTN (Altschul et al., 1997) no banco de dados@enBank para sequéncias
mitocondriais e do virus NPV, a fim de eliminar s&acias contaminantes. Outras
pesquisas em BLASTN foram realizadas no banco desdde EST's d&. mori
depositados no dbEST GenBank, bem como no banaades de cDNA d&.
mori (Silk Base). As sequéncias também foram comparemi@so banco de dados

de proteinas ndo redundantes, utilizando-se a dPICASTX.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise das sequéncias em BLASTN e BLASTX

Cinco bibliotecas de cDNA de tubulos de Malpighildgartas inoculadas
com o virus BmMMNPV foram geradas da amostra TMA4B1hpi e da amostra
TM/I 72+96 hpi, sendo 414 clones sequenciados,qi@ss foram possiveis obter
168 sequéncias validas (sequéncias > 100 basesed Ph), e com um tamanho
médio de 553,9 pb, para RNAmM, para proteinas miindantes (NRP), para EST's
de B. mori (Bmo EST’s) e deno match(Figura 7). Sequéncias para 0 genoma
mitocondrial ou para o genoma do virus NPV ndonfoesacontradas, o que mostra
gue o material utilizado para a obtencdo das hédas estava isento de

contaminacdo de DNA gendmico e mitocondrial e RNAlv

60
501
40+
301
201
A M
0 mMRNA NRP Bmo ESTs no matches
B TM 24+48 hpi 13 57 9 18
OTM 72+96 hpi 0 53 0 18

Figura 7 -Anotacdes validas obtidas a partir das bibliotedascDNA de TM/I
24+48 hpi e TM/I 72+96 hpi.

As sequéncias foram primeiramente submetidas equias BLASTN, por
meio do pipeline de bioinformatica, comparando-as com sequénciaB.deori
depositadas no banco de dados do NCBI-EST (dbE&itpntrando-se 5,36% (9)

delas em EST’s dB. mori.Em uma etapa posterior, uma comparacdo em BLASTX
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das sequéncias ORESTES com o banco de dados dapstnr-NCBI, permitiu a
anotacao de 65,48% (110) delas. No entanto, se@ssarias mais sequéncias para
gue se possa realizar uma analise de melhor gdelidautras 21,43% (36) das
sequéncias ndo apresentaram similaridade com augrdgecidas, as quais podem

ser candidatas a novos genes expressos em tubMalgighi no bicho-da-seda.
4.2. Analise de sequéncias de RNAmM em banco de dadie cDNA

Treze (7,74%) sequéncias para RNAm’s foram obtiglasnas em TM/I
24+48 hpi (Quadro 3) quando foram comparadas cdrango de dados de cDNA

deB. mori(Silk Base).

Quadro 3 - Sequéncias obtidas no banco de dadeblden deB. mori

Sequéncias da biblioteca de cDNA Descricdo valor EScore Identidade
LORF-TM2448-010709-003-G03 Oxido nitrico sintetase 46 65 93%
LORF-TM2448-010709-003-A10  Inibidor de quimotripsi€l-b1 gL 204 97%
LORF-TM2448-010709-003-A03  Isoforma 1 de nucleopizms gtos 197 99%
LORF-TM2448-010709-003-A09  Isoforma 1 de nucleopizms g0t 193 99%
LORF-TM2448-010709-003-F08 Proteina quinase, PKG-la €' 193 92%
LORF-TM2448-010709-003-C06 Subunidade e de ATRsint 38’ 127 100%
LORF-TM2448-010709-003-C04  Isoforma 1 de nucleapias glot 193 99%
LORF-TM2448-010709-003-G04 Subunidade e de ATRisnt 48" 127 100%
LORF-TM2448-010709-003-D09 Oxido nitrico sintetase 4% 65 93%
LORF-TM2448-010709-003-A06 Isoforma 1 de nucleopias gl 197 99%
LORF-TM2448-010709-003-E07 Isoforma 1 de nucleapias gl 189 98%
LORF-TM2448-010709-003-E09 Isoforma 1 de nucleapias 't 193 99%
LORF-TM2448-010709-003-E10  Inibidor de quimotripsi@l-b1l e 228 99%

Dentre as sequéncias de RNAmM’'s encontradas, destaaacodificante de
oxido nitrico sintetase (NOS), enzima responsaek pintese de 6xido nitrico, que
esta envolvido na resposta humoral em mamiferase &-citrulina, a partir do
aminoacido L-arginina. Esta enzima foi detectad@orpo gorduroso e em tubulos
de Malpighi deB. mori(Choi et al., 1995). Dois tipos de NOS (uma indeleere
de C&? e constitutiva de calmodulina, e a outra, depetederconstitutiva de C3
foram identificadas e suas atividades no tdbulo Malpighi aumentam
drasticamente durante o dltimo instar larval. Tamtéédescrita em lagartas Be
mori a expressdo em baixo nivel do gene NOS no corpdugmso, hemacitos,

tubulos de Malpighi, intestino médio e antena daltagd sendo altamente expresso
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no corpo gorduroso sob estimulagdo por lipo-patisgdeo (LPS), o que sugere
gue o gene NOS apresenta distintas funcdes fisaadégem diferentes tecidos
(Imamura et al., 2002).

Com relacéo a resposta imune em insetos, aindastaelucidada a relacao
entre 0s mecanismos de imunidade e a producédo ide éitrico nos tecidos.
Alguns genes NOS derosophila melanogastgiRegulski, et al., 1995Anopheles
stephensigLuckhart, et al., 1998Rodnius prolixugYuda, et al., 1996) Blanduca
sexta(Nighorn, et al., 1998joram clonados. Também ¢é descrita a atividade de
NOS no corpo gorduroso, tubulo de Malpighi, inteste cérebro enChrysomia
megacephaldéFaraldo et al., 2007).

Uma analise comparativa das sequéncias obtidas NdemRtambém foi
realizada no banco de dados UniGene (http://www.mab.nih.gov), o qual
permite a comparacao da sequéncia transcrita ctrasogue parecem ter 0 mesmo
local de transcricdo (gene ou pseudogene expregssiin como informacgdes de
similaridades com proteinas, expressao génica.eslae cDNA e localizagéo
gendmica (Wheeler et al., 2003). No Quadro 4, é@sgntada a comparacdo da
sequéncia de Oxido nitrico sintetase obtida dastabas de cDNA’'s TM/l 24+48

hpi com outras espécies.

Quadro 4 - Similaridades de sequéncias de Oxidacmisintetase obtida das
bibliotecas de cDNA das amostras TM/l 24+48 hpi @pbanco de dados UniGene

Sequéncia da biblioteca de cDNA Proteina de ref@én Espécie Identidade

Oxido nitrico sintetase Bombyx mori 100%

Oxido nitrico sintetase, Isoforma A D. melanogaster  59,9%

LORF-TM2448-010709-003-G03 Oxido nitrico sintetase neuronal 1 Xenopus laevis ~ 49,1%
Oxido nitrico sintetase, Isoforma 1 Homo sapiens 48,8%

Oxido nitrico sintetase 3 Mus musculus 47,7%

Outra proteina em destaque que foi encontrada éor mamero de clones é
a nucleoplasmina, conhecida como uma proteina reladora da cromatina.
Gillespie e Blow (2000) descreveram-na como semda proteina necessaria para a
reativacdo de origens de replicacdo em espermdmzaie Xenopus A

nucleoplasmina remove as protaminas presente maatira, descondensando-a, e
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permite que o complexo de origem de replicacdXeleopus(XORC) se ligue a
origem e inicie a replicacéo.

Também foi realizada uma andlise comparativa daésexg obtida das
bibliotecas de cDNA das amostras TM/lI 24+48 hpitalggoteina no banco de
dados UniGene (Quadro 5).

Quadro 5: Similaridades de sequéncias de nucleoplasobtidas das bibliotecas de
cDNA das amostras TM/l 24+48 hpi com o banco deodashiGene

Sequéncia da biblioteca de cDNA Proteina de ref@én Espécie Identidade
. Bombyx mori 100%
LORF-TM2448-010709-003-A09 Nucleoplasmina D. melanogaster 47.4%

4.3. Analise de sequéncias de EST’s 8@mbyx mori
Nove (5,36%) sequéncias para EST’sBlemori foram obtidas apenas em
TM/I 24+48 hpi (Quadro 6), quando comparadas nachare dados de EST de

B.morido NCBI-EST (dbEST).

Quadro 6 - Sequéncias obtidas no banco de dadéSTes deB. mori

Sequéncia da biblioteca de Tecido Estag|o. de valor E Score Identidade
cDNA desenvolvimento

LORF-TM2448-010709- . , - ~ R o
003-D05 Embrido 100 h pés fertilizagédo e 142 95%

LORF-TM2448-010709- Células L . o i 0
003-E11 foliculares Estagio pupal — 8° dia 0 426 98%

LORF-TM2448-010709- 5412 da seda  3° dia do 5° instar larval ®le 48 98%
003-D07

LORF-TM2448-010709- Corpo gorduroso  3° dia do 5° instar larval 0 425 %98
003-F05

LORF-TM2448-010709- 5412 da seda  3° dia do 5° instar larval ®le 48 98%
003-E03

LORF-TM2448-010709- Células L . o i 0
003-B06 foliculares Estagio pupal — 8° dia 0 415 99%

LORF-TM2448-010709- 541 4uja da seda  3° dia do 5° instar larval ®1e 48 98%
003-A01

LORF-TM2448-010709- 55 qla da seda  3° dia do 5° instar larval 81e 48 98%
003-B05

LORF-'I;)I\(/)I;A;A\EESZ—OlO?OQ- Embrigo 100 h pés fertilizacgo ~ F 139 95%
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Também foram realizadas analises comparativasedpgscias obtidas das
bibliotecas de cDNA das amostras TM/I 24+48 hplumGene com sequéncias de

outros organismos (Quadro 7).

Quadro 7 - Similaridades de sequéncias obtidasbda@mtecas de cDNA das
amostras TM/I 24+48 hpi no UniGene

Biblioteca Proteina de referéncia Espécie Idengdad
Glutamil-tRNA sintetase Aedes aegypti 70,1%
Glutamil-tRNA sintetase D. melanogaster 67,8%
LORF:B'\(;I%_A'S&ON?OQ' Proteina hipotética LOC379670 Xenopus laevis 62,7%
Glutamil-tRNA sintetase Homo sapiens 61,5%
Glutamil-tRNA sintetase Mus musculus 59,8%
Similar a CG1598-PA predita Apis mellifera 88,5%
LORF-TM2448-010709- Transport:’;mdor.arsgrjite arsA Xenopus laevis 76,7%
003-E11 Proteina h|p9t¢t|ca Neu_rospo_ra crassa 60,6%
Transportador de &nion ATPase  Arabidopsis thaliana 60,3%
Proteina predita Chlamydomonas reinhardtii  57,8%
LORF-TM2448-010709- Precursor de lipo-proteina Bombyx mori 80,3%
003-F05 CG1240 D. melanogaster 62,2%
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5. CONCLUSOES

Por meio da metodologia ORESTES, foi possivel pwduoibliotecas de
cDNA para andlise do transcriptoma de tubulo dephai deBombyx mordiante
a inoculacdo do virus BmMNPV. O numero de sequénciderencialmente
expressas foi relativamente pequeno, porém, denaomsé a metodologia utilizada
e eficiente em relacdo as outras metodologias debser EST's a partir de
bibliotecas de cDNA normalizadas.

As informacdes obtidas permitirdo contribuir pa@atacdo genémica deste
lepidoptero, compreensdo do perfil de expressaodmydo excretor diante a
infeccdo, bem como efetuar comparacdes entre tiptsoas de outros
lepidopteros e desenvolver estudos comparativas estgenomas de lepidopteros
e outros insetos. Ha possibilidade da aplicacdm@uoaa, futuramente, destas

descobertas na elaboracéo de inseticidas eficiefaaso controle bioldgico.
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APENDICE A



Quadro 1 A: Protocolo de precipitacdo com PEG

Solucbes estoque:

v PEG (polietileno glycol 8000) 20%
v'NaCl 2,5 M

Protocolo:

1.) Adicionar o0 mesmo volume da amostra a ser pitadia da solucéo de
PEG e misturar por pipetagem;

2.) Incubar a 37° C por 15 minutos;

3.) Centrifugar a amostra a 15.000 g, por 15 meuEm temperature
ambiente;

4.) Descartar o sobrenadante com o auxilio de upedap

5.) Adicionar 2,5 volumes de etanol 80% gelado a@tuwe inicial da
amostra;

6.) Centrifugar a amostra a 15.000 g, por 2 minutrs temperatura
ambiente. Descartar o sobrenadante com o auxilior@depipeta.

7.) Repetir as etapas 5 e 6;

8.) Deixar secar a amostra e ressuspender em vadeguado com agua

ultra-pura.



APENDICE B



Quadro 1 B: Andlise das sequéncias — BibliotecM124+48 hpi

Silkworm Gene Discovery
Submission Id: 1

File........... LORF-TM2448-130509-001.zip
Date..........: 2009-07-07

Time..........: 15:08:38

User..........: Daniel Guariz Pinheiro
Legend

Column 1 - Name

Column 2 - Sequence length
Column 3 - High quality start
Column 4 - High quality end
Column 5 - High quality length

No matches.......c.ccevvvveeeeennnnnl 12
LORF-TM2448-130509-001-C06.esd 492 31 484 454
LORF-TM2448-130509-001-A01.esd 432 4 425 422
LORF-TM2448-130509-001-D09.esd 498 10 492 483
LORF-TM2448-130509-001-A02.esd 521 15 513 499
LORF-TM2448-130509-001-C10.esd 273 37 267 231
LORF-TM2448-130509-001-G02.esd 510 20 501 482
LORF-TM2448-130509-001-H06.esd 484 30 480 451
LORF-TM2448-130509-001-F10.esd 493 41 483 443
LORF-TM2448-130509-001-G07.esd 305 7 269 263
LORF-TM2448-130509-001-D10.esd 502 9 493 485
LORF-TM2448-130509-001-G10.esd 1028 31 788 758
LORF-TM2448-130509-001-A09.esd 496 42 486 445
Refused due to Low Quality..............: 37

LORF-TM2448-130509-001-E01.esd 268 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-H09.esd 777 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-E05.esd 397 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-A07.esd 506 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-B02.esd 371 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-F08.esd 307 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-B08.esd 754 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-C08.esd 538 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-H01.esd 153 48 129 82
LORF-TM2448-130509-001-D03.esd 413 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-E09.esd 515 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-F02.esd 289 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-A12.esd 384 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-C05.esd 402 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-E12.esd 185 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-G11.esd 392 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-B12.esd 181 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-G08.esd 400 43 111 69
LORF-TM2448-130509-001-E07.esd 493 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-D12.esd 428 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-D08.esd 240 182 232 51
LORF-TM2448-130509-001-G01.esd 630 29 51 23
LORF-TM2448-130509-001-C07.esd 638 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-B11.esd 491 -1 -1 1



LORF-TM2448-130509-001-G09.esd 465 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-C12.esd 476 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-A05.esd 147 29 124 96
LORF-TM2448-130509-001-F09.esd 604 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-H11.esd 574 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-C04.esd 238 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-E03.esd 182 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-D05.esd 312 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-E10.esd 937 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-H04.esd 715 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-B06.esd 167 65 153 89
LORF-TM2448-130509-001-E02.esd 321 -1 -1 1
LORF-TM2448-130509-001-E11.esd 870 -1 -1 1
Refused due to Vector Presence..........: 36
LORF-TM2448-130509-001-C11.esd 259 39 180 142
LORF-TM2448-130509-001-B04.esd 219 40 203 164
LORF-TM2448-130509-001-D02.esd 302 98 297 200
LORF-TM2448-130509-001-F04.esd 287 71 254 184
LORF-TM2448-130509-001-B05.esd 167 54 161 108
LORF-TM2448-130509-001-G06.esd 245 45 239 195
LORF-TM2448-130509-001-F11.esd 148 33 139 107
LORF-TM2448-130509-001-A11.esd 158 30 153 124
LORF-TM2448-130509-001-H07.esd 189 42 184 143
LORF-TM2448-130509-001-C01.esd 160 24 129 106
LORF-TM2448-130509-001-B10.esd 175 40 170 131
LORF-TM2448-130509-001-A04.esd 165 29 139 111
LORF-TM2448-130509-001-B09.esd 182 48 153 106
LORF-TM2448-130509-001-D04.esd 311 59 238 180
LORF-TM2448-130509-001-H03.esd 238 60 233 174
LORF-TM2448-130509-001-F01.esd 228 58 223 166
LORF-TM2448-130509-001-A03.esd 167 30 161 132
LORF-TM2448-130509-001-F05.esd 254 39 233 195
LORF-TM2448-130509-001-F07.esd 233 112 227 116
LORF-TM2448-130509-001-H02.esd 159 14 152 139
LORF-TM2448-130509-001-F03.esd 167 29 162 134
LORF-TM2448-130509-001-G03.esd 206 32 169 138
LORF-TM2448-130509-001-E04.esd 202 41 173 133
LORF-TM2448-130509-001-C03.esd 226 116 221 106
LORF-TM2448-130509-001-D01.esd 212 7 207 201
LORF-TM2448-130509-001-C09.esd 585 11 564 554
LORF-TM2448-130509-001-A06.esd 158 27 152 126
LORF-TM2448-130509-001-F12.esd 224 83 217 135
LORF-TM2448-130509-001-D06.esd 234 43 225 183
LORF-TM2448-130509-001-F06.esd 206 22 140 119
LORF-TM2448-130509-001-B03.esd 211 9 205 197
LORF-TM2448-130509-001-G05.esd 148 21 130 110
LORF-TM2448-130509-001-G12.esd 165 34 159 126
LORF-TM2448-130509-001-D11.esd 156 33 136 104
LORF-TM2448-130509-001-H12.esd 241 61 236 176
LORF-TM2448-130509-001-A10.esd 491 43 486 444
Non Redundant Proteins................... 11

LORF-TM2448-130509-001-G04.esd 392 29 388 360
LORF-TM2448-130509-001-E08.esd 469 31 460 430
LORF-TM2448-130509-001-B07.esd 392 16 385 370
LORF-TM2448-130509-001-A08.esd 492 12 484 473

LORF-TM2448-130509-001-C02.esd 458 29 451 423



Quadro 2 B: Andlise das sequéncias — BibliotecM24+48 hpi

LORF-TM2448-130509-001-H08.esd
LORF-TM2448-130509-001-E06.esd
LORF-TM2448-130509-001-H10.esd
LORF-TM2448-130509-001-D07.esd
LORF-TM2448-130509-001-H05.esd
LORF-TM2448-130509-001-B01.esd

408
394
396
417
422
431

32
30
36
27
30
25

Silkworm Gene Discovery

Submission Id: 3

File........... LORF-TM2448-150509-002.zip
Date..........: 2009-07-08

Time..........: 15:05:01

User..........: Daniel Guariz Pinheiro
Legend

Column 1 - Name

Column 2 - Sequence length
Column 3 - High quality start
Column 4 - High quality end
Column 5 - High quality length

No matches...........ccoeeevvvevevenenl B

LORF-TM2448-150509-002-H09.esd
LORF-TM2448-150509-002-E01.esd
LORF-TM2448-150509-002-B01.esd
LORF-TM2448-150509-002-C01.esd
LORF-TM2448-150509-002-G12.esd

Refused due to Low Quality..............: 36

LORF-TM2448-150509-002-A07.esd
LORF-TM2448-150509-002-G11.esd
LORF-TM2448-150509-002-F02.esd
LORF-TM2448-150509-002-B04.esd
LORF-TM2448-150509-002-E04.esd
LORF-TM2448-150509-002-E08.esd
LORF-TM2448-150509-002-A12.esd
LORF-TM2448-150509-002-G05.esd
LORF-TM2448-150509-002-C11.esd
LORF-TM2448-150509-002-H01.esd
LORF-TM2448-150509-002-H02.esd
LORF-TM2448-150509-002-D10.esd
LORF-TM2448-150509-002-H03.esd
LORF-TM2448-150509-002-C04.esd
LORF-TM2448-150509-002-H10.esd
LORF-TM2448-150509-002-D06.esd
LORF-TM2448-150509-002-D04.esd
LORF-TM2448-150509-002-D05.esd
LORF-TM2448-150509-002-B02.esd
LORF-TM2448-150509-002-C09.esd
LORF-TM2448-150509-002-F01.esd
LORF-TM2448-150509-002-C08.esd

899
247
241
237
850

357
417
601
324
427
309
319
217
163
164
293
153
203
336
405
422
479
195
379
484
422
302

214
10
32
30
39

399
389
391
413
391
425

672
242
236
232
641

368
360
356
387
362
401

459
233
205
203
603
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LORF-TM2448-150509-002-H06.esd 304 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-C06.esd 495 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-G01.esd 456 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-B10.esd 381 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-F09.esd 769 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-E10.esd 335 39 79 41
LORF-TM2448-150509-002-F04.esd 191 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-B03.esd 408 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-H08.esd 525 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-A11.esd 187 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-A03.esd 230 48 115 68
LORF-TM2448-150509-002-C05.esd 308 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-H05.esd 318 -1 -1 1
LORF-TM2448-150509-002-G02.esd 362 -1 -1 1
Refused due to Vector Presence..........: 48

LORF-TM2448-150509-002-D03.esd 241 52 236 185
LORF-TM2448-150509-002-B07.esd 238 58 232 175
LORF-TM2448-150509-002-G03.esd 158 23 151 129
LORF-TM2448-150509-002-A05.esd 191 12 187 176
LORF-TM2448-150509-002-E05.esd 152 28 147 120
LORF-TM2448-150509-002-E03.esd 750 25 615 591
LORF-TM2448-150509-002-B11.esd 155 35 148 114
LORF-TM2448-150509-002-C03.esd 236 63 231 169
LORF-TM2448-150509-002-D09.esd 231 57 225 169
LORF-TM2448-150509-002-B06.esd 209 37 160 124
LORF-TM2448-150509-002-G04.esd 164 51 156 106
LORF-TM2448-150509-002-H11.esd 274 88 269 182
LORF-TM2448-150509-002-A08.esd 640 34 623 590
LORF-TM2448-150509-002-D01.esd 248 37 242 206
LORF-TM2448-150509-002-E09.esd 366 53 242 190
LORF-TM2448-150509-002-B05.esd 214 42 209 168
LORF-TM2448-150509-002-C10.esd 425 272 372 101
LORF-TM2448-150509-002-A06.esd 167 26 161 136
LORF-TM2448-150509-002-G08.esd 236 23 231 209
LORF-TM2448-150509-002-H04.esd 332 22 122 101
LORF-TM2448-150509-002-D07.esd 931 29 662 634
LORF-TM2448-150509-002-B09.esd 234 55 229 175
LORF-TM2448-150509-002-F03.esd 229 57 224 168
LORF-TM2448-150509-002-F08.esd 237 58 226 169
LORF-TM2448-150509-002-G07.esd 231 48 224 177
LORF-TM2448-150509-002-F06.esd 232 46 227 182
LORF-TM2448-150509-002-A04.esd 229 40 224 185
LORF-TM2448-150509-002-E07.esd 162 25 157 133
LORF-TM2448-150509-002-D12.esd 204 12 193 182
LORF-TM2448-150509-002-C12.esd 237 59 228 170
LORF-TM2448-150509-002-A02.esd 235 55 228 174
LORF-TM2448-150509-002-E02.esd 240 54 227 174
LORF-TM2448-150509-002-A10.esd 234 82 226 145
LORF-TM2448-150509-002-D11.esd 237 62 230 169
LORF-TM2448-150509-002-D02.esd 165 37 160 124
LORF-TM2448-150509-002-A01.esd 238 37 233 197
LORF-TM2448-150509-002-F05.esd 223 54 219 166
LORF-TM2448-150509-002-G10.esd 158 4 116 113
LORF-TM2448-150509-002-F12.esd 303 7 120 114
LORF-TM2448-150509-002-H07.esd 236 48 230 183
LORF-TM2448-150509-002-G09.esd 180 46 147 102
LORF-TM2448-150509-002-B12.esd 167 38 162 125

LORF-TM2448-150509-002-E12.esd 243 56 238 183



LORF-TM2448-150509-002-F07.esd 170
LORF-TM2448-150509-002-A09.esd 158
LORF-TM2448-150509-002-E11.esd 172
LORF-TM2448-150509-002-D08.esd 161
LORF-TM2448-150509-002-C02.esd 239
Refused due to Repeat Presence..........: 1
LORF-TM2448-150509-002-C07.esd 227
Non Redundant Proteins..................:. 4
LORF-TM2448-150509-002-F10.esd 389
LORF-TM2448-150509-002-F11.esd 392
LORF-TM2448-150509-002-B08.esd 400
LORF-TM2448-150509-002-E06.esd 394

Quadro 3 B: Andlise das sequéncias — BibliotecM34+48 hpi

23
21
10
28
121

17
17
25

Silkworm Gene Discovery

Submission Id: 5

File........... LORF-TM2448-010709-003.zip
Date..........: 2009-07-08

Time..........: 15:07:17

User..........: Daniel Guariz Pinheiro
Legend

Column 1 - Name

Column 2 - Sequence length
Column 3 - High quality start
Column 4 - High quality end
Column 5 - High quality length

No matches.........ccccovvveveennnl 1
LORF-TM2448-010709-003-E08.esd 1210

Refused due to Low Quality..............: 20
LORF-TM2448-010709-003-G10.esd 403
LORF-TM2448-010709-003-H06.esd 576
LORF-TM2448-010709-003-G06.esd 429
LORF-TM2448-010709-003-H04.esd 1398
LORF-TM2448-010709-003-G07.esd 314
LORF-TM2448-010709-003-G05.esd 728
LORF-TM2448-010709-003-H05.esd 543
LORF-TM2448-010709-003-F12.esd 485
LORF-TM2448-010709-003-F07.esd 223
LORF-TM2448-010709-003-B08.esd 1725
LORF-TM2448-010709-003-B10.esd 836
LORF-TM2448-010709-003-H09.esd 444
LORF-TM2448-010709-003-G01.esd 413
LORF-TM2448-010709-003-H03.esd 389
LORF-TM2448-010709-003-H10.esd 456

LORF-TM2448-010709-003-G08.esd 414

51

165
152
144
139
231

222

382
386
390
385

263

143
132
135
112
111

216

366
370
366
377

213
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LORF-TM2448-010709-003-F09.esd
LORF-TM2448-010709-003-F11.esd
LORF-TM2448-010709-003-H07.esd
LORF-TM2448-010709-003-B12.esd

Refused due to Vector Presence..........: 3

LORF-TM2448-010709-003-F02.esd
LORF-TM2448-010709-003-B11.esd
LORF-TM2448-010709-003-B07.esd

LORF-TM2448-010709-003-G03.esd
LORF-TM2448-010709-003-A10.esd
LORF-TM2448-010709-003-A03.esd
LORF-TM2448-010709-003-A09.esd
LORF-TM2448-010709-003-F08.esd
LORF-TM2448-010709-003-C06.esd
LORF-TM2448-010709-003-C04.esd
LORF-TM2448-010709-003-G04.esd
LORF-TM2448-010709-003-D09.esd
LORF-TM2448-010709-003-A06.esd
LORF-TM2448-010709-003-E07.esd
LORF-TM2448-010709-003-E09.esd
LORF-TM2448-010709-003-E10.esd

BMO ESTS...ccoovvveeevieeeeieeeeen s 9

LORF-TM2448-010709-003-D05.esd
LORF-TM2448-010709-003-E11.esd
LORF-TM2448-010709-003-D07.esd
LORF-TM2448-010709-003-F05.esd
LORF-TM2448-010709-003-E03.esd
LORF-TM2448-010709-003-B06.esd
LORF-TM2448-010709-003-A01.esd
LORF-TM2448-010709-003-B05.esd
LORF-TM2448-010709-003-A12.esd

Non Redundant Proteins..................: 42

LORF-TM2448-010709-003-F06.esd
LORF-TM2448-010709-003-D12.esd
LORF-TM2448-010709-003-F10.esd
LORF-TM2448-010709-003-F01.esd
LORF-TM2448-010709-003-E12.esd
LORF-TM2448-010709-003-E01.esd
LORF-TM2448-010709-003-D02.esd
LORF-TM2448-010709-003-A07.esd
LORF-TM2448-010709-003-D03.esd
LORF-TM2448-010709-003-C09.esd
LORF-TM2448-010709-003-B01.esd
LORF-TM2448-010709-003-C03.esd
LORF-TM2448-010709-003-B02.esd
LORF-TM2448-010709-003-D10.esd
LORF-TM2448-010709-003-B04.esd
LORF-TM2448-010709-003-F04.esd
LORF-TM2448-010709-003-B09.esd
LORF-TM2448-010709-003-A05.esd
LORF-TM2448-010709-003-C10.esd

355
453
392
2184

482
264
543

605
649
477
479
549
601
469
1008
615
474
458
463
508

372
693
671
623
702
672
648
553
368

523
587
702
623
597
608
614
616
710
609
615
1116
919
606
615
624
624
599
824

-1
-1
-1
36

34
37
21

38
28
42
33
40
49
53
65
40
18
43
42
32

38
32
28
82
58
42
28
35
32

25
68
61
43
52
36
48
39
46
42
26
50
36
29
46
47
54
61
38

-1
-1
-1
118

204
259
148

596
500
466
462
545
576
462
709
594
457
452
459
490

303
689
650
569
690
571
643
548
362

491
581
683
609
591
604
607
591
667
582
590
756
735
600
606
617
610
559
666

fo o Bl alll ol

171
223
128

559
473
425
430
506
528
410
645
555
440
410
418
459

266
658
623
488
633
530
616
514
331

467
514
623
567
540
569
560
553
622
541
565
707
700
572
561
571
557
499
629



LORF-TM2448-010709-003-C02.esd 610 40 606 567

LORF-TM2448-010709-003-C11.esd 980 166 778 613
LORF-TM2448-010709-003-D04.esd 1006 43 731 689
LORF-TM2448-010709-003-D06.esd 568 30 538 509
LORF-TM2448-010709-003-E02.esd 614 38 608 571
LORF-TM2448-010709-003-A11.esd 621 50 612 563
LORF-TM2448-010709-003-C07.esd 1014 34 661 628
LORF-TM2448-010709-003-E05.esd 595 18 558 541
LORF-TM2448-010709-003-A02.esd 883 33 722 690
LORF-TM2448-010709-003-D01.esd 763 46 616 571
LORF-TM2448-010709-003-C12.esd 596 39 589 551
LORF-TM2448-010709-003-A08.esd 620 47 614 568
LORF-TM2448-010709-003-F03.esd 1047 58 763 706
LORF-TM2448-010709-003-C01.esd 602 28 597 570
LORF-TM2448-010709-003-G02.esd 397 35 359 325
LORF-TM2448-010709-003-C05.esd 612 30 608 579
LORF-TM2448-010709-003-B03.esd 623 38 608 571
LORF-TM2448-010709-003-E04.esd 619 52 615 564
LORF-TM2448-010709-003-D08.esd 624 51 606 556
LORF-TM2448-010709-003-C08.esd 977 42 656 615
LORF-TM2448-010709-003-D11.esd 614 48 602 555
LORF-TM2448-010709-003-E06.esd 567 43 553 511
LORF-TM2448-010709-003-A04.esd 627 34 613 580

Quadro 4 B: Analise das sequéncias — BibliotecM172+96 hpi

Silkworm Gene Discovery
Submission Id: 2

File........... LORF-TM7296-150409-001.zip
Date..........: 2009-07-08

Time..........: 09:21:45

User..........: Daniel Guariz Pinheiro
Legend

Column 1 - Name

Column 2 - Sequence length
Column 3 - High quality start
Column 4 - High quality end
Column 5 - High quality length

No matches..........ccccccveeeveeneeennl 16
LORF-TM7296-150409-001-B06.esd 745 22 598 577
LORF-TM7296-150409-001-E01.esd 873 16 650 635
LORF-TM7296-150409-001-A07.esd 863 41 620 580
LORF-TM7296-150409-001-G08.esd 852 12 657 646
LORF-TM7296-150409-001-D01.esd 892 16 756 741
LORF-TM7296-150409-001-B05.esd 735 18 605 588
LORF-TM7296-150409-001-A01.esd 928 69 743 675
LORF-TM7296-150409-001-C06.esd 732 26 648 623
LORF-TM7296-150409-001-B09.esd 872 19 609 591
LORF-TM7296-150409-001-E12.esd 860 20 672 653
LORF-TM7296-150409-001-B10.esd 914 21 731 711
LORF-TM7296-150409-001-G05.esd 726 20 600 581

LORF-TM7296-150409-001-G10.esd 851 29 657 629



LORF-TM7296-150409-001-D11.esd 914 11 701 691

LORF-TM7296-150409-001-E04.esd 888 11 706 696
LORF-TM7296-150409-001-C08.esd 859 16 645 630
Refused due to Low Quality..............: 2
LORF-TM7296-150409-001-H12.esd 474 -1 -1 1
LORF-TM7296-150409-001-F10.esd 545 -1 -1 1
Refused due to Vector Presence..........: 1
LORF-TM7296-150409-001-C10.esd 767 37 173 137
Refused due to Repeat Presence..........; 26
LORF-TM7296-150409-001-H09.esd 799 40 650 611
LORF-TM7296-150409-001-G12.esd 901 18 732 715
LORF-TM7296-150409-001-A02.esd 873 26 673 648
LORF-TM7296-150409-001-D08.esd 862 23 656 634
LORF-TM7296-150409-001-A12.esd 500 43 395 353
LORF-TM7296-150409-001-E11.esd 896 16 696 681
LORF-TM7296-150409-001-F07.esd 882 15 631 617
LORF-TM7296-150409-001-E06.esd 788 4 672 669
LORF-TM7296-150409-001-E03.esd 898 41 686 646
LORF-TM7296-150409-001-E02.esd 858 14 694 681
LORF-TM7296-150409-001-H02.esd 883 17 727 711
LORF-TM7296-150409-001-E05.esd 838 16 664 649
LORF-TM7296-150409-001-H01.esd 860 65 672 608
LORF-TM7296-150409-001-H08.esd 881 29 685 657
LORF-TM7296-150409-001-H07.esd 880 36 658 623
LORF-TM7296-150409-001-D12.esd 873 11 722 712
LORF-TM7296-150409-001-E08.esd 673 12 430 419
LORF-TM7296-150409-001-B11.esd 865 15 669 655
LORF-TM7296-150409-001-A11.esd 879 17 698 682
LORF-TM7296-150409-001-E09.esd 883 20 693 674
LORF-TM7296-150409-001-B07.esd 856 23 663 641
LORF-TM7296-150409-001-F11.esd 872 26 671 646
LORF-TM7296-150409-001-G07.esd 880 15 630 616
LORF-TM7296-150409-001-G03.esd 890 29 738 710
LORF-TM7296-150409-001-H11.esd 907 31 557 527
LORF-TM7296-150409-001-F12.esd 873 21 676 656
Non Redundant Proteins..................: 51
LORF-TM7296-150409-001-A04.esd 805 27 650 624
LORF-TM7296-150409-001-F03.esd 694 8 684 677
LORF-TM7296-150409-001-D07.esd 982 28 753 726
LORF-TM7296-150409-001-A10.esd 805 31 648 618
LORF-TM7296-150409-001-A08.esd 711 3 671 669
LORF-TM7296-150409-001-F05.esd 785 14 662 649
LORF-TM7296-150409-001-H06.esd 666 21 603 583
LORF-TM7296-150409-001-H04.esd 737 28 715 688
LORF-TM7296-150409-001-G06.esd 692 16 648 633
LORF-TM7296-150409-001-F02.esd 1030 26 746 721
LORF-TM7296-150409-001-H05.esd 598 17 582 566
LORF-TM7296-150409-001-C02.esd 748 19 683 665
LORF-TM7296-150409-001-D02.esd 811 26 745 720
LORF-TM7296-150409-001-A05.esd 547 26 524 499
LORF-TM7296-150409-001-B03.esd 811 18 719 702

LORF-TM7296-150409-001-D04.esd 1024 26 682 657



LORF-TM7296-150409-001-H10.esd 676 56

LORF-TM7296-150409-001-D06.esd 745 19
LORF-TM7296-150409-001-C11.esd 803 18
LORF-TM7296-150409-001-C04.esd 837 5

LORF-TM7296-150409-001-B12.esd 811 30
LORF-TM7296-150409-001-A09.esd 783 34
LORF-TM7296-150409-001-D09.esd 665 19
LORF-TM7296-150409-001-D03.esd 737 10
LORF-TM7296-150409-001-G11.esd 790 23
LORF-TM7296-150409-001-B02.esd 815 21
LORF-TM7296-150409-001-D10.esd 802 26
LORF-TM7296-150409-001-C09.esd 721 21
LORF-TM7296-150409-001-G02.esd 838 35
LORF-TM7296-150409-001-E07.esd 792 15
LORF-TM7296-150409-001-C01.esd 743 31
LORF-TM7296-150409-001-G09.esd 800 3

LORF-TM7296-150409-001-F04.esd 721 12
LORF-TM7296-150409-001-C07.esd 833 19
LORF-TM7296-150409-001-B08.esd 595 12
LORF-TM7296-150409-001-B04.esd 730 0

LORF-TM7296-150409-001-C12.esd 808 28
LORF-TM7296-150409-001-C05.esd 771 0

LORF-TM7296-150409-001-B01.esd 984 33
LORF-TM7296-150409-001-A03.esd 732 17
LORF-TM7296-150409-001-E10.esd 786 23
LORF-TM7296-150409-001-F09.esd 732 30
LORF-TM7296-150409-001-A06.esd 789 31
LORF-TM7296-150409-001-G01.esd 742 19
LORF-TM7296-150409-001-F08.esd 739 22
LORF-TM7296-150409-001-C03.esd 1121 11
LORF-TM7296-150409-001-G04.esd 733 17
LORF-TM7296-150409-001-H03.esd 680 32
LORF-TM7296-150409-001-F06.esd 644 22
LORF-TM7296-150409-001-F01.esd 740 16
LORF-TM7296-150409-001-D05.esd 601 24

Quadro 5 B: Analise das sequéncias — BibliotecMZr2+96 hpi

Silkworm Gene Discovery
Submission Id: 4

File........... LORF-TM7296-210409-002.zip
Date..........: 2009-07-08

Time..........: 15:06:57

User..........: Daniel Guariz Pinheiro
Legend

Column 1 - Name

Column 2 - Sequence length
Column 3 - High quality start
Column 4 - High quality end
Column 5 - High quality length

No matches......ccooeevvvvvvvieeennnnnl 2

LORF-TM7296-210409-002-G09.esd 406 43

669
599
704
740
700
634
651
702
698
706
739
705
745
647
697
656
710
694
581
675
692
661
730
710
629
704
660
705
710
788
718
650
567
721
582

401

614
581
687
736
671
601
633
693
676
686
714
685
711
633
667
654
699
676
570
676
665
662
698
694
607
675
630
687
689
778
702
619
546
706
559

359



LORF-TM7296-210409-002-B07.esd 369 16 352 337

Refused due to Low Quality..............: 35
LORF-TM7296-210409-002-G06.esd 454 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-A10.esd 314 99 162 64
LORF-TM7296-210409-002-F05.esd 444 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-B06.esd 765 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-D06.esd 330 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-C04.esd 449 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-D04.esd 442 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-B02.esd 663 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-E04.esd 394 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-G10.esd 456 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-D11.esd 396 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-A11.esd 276 35 111 77
LORF-TM7296-210409-002-H12.esd 672 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-A09.esd 419 140 172 33
LORF-TM7296-210409-002-H05.esd 1571 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-H07.esd 396 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-A04.esd 233 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-F09.esd 410 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-A07.esd 387 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-F04.esd 406 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-E03.esd 395 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-C09.esd 334 51 118 68
LORF-TM7296-210409-002-C08.esd 414 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-H09.esd 504 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-F11.esd 324 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-B03.esd 415 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-E08.esd 410 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-H03.esd 418 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-C11.esd 483 13 61 49
LORF-TM7296-210409-002-B10.esd 597 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-A06.esd 276 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-C07.esd 410 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-F01.esd 388 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-H08.esd 408 -1 -1 1
LORF-TM7296-210409-002-D10.esd 467 -1 -1 1

Refused due to Repeat Presence..........: 1
LORF-TM7296-210409-002-G07.esd 375 55 316 262

Non Redundant Proteins..................: 2
LORF-TM7296-210409-002-C12.esd 280 14 273 260

LORF-TM7296-210409-002-B11.esd 348 30 316 287
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Quadro 1 C: Comparacao das sequéncias entre ast&tals

Silkworm Gene Discovery

MRNA

AB360590 Bombyx mori NSL mRNA for nitric-oxide synthase likeotein, complete cds
DQ443246 Bombyx mori H+ transporting ATP synthase subumitRNA, complete cds
NM_00112624EBombyx mori chymotrypsin inhibitor Cl-b1 (Ci-b1),RNA

DQ311383 Bombyx mori nucleoplasmin isoform 1 mRNA, complets

AF465601 Bombyx mori PKG-la mRNA, complete cds

Non Redundant Proteins

putative metallo-beta-lactamase superfamily prdigitultured marine crenarchaeote
HF4000_APKG5C13]

ribosome-associated GTP-binding protein [Selenomdinaggei ATCC 43531] ribosome
associated GTP-binding protein [Selenomonas flue§§EC 43531]

beta-ketoacyl synthase [Geobacter uraniireducefilfeta-ketoacyl synthase [Geobacte
uraniireducens Rf4]

ABZ08800
ZP_ 04658023

YP_001231833

1S4 family transposase ORF 1 [Acinetobacter sp. 81X2244] 1S4 family transposase

ZP_03823389 ORF 1 [Acinetobacter sp. ATCC 27244]

ABE73458 endonuclease/reverse transcriptase [Pan troglddytes
sugar ABC transporter [Propionibacterium acnes KP&D2] sugar ABC transporter
[Propionibacterium acnes KPA171202]

acetyltransferase [Propionibacterium acnes KPA1Z]LaCetyltransferase
[Propionibacterium acnes KPA171202]

Putative DNA helicase, superfamily | [Carnobacterisp. AT7] Putative DNA helicase,
superfamily | [Carnobacterium sp. AT7]

YP_055109
YP_055878

ZP_ 02184891

transposase 1S66 [Marinobacter aquaeolei VT8] pasase 1S66 [Marinobacter aquaeol
YP_957209 VT8

mixed type | polyketide synthase - peptide syntefaymbiont bacterium of Paederus

AASATS62 g Ccined]

XP 001731354 hypothetical protein MGL_1537 [Malassezia globo&5{966] hypothetical protein
= MGL_1537 [Malassezia globosa CBS 7966]

BAG57883 unnamed protein product [Homo sapiens]

YP 001581655 beta-lactamase domain-containing protein [Nitrosoiius maritimus SCM1] beta-
= lactamase domain protein [Nitrosopumilus maritirBi@M1]
AAB18100 SbmaA protein [Escherichia coli]

ZP_03064860 protein SbmA [Shigella dysenteriae 1012] proteim8Shigella dysenteriae 1012]

hypothetical protein CKO_00925 [Citrobacter ko#eFICC BAA-895] hypothetical protei
YP_001452511 CKO_00925 [Citrobacter koseri ATCC BAA-895] putatigobalamin synthesis
protein/P47K [Escherichia coli]

transport protein [Escherichia coli 0127:H6 str3&2/69] transport protein [Escherichia
coli S88] transport protein [Escherichia coli EDIrahsport protein [Escherichia coli
1AI39] transport protein [Escherichia coli UMNO2BUP family peptide uptake or
activated fatty acid export permease [Eschericbiieg88972] predicted transporter
[Escherichia coli 0127:H6 stE2348/69] transporter involved in cell envelope ificdtion
[Escherichia coli S88] transporter involved in allvelope modification [Escherichia coli
1AI39] transporter involved in cell envelope modétion [Escherichia coli ED1a]
transporter involved in cell envelope modificat{@@scherichia coli UMN026] PUP family

YP_002327891

TM2448 TM7296

0
2

13

0

TM2448 TM7296

0

19

11

0

22
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peptide uptake or activated fatty acid export pesedEscherichia coli 83972]

ribonucleoside-diphosphate reductase, alpha sufgpiitosoma linguale DSM 74]
ribonucleoside-diphosphate reductase, alpha sufgpiitosoma linguale DSM 74]

NinH protein [Enterobacteria phage lambda] generdiein [Enterobacteria phage Sf6]
conserved domain protein [Escherichia coli B7A]semved hypothetical protein, Protein
ninH from phage origin [Escherichia fergusonii AT@G8469] Protein ninH [Escherichia
NP_040640  coli BW2952] RecName: Full=Protein ninH Nin 68 (pepknown;68) [Enterobacteria
phage lambda] gene 57 protein [Enterobacteria pB#&jeconserved domain protein
[Escherichia coli B7A] conserved hypothetical piotérotein ninH from phage origin
[Escherichia fergusonii ATCC 35469] Protein ninks¢Berichia coli BW2952]

ZP_04490826

XP_002271934 PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera]

polyketide synthase family protein [Catenulispatalgphila DSM 44928] polyketide

ZP_04572568 synthase family protein [Catenulispora acidiphiaND44928]

YP_551616 beta-lactamase-like [Polaromonas sp. JS666] betad@se-like [Polaromonas sp. JS66!
Sec-independent protein translocase TatC [Solibasitatus Ellin6076] Sec-independen
protein translocase TatC [Solibacter usitatus E0if6]

transposase 1S66 [Burkholderia phytofirmans Psifilsposase I1S66 [Burkholderia
phytofirmans PsJN]

Zn-dependent hydrolase [Cenarchaeum symbiosum Alependent hydrolase
[Cenarchaeum symbiosum A]

YP_824099
YP_001890197
YP_876526

AAD48372 unknown protein U5/1 [multiple sclerosis associattdovirus element]
CobW [Klebsiella pneumoniae] hypothetical proteikp44 00325 [Klebsiella
NP_943440  pneumoniae NTUH-K2044] CobW [Klebsiella pneumonieafalamin synthesis related
protein [Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044]
CAA63219 pval [Plasmodium vivax]

conserved hypothetical protein [Capnocytophagaigaig JCVIHMP016] conserved

25 0Rse hypothetical protein [Capnocytophaga gingivalis J&MP016]

Bmo ESTs

BY944709 BY944709 e100 Bombyx mori cDNA clone E_FL_e100_14C® 0 3', mRNA sequence
BY919715 BY919715 fcP8 Bombyx mori cDNA clone E_EL_fcP8_13GB_0 5', mRNA sequence
CK502497 rswcc0_002296.y1 swc Bombyx mori cDNA, mRNA sequenc

CK493358 rswab0_012447.y1 swa Bombyx mori cDNA, mRNA seqeenc

2

57

0
2

79

10

53

TM2448 TM7296

0

53



Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

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

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

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

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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