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A evolucgdo da hematofagia em mosquitos € sem ddvida a adaptacdo mais importante desse
grupo de inseto em termos dos patdgenos transmitidos pelos vetores, causadores de
diversas doencas importantes no mundo de hoje. Um equivoco comum que 0S mosquitos
como um grupo sdo conhecidos taxonomicamente foi gerado, mas hd muitas espécies para
serem descobertas e classificadas. Os mosquitos da familia Culicidae que possui como
subfamilia Anophelinae, formam um grupo diversificado, de origem monofilética, com
distribuicdo global. Vale assinalar que apenas uma minoria das 3.200 espécies conhecidas
atualmente sdo importantes vetores de patdgenos para os seres humanos. Além de seu
papel na transmissao de patdgenos, 0s mosquitos tém muito a oferecer a ciéncia basica, por
exemplo, como indicadores da biodiversidade, do grau de degradacdo do meio ambiente
natural, das diversas formas de uso do solo e para estudos de evolugéo e de especiacdo. Os
mosquitos possuem um peptideo chamado Peptideo Sexual que é expresso nas glandulas
acessorias dos machos e inseminado nas fémeas durante a copula. A ligacao deste peptideo
ao seu receptor encontrado nas fémeas, desencadeia uma vasta resposta comportamental no
inseto, que inclui a mudanca de habito alimentar, dando preferéncia a alimentos protéicos,
a recusa de cépula com outros machos, a inducdo da oviposicdo dentre outras. Este projeto
teve como objetivo o estudo deste peptideo e seu respectivo receptor em diferentes
anofelinos brasileiros visando gerar dados a respeito da filogenia e da caracterizacdo de um
possivel marcador genético. Foram feitas extracbes de DNA dos mosquitos, reacfes de
PCR, sequenciamento, e analise das sequencias para foramacgéo das arvores filogenéticas
no programa Phylip pelas analyses de Méaxima Verossimilhanca, Neighbor-Joining e
Parcimonia. As arvores geradas neste projeto foram comparadas com a arvore padrao do
artigo de Foster et al (2013) na qual foi gerada por trés genes bem conhecidos, COI, CAD e
white gene. Com as arvores geradas pelo SPR ndo obteve-se bons resultados,ja com o SP
as arvores possuem quase 0s mesmos agrupamentos. Também foi gerada uma arvore com
SPR apenas com An. darlingi nos periodos chuvoso e de seca. O gene SPR conseguiu
separar 0s mosquitos nas duas estacdes. Com isso, observou-se que mais estudos precisam
ser feitos, porém os genes SPR e SP possuem grande potencial para serem possiveis

marcadores moleculares para auxiliar na identificacdo das espécies.
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The evolution of mosquitoes hematophagy is undoubtedly the most important adaptation of
this group of insect in terms of pathogens transmission, which cause various important
diseases in the world nowadays. Thus, a common misconception that mosquitoes as a
group are known taxonomically was generated, but there are many species to be discovered
and classified. The mosquitoes of Culicidae Family which has Anophelinae as subfamily
are a diverse group of monophyletic origin, with global distribution. It is noteworth that
only a minority of the 3200 species known today, are important vectors of pathogens to
humans. Besides the pathogens transmission, mosquitoes have much to offer to basic
science, for example, as biodiversity indicators, indicating also the degradation degree of
the natural environment, the various ways soil is explored and for studies of evolution and
speciation. The mosquitoes have a peptide called Sex Peptide which is expressed in
accessory glands of males and is inseminated in females during copulation. The binding of
this peptide to its receptor triggers a major behavioral response in the insects, which
includes changes in eating habits, giving preference to protein, the refusal of mating with
other males, induction of oviposition, among others. This project aims the study of this
peptide and its corresponding receptor in different brasilian anophelines in order to
generate data about phylogeny and characterization of a possible genetic marker. DNA
extraction were made, PRC reaction, sequencing, and sequence analysis for tree generation
in the program Phylip whith the anylisis of Maximum Likelihood, Neighbor- Joining and
Parsimony.The generated tree was compared whith a standard tree of Foste et al (2013)
which used three diferent genes COI, CAD e white gene. We didn’t get successful whith
SPR tree, but, with SP the classification of the tree were almost the same of Foster et al
(2013). Another tree was generated whith SPR but just whith An. darlingi specie in dry
season and rainy season. The SPR gene could separated the seasons. So its necessary

another studies but the genes SPR and SP a great potential to be a molecular marker.
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1. Introducao

1



Muitos insetos e outros artropodes possuem importancia médica e veterinaria por
causarem condi¢des patoldgicas ou transmitirem organismos patogénicos ao homem ou
animais (Harwood e James, 1979). Dentre os insetos, alguns grupos denominados
hematdfagos, sdo adaptados para se alimentarem de sangue, sendo esse o principal
problema advindo deles tornando-os capazes de transmitir varios patdgenos para 0 homem
e outros vertebrados.

Por causa da importancia médica dos mosquitos, e por serem hematdfagos, a maioria
dos estudos foi direcionada aos organismos que representam maior interesse ao ser
humano, como 0s mosquitos transmissores de malaria (Sinka et al., 2011), e transmissores
da dengue e febre amarela (Gubler, 1998). Dessa maneira, poucas espécies Sao
intensamente estudadas enquanto a maioria € pouco conhecida tanto em aspectos da
biologia, ecologia e taxonomia.

Os culicideos provavelmente tiveram origem na Regido Neotropical durante o
inicio do Cretaceo. Devido a associacdo proxima de mosquitos com fitotelmatas (habitats
naturais de origem vegetal que acumulam &gua e servem de criadouro para uma
diversificada fauna de vertebrados e invertebrados), eles servem como indicadores da
riqueza de espécies em ecossistemas ameacados como as florestas tropicais. Algumas
espécies de mosquitos sdo empregadas como modelos de especiacdo criptica
(morfologicamente iguais, mas geneticamente diferentes). Abordagens efetivas para
identificacdo de espécies sdo essenciais na incriminacdo do vetor, avaliacdo do risco de
doencas e desenvolvimento de controles estratégicos como a malaria (Zapata et al, 2007).
As espécies de maior importancia médica, como Anopheles gambiae e Anopheles
arabiensis do subgénero Cellia e, Anopheles darlingi, do subgénero Nyssorhynchus, por

serem os principais vetores de plasmadios na Africa e Brasil respectivamente, e poderem



infectar humanos e transmitir o agente etioldégico causador da malaria, tém sido

intensivamente empregadas como modelos em estudos de evolugéo.

1.1 Familia Culicidae

Os mosquitos (Familia Culicidae) representam grupo monofilético com distribuicéo
global. Atualmente sdo reconhecidas aproximadamente 3.500 espécies de Culicidae
(HARBACH & HOWARD, 2007). No entanto, estima-se que esse montante represente
apenas um quarto ou, no maximo, metade de todas as espécies de mosquitos presentes na
natureza (BELKIN, 1962; ZAVORTINK, 1990). A maioria das pesquisas sobre Culicidae
envolve grupos de maior importancia medica e veterinaria ou espécies que Sao
consideradas pragas urbana. Os mosquitos que: (1) ndo séo atraidos pelo homem e/ou
animais domesticos, (2) raramente ocorrem em elevada densidade porque eles se
desenvolvem em habitats representados por colecdes hidricas pequenas (fitotelmatas), ou
(3) estéo restritos aos habitats preservados e distantes da populacdo humana, tém recebido
menos atencao e por isso Sao pouco conhecidos.

Os especialistas em Culicidae contam com catalogos de mosquitos que incorporam a
histdria taxondmica das espécies (KNIGHT & STONE, 1977; KNIGHT, 1978;
WARD,1984,1992; GUIMARAES, 1997;
http://www.mosquitocatalog.org;http://mosquito-taxonomicinventory.info). De acordo com
os dados disponiveis nos catalogos, nota-se que foram descritas aproximadamente 5.100
espécies das quais 3.500 sdo aceitas como validas (HARBACH & HOWARD, 2007). E
interessante assinalar que o nimero de espécies descritas por ano, desde a década de 1960
tem sido praticamente constante. Obviamente, existem muitas espécies que ainda nao
foram reconhecidas ou o foram, recentemente (SALLUM & HUTCHINGS, 2003;

MOTOKI et al., 2009; NAGAKI et al., 2010; SALLUM et al., 2010). Belkin (1962) e


http://www.mosquitocatalog.org;http/mosquito-taxonomicinventory.info

Zavortink (1990) estimaram que 25 a 50% de todos 0s mosquitos sdo conhecidos. Harbach
(2007) sugeriu que possam existir de trés a cinco vezes mais espécies se considerarmos a
presenca de complexos de espécies cripticas. Nesse sentido, com base nas descobertas de
espécies do género Anopheles, usando combinacdo de taxonomia morfoldgica,
citotaxonomia, comportamento e sequéncias de DNA, acredita-se que existam
aproximadamente 2.000 espécies a serem descobertas. Possivelmente, a maioria das
ocorréncias sera registrada na Regido Neotropical.

A familia Culicidae consiste de duas subfamilias, Anophelinae e Culicinae, e esta
dividida em 11 tribos — Aedeomyiini, Aedini, Culicini, Culisetini, Ficalbiini, Hodgesiini,
Mansoniini, Orthopodomyiini, Sabethini, Toxorhynchitini, e Uranotaeniini
(HARBACH & KITCHING, 1998; HARBACH, 2007; REIDENBACH et al., 2009). A
subfamilia Anophelinae inclui 480 espécies formalmente reconhecidas e outros membros
ndo  nomeados de complexos de  espécies  (http://mosquito-taxonomic-
inventory.info/simpletaxonomy/term/6046) e esta estd subdividida em trés géneros:

Anopheles, Bironella e Chagasia.

1.2 Género Anopheles

A sistematica de Anophelinae atingiu o apogeu dos estudos morfoldgicos classicos
na década de 1980 e agora estd dominada pelo uso de ferramentas moleculares tanto para o
estabelecimento das relagbes evolutivas entre espécies como entre taxons supra-
especificos. A maioria dos estudos filogenéticos de Anopheles envolve niveis inferiores de
classificacdo, principalmente grupos, subgrupos e complexos de espécies que participam
do ciclo de transmissdo da malaria humana. Dessa maneira, 0 impacto na classificacdo

interna de Anophelinae tem sido pequeno (HARBACH, 2004).



O género Anopheles tem recebido mais atengdo do que qualquer outro grupo de
mosquito em relacdo aos aspectos de evolugdo e classificacdo (FOLEY et al., 1998;
KRZVWINSKI et al., 2001a, 2001b; SALLUM et al., 2000, 2002; COLLUCCI &
SALLUM, 2003; HARBACH & KITCHING, 2005). Espécies desse género estdo
subdivididas em sete subgéneros: Anopheles, Baimaia, Cellia, Kertezia, Lophopodomya,
Nyssorhynchus e Stethomya. Mundialmente, os primeiros vetores transmissores da malaria
aos homens pertencem aos subgéneros Anopheles, Cellia e Nyssorhynchus (SINKA et al,
2012). Nas Américas existem nove espécies de Anopheles, trés espécies do subgénero
Anopheles e seis do subgénero Nyssorhynchus (SINKA et al, 2010). Dentre as espécies do
subgénero Nyssorhynchus, Anopheles darlingi foi o primeiro vetor da Regido Amazé6nica
( SINKA et al, 2010; OLIVEIRA- FERREIRA et al, 2010).

A identificacdo das espécies do subgénero Nyssorhynchus ¢ dificultada pela presenca
de polimorfismos e pela sobreposicdo dos caracteres morfoldgicos utilizados para a
identificacdo das espécies. As fémeas adultas sdo hematofagas e por isso podem estar
envolvidas em ciclos de transmisséo de agentes infecciosos aos homens e animais. Por esse
motivo, elas sdo mais comumente coletadas em estudos epidemioldgicos da malaria,
arboviroses e filarioses. No entanto, as fémeas séo dificeis de serem identificadas e,
consequentemente, a caracterizacdo das espécies envolvidas na dinamica da transmissao
das doencas pode ficar comprometida, bem como os programas de controle. O subgénero
Nyssorhynchus inclui 39 espécies formalmente descritas (HARBACH, 1902) e 44 espécies
listadas (HARBACH,2012) e estdo agrupadas em trés secdes: Albimanus (Faran 1980)
(FARAN, 1980), Argyritarsis (Linthicum 1988) (LINTHICUM, 1988) e Myzorhynchella
(Galvio, 1941) (GALVAO, 1941).

Marrelli et al. (1999) empregaram sequéncias de bases nitrogenadas do 1TS2 do

DNA ribossdmico para revisar o status taxondémico de An. oswaldoi, pertencente ao Grupo
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Oswaldoi que possui 18 espécies, sendo que cinco participam da transmissdo de
plasmédios e pelo menos quatro, An. aquasalis Curry, An. benarrochi Gabaldon, Cova-
Garcia e Lopez, An. oswaldoi, Peryassu e An. nuneztovari Gabaldon, pertencem a
complexos de espécies cripticas. Dessa maneira, 0s autores sugeriram que An. oswaldoi
compreende complexo de pelo menos quatro espécies cripticas, entre elas An. konderi
Galvédo e Damasceno. As duas espécies sao morfologicamente semelhantes, mas podem ser
separadas pela forma de porcdo apical do edeago da genitadlia masculina. A espécie
Anopheles konderi foi removida da sinonimia de An. oswaldoi por Flores-Mendoza et al.
(2004). Nenhuma analise de DNA foi incluida na redescrigdo e assim, a identidade
molecular de An. konderi empregando espécimes da localidade-tipo precisa ser
concretizada. Em revisdo recente, Marrelli et al. (2006) demonstraram que uma das
sequéncias geradas como sendo de An. oswaldoi por Marrelli et al. (1999), provavelmente
pertence a um individuo de An. evansae (Bréthes) que foi erroneamente identificado como
An. oswaldoi. Diferengas morfologicas e comportamentais também sugerem que An.
benarrochi seja um complexo de espécies cripticas. Esta espécie é zoofilica em Rond6nia,
Brasil (KLEIN et al., 1991), mas altamente antropofilica em localidades do Peru
(ARAMBURU et al. 1999). Vale assinalar que as sequéncias do 1TS2 de amostras de An.
oswaldoi coletadas em Yurimaguas, Peru, sdo idénticas as de An. benarrochi (RUIZ et al.,
2005) geradas de individuos coletados no sul da Colémbia. Estas sequéncias sdo distintas
(15.4 — 16.3%) de outras depositadas no GenBank e identificadas como sendo de An.
benarrochi de Rondo6nia, Brasil (AF462383 e AF4623834). Marrelli et al. (2006)
observaram a existéncia de maltiplas sequéncias de 1TS2 que foram geradas e depositadas
no GenBank a partir de individuos identificados de maneira, provavelmente, incorreta.
Infelizmente, ndo existem espécimes testemunhas da maioria das sequéncias depositada no

GenBank. Obviamente, se existissem espécimes testemunhas, seria possivel reavaliar se as
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seqliéncias foram geradas de individuos identificados incorretamente ou se séo indicativas

da existéncia de complexos de espécies cripticas.

1.3 Cépula

Durante a cépula, nos mosquitos como Aedes e Anopheles, e nas moscas como
Drosophila, uma grande quantidade de peptideos e proteinas é inseminada nas fémeas
pelos machos. Dentre estes produtos, um peptideo, denominado peptideo sexual (Sex
Peptide, SP) sintetizado nas glandulas acessorias nos machos, ap6s ser inseminado, se liga
a um receptor (Sex Peptide Receptor, SPR) encontrado nas fémeas promovendo diversas
modificacgdes fisioldgicas e comportamentais.

O peptideo sexual e seu receptor estdo mais bem descritos na espeécie Drosophila
melanogaster, na qual se sabe que a ligacdo do peptideo com o receptor gerara mudancas
comportamentais nas fémeas, como: reducdo da receptibilidade das fémeas, aumento da
ovoposicdo e alimentacdo, producédo de peptideos antimicrobiais, alteracdo dos padrdes de
sono e balanco hidrico (CHAPMAN et al, 2003; LIU&KUBLI, 2003; KUBLI, 2003;
PENG et al, 2005; RIBEIRO&DICKSON, 2010; ISAAC et al, 2010; COGNIGNI et al,
2011), aumento da longevidade, recusa da cOpula com outros parceiros e mudanca da
escolha do alimento (KUBLI, 2010). Paralelamente, esta mudanga em um mosquito vetor,
representaria um aumento da probabilidade de obtencdo de uma dieta protéica, ou seja, de
um repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado.

O Receptor do Peptideo Sexual (SPR) é um Receptor Acoplado a Proteina G (GPCR)
transmembrana que se encontra cCOMO UM pequeno conjunto de sensores neuronais

localizados no trato reprodutivo das fémeas (KIM et al.; 2010) (Figura 1).



N

G Protein-linked
Receptor

Figura 1. A figura ilustra a localizacdo do o GPCR com a regido N terminal extracelular e a
regido C terminal intracelular. E ilustrado também as reacdes intracelulares desencadeadas pela
intereacdo do peptideo com o receptor na regido N terminal.

Junto com outras proteinas, o peptideo sexual é transferido para as fémeas em uma
composicdo gelatinosa chamado de Mating Plug (GIGLIOLI & MASON, 1966; gillies,
1956), e dentre os mosquitos essa forma € apenas encontrado nas espécies do género
Anopheles (YUVAL. 2006). A secrecdo seminal é digerida no atrium da fémea apds 24
horas da transferéncia (ROGERS, 2009),e as respostas pos-copula nas fémeas de
Anopheles gambiae sdo caracterizadas pelo visivel mudancas transcricionais, localizadas
principalmente no atrium, onde existe um grande nimero de genes que sdo induzidos ou
reprimidos durante o primeiro dia seguido da copula ( ROGER et al, 2008).

Os receptores do peptideo sexual sdo Receptores Acoplados a Proteina G (GPCR)
transmembrana que se encontra como pequeno conjunto de sensores neuronais encontrados
no trato reprodutivo das fémeas (KIM et al.; 2010), também é expresso no cérebro e
sistema nervoso ( YAPICI et al, 2008).

Algumas dessas modificacdes sdo dependentes apenas da ligacdo de SP em SPR,
uma vez que experimentos com Drosophilas mutantes nulas para o receptor SPRnull

mostram que ndo ha a mudancga de comportamento apds a copula (RIBEIRO & DICKSON,
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2010). Outros estudo véem a regulacdo da expressdo dos genes nas fémeas quando entram
em contato com o SP e quando ndo entram em contato (GIOTI et al, 2012). Estes
experimentos, realizados principalmente em Drosophila melanogaster demonstram o papel
que estas proteinas (SP e SPR) podem ter no processo de especiacdo. Modificages, tanto
no peptideo como em seu receptor, podem representar barreiras no processo reprodutivo,
demonstrando assim, futuramente, um importante valor desses peptideos.

Com estudos mais aprofundados dessa biologia da reproducdo, englobando
espécies do género Anopheles, serd possivel utilizar o peptideo sexual e seu respectivo

receptor para andlise da filogenia de anofelinos.



2. Objetivos
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2.1 Objetivo geral

Este projeto tem como objetivo o estudo da filogenia de diferentes espécies de
anofelinos do subgénero Nyssorhynchus encontrados no Brasil, utilizando genes do
Peptideo Sexual e Receptor do Peptideo Sexual com o intuito de utilizar os dados obtidos

para tracar a evolugéo destes genes, e suas padronizac¢des de amplificacéo.

2.2 Objetivos especificos

- Encontrar possiveis novos marcadores moleculares para auxiliar na identificagdo

dos anofelinos

- Comparar populacbes de An. darlingi coletadas nas estagdes seca e chuvosa

utilizando como marcador o gene SPR.
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3. Material e Métodos
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3.1 Mosquitos

Os mosquitos utilizados foram os das coletas de 2012 realizadas no estado do Acre, e

do municipio de Engenho Velho em Porto Velho no primeiro semestre de 2007. Outros

mosquitos foram doados em colaboracdo com a professora Dra. Maria Anice Mureb Sallum, da

Faculdade de Saude Publica — USP. (Tabela 1.)

Tabela 1. Lista de espécies de anofelinos e suas localizacdes utilizadas em uma das

analises do projeto.

Espécies

Localizacao

Anopheles deaneorum
Anopheles benarrochi
Anopheles darlingi
Anopheles albitarsis ss — RS10-112
Anopheles galvaoi — PR19(2)01

Anopheles nuneztovari — RO1-107

Anopheles rondoni — TO3(4)9

Anopheles arthuri A — MG07(06)3
Anopheles strodei ss — MG30-102
Anopheles oryzalimnetes — Fe01b
Anopheles marajoara — MG65-2
Anopheles konderi ss — R0O18(1)8

Anopheles goeldii — PA7(02)02

Anopheles evansae — SP18-106

Anopheles oswaldoi ss — ES08(11)07

Remansinho - Amazonas
Granada - Acre
Engenho Velho — Porto Velho — Rondonia
Fepagro — Maquiné — Rio Grande do Sul
Refugio Bioldgico de Santa Helena — Santa
Helena — Parana
Rio Jamari — Monte Negro — Rondb6nia
Fazenda Tio Jorge — Lagoa da Confuséo -
Tocantins
Fazenda Brejao, Sitio Paraiso, Rodovia Frutal
Itapegipe Km14 — Frutal — Minas Gerais
Fazenda Fortaleza de Sant'Anna — Coronel
Pacheco — Minas Gerais
Fazenda Experimental — Registro — Sao Paulo
Unido de Minas — Minas Gerais
Rio Jamari — Monte Negro — Rondb6nia
S&o Domingos — Belterra — Para
Fazenda Santa Gertrudes — Dourado — Séo

Paulo

Fazenda Marianelli, Lagoa do Macuco —
Jaguaré — Espirito Santo

Em outra andlise, sazonal, com o gene SPR utilizou-se apenas Anopheles darlingi,

no total vinte amostras sendo 10 da estagéo chuvosa e 10 da estacdo seca. (Tabela 2.)
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Tabela 2. Anopheles darlingi, quantidade, estacdo e localiza¢do utlizados para o estudo.

N° mosquitos Estacéo Localizacao Coordenada W Coordenada S
10 Seca-Outubro 2007 (D4) EngenhoVelho-RO  63°56” 40,3 08° 47 36,4
10 Chuvosa-Fevereiro 2007 (F) Teotdnio-RO 64° 03* 42,0 08°51° 39,5

3.2. Extragdo do DNA

Os mosquitos An. deaneorum, , An. benarrochi, e os An. darlingi, foram triturados
individualmente com auxilio de um pistilo, em tampéo de extracdo utilizando-se resina
Chelex100e Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad Laboratories), preparada a 5% conforme
as recomendacdes do fabricante. Apos extracdo as amostras foram acondicionadas em freezer -
20°C até o momento do uso.

Os outros doados em colaboracdo foi utilizado o kit de extracdo QlAgen DNeasy Blood

and Tissue Kit (QlAgen Ltd., Crawley, UK).

3.3 Desenho dos pares de primers

- SPR
A partir da disponibilizacdo da sequencia do genoma de A. darlingi no GenBank foi
possivel encontrar o gene do Receptor do Peptideo Sexual. Tal gene ainda ndo se encontra
nomeado como Sex Peptide Receptor e sim como HYPOTHETICAL PROTEIN-AND 08299-
Myoinhibitory Peptides (MIPs), uma segunda familia do SPR (KIM et al.; 2010).

Dessa informacdo desenhou-se um par de primer especifico da seguinte sequencia:
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SPR Anopheles darlingi
atgaacgttaccaccacggtcgactatgaggtacagcttctgctcgccgtcaatgg

tagctccgaagcgatcggggegctceccecctggeggtggegettteggtggectgcetet
acgataatctcacaaagcagcagctggagctggaggaaccgacggcgaacgacagt
ctgctggcggtggcggtgtcctgctacgacgactacccaccgaacgagetgcetggt
ggagttcgagttctggatcagtggcgtcgtgatgaacatcgtcgeccctgatcggcea
tcctcecggtaatatcttectecgatggtgatecctgtececggecgcagatgegttceccage
atcaactacctgctgatcgggctagcccgctgtgataccgtgetcatcecttaccetce
ggtgctgatctttggcctgtgtgcgatctatccgcatacgggectacctctactact

accactatcagatctt

-SP
Para desenhar os primers do peptideo sexual, utilizamos como referéncia dois genes
de Anopheles gambiae AGAP009369 e AGAP009370 que sdo similares ao SP de
Drosophila melanogaster (MANCINI et al, 2011), e através do banco de dados do NCBI
encontramos duas proteinas de Anopheles darlingi com alta similiariedade com as de An.
gambiae que sdo: HYPOTHETICAL PROTEIN AND-19408 e HYPOTHETICAL

PROTEIN AND-06226.
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A HYPOTHETICAL PROTEIN AND-19408 possui 4 éxons (em vermelho) e o

tamanho do produto final, utilizando par de primer que amplificasse 0os 3 primeiros exons,

seria de aproximadamente 1930 pares de bases. (Figura 2).

agcagcaatc
accgttcgaa
ttcgtacttc
cttcgagcgce
aattccagac
tgcccgaccg
cgtgtacgaa
taccggctgce
tttgccgtgt
cttcggtttce
ctgtagctga
ctgttcgaga
aatttctggc
cgtatacgac
taccaggacg
gccgttttac
tcactaacat
tgcgtacatc
aggaggagca
ggctgggtcg
aatctatttc
gcatcaaagc
agggcagacc
tcgaatggaa
aagtgtcggc
aaattgatgc
aaaaaaaaat
aattaagagt
aaacggaaac
tatatatata
cctttttttt
tccecttttat
ctactgctta
aagctgaact
tttttttett
atcatccaat
gaaggtatat
cccggttgceca
gcagcagaaa
gcgaattcaa
tcgatggaat
cgaatgttcg
aatagtagtt
cataagcgct
tcaccaggca
ggggtgggtt
tttttttcta
ttgacaacct
catcacaatt
aggttgcatg
caacgagaaa
tgcaaaaact
gctgcaacaa
aattataact
tacgtttgca
ttgaattaag
ggtgttagaa
tatttgtatt
gtatacgttc
agccacatgce
ctgcctctct
tagggtgtat
agaaaaataa
cgatagcact
acggaaaact
attcccttgt

accgacgtca
gcaaggaccg
agacgaagga
ttcatgtggt
caatccgacc
cacccttcga
ccgttcctec
aaccggcacc
gccggtacaa
aatgcccggt
ctctcctcectt
cggacaagaa
tgggattttc
cgatgacgcg
cgtacacttt
gcacccatcc
ccacagctgc
agcggcacgg
acaagaagcg
acctgctagt
ttcactatgc
ggtacgacac
agaagcgggt
catttcaacg
acgcggaacc
attatcgtgce
agttcagaca
tctcctaatt
tcttttcact
tatatatata
ttgtgctgca
cacgaattta
ctgcaatcat
ttcattggta
ctctctttct
attgaagaaa
gaaaccgggt
tacattttgt
taacgaattt
tcaatccaag
ctattgttat
atacacgcgce
gacctatttt
ctattgttca
ctcactctgce
gtgatggtgc
ttttctcaag
aataccagat
tgaattcgcc
accaggggat
agctcactaa
ggtcacatcc
atcgattcat
atcaaatgat
gtccctggtg
atagacgtta
ttttagtatc
ttatgtgtgt
caatagaacc
ataattatat
ctctcccecttt
gacgaggctg
tgtaagacaa
cgtaaaacta
cgatattatt
atttttggaa

ccagcatgaa
aagatggtcg
gttcttcgac
tctgttttgt
atcaccgggce
cgacgaggca
ggctactgac
ctccgtaccg
ggacgagaac
acaccaacag
ccttgtctct
gtggggcctce
aaccccaggt
cagcagctat
ctctggctgt
gctcgatacc
cagagctgcg
ccaggcacac
caggtcacga
gtcgttcggt
gcaccttttg
atcgagctcg
acaggagcag
cacatcagta
gtacacgaca
ttccacacga
caaaccaatt
ctcgctgtce
ttaccagcac
tatatatata
ctccggataa
aacaaacagg
ttttattgtt
tgtgggaagc
ctttctctct
taaaacaata
ctattaacgc
catacgggca
cattcatacc
cctcaaggat
gattacctgt
gatgtgagct
acttccgaaa
cattcgttta
tgtcgttggt
aaggtttgtt
atccttattc
tgctctagtc
agatgtcagt
tgagaacttt
tactatacga
ttgcaagtgt
acaatgagca
gtgtcactat
ttttgatttt
cgaagttaga
attacaactt
gtgtgtgtgt
atgcttaaag
gacaaatcgc
ctctcatttc
acgcccgcecta
tgattaggca
attcaaacag
ccttcagcectc
ctaaaatatg
ctccattttt

gagccaacaa
acaccggggc
aactccacgc
tacgtttggt
tggacaccga
gtacaccggg
ccagctgtcg
ccaacctgcg
atcgactgct
ctggaatgtg
tctgccttca
acgttcgagce
gctgtgggat
caatcggcca
atgaaggagt
tatttgccgg
aactcggctg
atattcgttg
tcgagtatct
ggaatagccg
tatggttcac
gtctacggcc
cagatgctta
cgcgaagaag
gctacgttta
gagtgagaac
tgtttatgtc
tgtggaagca
tattccaacg
tatatatata
gaatcgtcga
taaatcttgce
ggcttgatga
cattttgcac
ctctctctct
caagtcgtgt
ttaatagacc
ccattcattc
acatcaatcg
gcttgectttt
gagaacgaat
ttctctaagg
gtttatcgac
atcgaacaac
tggtgcgcaa
tccttaacac
tatttcatgg
tatctaaatc
agtttctagg
tatttacaat
atctattgag
tcattagaga
caacggaaat
ctatcgcaaa
ggattcatgg
gaaccaatcg
gggtttctcet
gtgtgtgtgt
atattttctt
tgaatgacga
ttcctcttca
cctccaccac
cacaaacgat
ataaattatg
caaagcaatt
caattattgg
aaagaaagat

tccaggaaac
cgagacgacg
tgcacggtgt
ttcatcgcgg
ctttcacaac
tcgcttacca
tacgacagtt
tgatctcgtg
gcgacatgtt
gagtaagttg
ctgtctcctg
cacttcgcga
attgactcga
gcggaagtgce
gccggatcge
gtcgccaacc
cctcaacacc
cgatgtacat
gacctggccg
gcctgtttcet
aagaaccgcg
tgtgcagcga
tcaaactgat
cggatgccgce
ccatggtttt
tctcecctttyg
ctagcttaac
cggttatagt
cgcgcgcata
tatattctta
gatgtgattt
ggtagtaaat
aaatcttata
gaagggttat
ctctctecget
tttcctecggg
cgtcgccaga
tcgatttaca
gccggctgat
ccgcgtctca
gaaccactca
ggaagactag
aaaaacgccg
atcaaacggc
tgatttttat
caacgagaaa
tacggctatc
taacctgcta
aaccatgttt
atttcaaaat
aatggcttcg
ccaatacgtt
aactgcacca
atcgtagagt
atgaaaagaa
cgcttgattt
tataactaaa
gtgaataaac
tcccegtatg
cgacgaatgc
tcacttgaac
cgcgttgcectt
aatttgatat
cagccaccca
aaatctcctg
aactaaaata
aatgtaagcg

acagggagcg
ctgctgtcat
ccgctacatc
ccgtcgtcat
cagcaggtca
ggtgcttggt
tgcgcgaggt
ttccaggtgg
caaaccgatc
cgtatagact
ttcagaaccc
gtcgcacatc
aggtcgagtt
atatttcctg
caagagcctg
taccctgcecct
gtgtacgaca
tgcttttttyg
atcatacgct
cggcttcagce
acgagctggt
cagcggcagce
ctcacacgat
ctcccgcaca
ttgccctgag
agagcatgag
ctagctttgt
ggcaaactag
tatatatata
cacaacggcc
gtagccatat
aagatcgtac
agtacagatt
ccatcgattt
tggtatccaa
cagtcctgat
acaatttcgg
taagacttca
agagtcagcg
atgaccccgt
gttatgactc
aatatttagt
aattgaattc
tcaaagtgga
tcattatttc
acggaaaaat
ttattcctat
gacaagaaat
tataaataaa
taattgtgaa
aaatgaattc
tgggaccatc
actatgtttt
acaggcgtcet
agcagatgaa
caataagaac
agagatataa
tggaaaggcc
tcctggtgaa
ataattatat
atttctcaac
accaccccca
gatatagaat
aaaatcgtaa
tcctgtttac
ggctaagtta
agtaaatgga

cagcaccgga
tccggttggt
gccgaggacyg
cattttcagt
tcttccccac
gggtacgagg
cgcggccacg
cagtgcggtg
tacaccgagc
agattctgtt
ttaacaccga
ttcgtgcatt
tctcatctcg
aggaggagaa
cagttctgca
aagcgagtac
tcgagaagta
tcattacagc
acaagcgcga
ctcctgtccecg
ggcaatcgag
agcaacatac
gccaagctgce
ccgcgtcaga
tcaacaccat
atcttgaaca
gcagttttca
tgcgatgcga
tatatatata
gttcaaaatg
tcaaatgcga
ttactgctcc
tgtagatact
cccactccca
gtaaaaaaaa
cggctactac
gtctattaaa
acgacttacc
tggttcttta
tcggaagtta
tcgtgtgact
agtaataata
aagctgaaca
tctataatca
cagcagaaca
atatagtttt
ctgctattgt
aaatcgttcg
aagacttaaa
aaggagttac
aaaggaaatt
attctaaaat
aatgactatc
taaggacgta
ttcaggccat
gtactgataa
tctgtcgcta
ttgtagaacg
caatacaaaa
gatgctaaaa
atggcgggca
tatccaccag
gcgtaaatcg
tacatattta
ttaatttgga
tcagtcttct

cgtaacaagc
gcgccgtgge
gccggcecttt
ctgtgggaaa
ggtgctgctc
acggcagtga
cttagcgatc
caatgacacg
acggcttctg
ccggaagtcc
agtgcacgtg
catacaacga
atgaagcaaa
gctgcaattt
aatgcgtacc
acggacaaca
ctccaagatg
ataagaacgg
ggtgctgttc
gcgtcgagat
cgacagaaga
ccaaacggat
tgttaagtaa
tcagacgagc
tgaacgtaac
aacatagcac
agttctctca
acgtttgtga
tatatatata
tctgctaaaa
tgcgatcatg
caatcaatta
attcttattt
cccceccectecte
ccagtatcca
cccattgaca
caataataga
ccaatcaaaa
tgtggcttgce
tcataaacac
tgacgtaaca
gtagttgact
gagcaaatca
cattgatgtc
tattttactt
aaaattgatg
atccccttcc
gacgtgacac
tttcttgttc
tatacttgca
gtcataaatt
agaatggact
tgtgcttcgce
ccacaaatca
ggttgaaaca
ttcttgtcct
atttatacaa
gatgcaactg
aagtaccaca
tgctgaggtg
tttcgtttag
cagcacctgg
tttaacaaac
aaataaataa
catttacaaa
ttttaaacta

Figura 2. Parte do contig da HYPOTHETICAL PROTEIN AND-19408 de Anopheles

darlingi. Em destaque os 4 exons 0s quais os primers foram baseados.
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J& a Hypothetical Protein AND 06226 possui 3 éxons e o0 tamanho do produto final,
utilizando o par de primer para amplificar tudo, seria de aproximadamente 2500pares de
bases. Devido ao tamanho muito grande dessa Ultima proteina, desenhamos outros pares de

primers que amplifique separadamente os exons. (Figura 3).

cttccttgga tccttctaca agatccggtt cataccagct gctgctgccg aatcatgacc tcgcactggg aagacttcta
cgccacgcat ctgccgccga actgcttcga ggacaatcga tccttgctga aggaattctg tgaccgccac tacaagctga
agagtcacat cgtcctcgtt acggtaattg ccttcgtatc cttctttttg cacgctttct gcagtagtgc tgcgacgggg
caccgggaaa tgggctactc ccggcggcga tctgagaaaa atcctatcat catccttgca agggttaatc gaggagggat
aggactgtgc gggatgaagt aggattatca taaaacgggg aaacgctgtg tccttctcgt cgtggcacac gccgcttgaa
agagtctatt ataatgtcat tagaatattt taaccgactc ccatctaacg ggcatgctgg ctagctaata gtaatcgcag
tgtgcccgeg ctagtatcct ctggtctgct ggtctaagca aggagttcga taatagcctc ctggcacaaa ccccaggacc
ttggcaacag gtggtaacga gcctccgctg tggaggcgcc gccgagtccg aaaagcacgt ctgacctccg tcgggattcg
tcgagcatta tggtcgacgt gattgacatt ggtgggccat ctccaggaca acggtacata aaagaaggag tgagactcgg
atgtccggaa tgagattgcg ttcatacgaa tttggggtgg tttttctttc atgaataaaa tatcatgcgg ccatttatgt
gcgatcgttt ccgcggccgt aagcaccacc ttccaatacg ccagcgccac tgttgagggt gttacttagc cgggccatgt
gacggtactc aactcgtaaa gttgaatcaa cgcgtctctt tcccttctct ggtgagaagg aaatggctcc tactaccaag
agtggtccac ccaccggtgg ctaaatggaa ggtttggggt ttgagggtat gtccacggtg cggtccttgc gttactgcaa
tactagcaat tgattccggg cgttggaccg actgtgccta ctctgaatgt aattaaaagg ctcgtgtgat ttatattgtc
caatccggtc catccgtaga ggctgttcca aattgcattg aaacgcgacc ttgaattagc gagaattatt cctcttettt
tttcatccgg tgtgctccat tcgggaatca tcatgcaaca gtttatttat ttattttatt atatgtatat ttatattttt
taattttatt atatttaatt taatccgccc aaaagggcga acatatccga tggaaacagt tggaacagcc aaagtcctgg
atgctgttgc ctaggtccga gtagcatact atgcccgagt gttgcaaact gcataatcgt ttcatcttga ttccgatatc
cccaagttca aaactatagt agaggaataa aatctataaa aaaatgcgat agatactcat atactagata gatacagata
ctttatcagc agcttcatca gaaaggagtg caaggagttg gaatagtgtt tgagaaacac tttgctttta attcccataa
aaacccctac aatgcagtta ctatttttta taaaaaatcg tttttctaca tttaaaacat ttaagccaat ttaacttatt
tcaacaattt gacacccaat ttggctagct tcagataata ttgatttgag tttacataca ttttaatata cataaagtct
gttcgctggg gcacttatat tctaccaaag caatcgaatc tagggtaatc catggtcgga acaatatgtt tgaatgttct
aattttgtgc agagccaaag gtcacatcgt tttctcctgg tcctcagggt tttcggattg aatacgcact cttttcattt
atcacctacc ggacagacac cgggcgtcaa aatggtaata caaaggcatg caacataggt tttttggtcc gecttttggtce
taagaatagc atcagaatac cacaatcggc cggctagttc tcgataaccc cgatgttgct ggcagtgcgt cgaaaaagta
ttttcttgtc tgcctattgt gtaggcggca cgtgggggag ccctcaaggg agatatatac ggtaggccat tcatggacga
gctttggtat aacttgggac gtatctgatg aatgtaatgt aggaaacttc ttcggaaata gaattcaaag ttggtactga
cagcccagcg gtgctccgat agcattccca acagtgacgc agcatcttaa tatacttgat tttacagccg ccatacatat
catctaacaa taatttgttt ctttttgcat ttcttcccct tcagtccgga ggtacaactg ttccactgga gcacaacaca
gttcgattcg tcgataactt tagtgccggt aaccgtgggt ccgcatcggcec agaatacttt ctcgaacacg gctatgcggt
gatcttcatg catcgtacaa aatcactaga accattttcg cgtcacttca ctggccagca gttgctcgat atgctggagce
tacacgagga gggcatgagt accaccatca caggtaggtt gtgtccatat ccttacctcc gttctcaaag tcgaattatt
atgaaggagc attggacaaa cattgaacca ttactgctcc ttgatcgtgc tcgtgtgtga taacacgcag tgcttcagac
gaagcaacgg tgcattgcga cattccttca tcgacaactt tattaaatta tggcttcatc ctaattaaaa ctcaggatac
aggaaggcac tgaaagtgac ttgcataata atatggtcct gttatgcgaa acggcgctga actgtagagt tttttgtttt
tttttcaaaa cacatttgat attacaatgt tagaaattgc aaagtaatgt agtttcaaat cttttacggt tgcttttctt
gtgctgtttg tggctttgct cgtgtgtgat aaaagctgtc tgtttagtga gagctgcatg tttaacattt acgttctctt
attttttcca gttaaaccag actcggtaga cgtgctggca ccggtgctcg ataagtataa gaatgcccag gagacgcatc
ggatgctgta catcaccttt accagcgtgg tcgattatat gtggttactg cgtgcggcct gtgaatcatt ggcaccgttce
gagcgaaacg cagtactctt cctagccgcg gccgtatctg acttttacgt accgcaagat gaaatgccca cgcataagat
ccaatcgggg cacggagcac cgacgatatc gttgcaattg gttccgaaga tgcttgcccce gttggtgage ctttgggtac
cgcatgctta cgtcgtatcg tttaagctcg aaacggacga ggcgctactg atcgccaaat cacgcgaaag tctcaacaag
tataagcaca aactcgtcat cgcgaacata ctgcagacac gtaaaaatcg ggtggtgttc gtaacaccaa acagtaacta
cgaaatcgta ctgacaaaag accaggccca caccgggctc gagatcgagg aaccgattgt tgctgatgtg gtgcgccggce
atcaggatta tgtgcgcgaa cctgagcagc aaacgcaatg accaacgcgc tcgaccggca

Figura 3. Parte do contig de HYPOTHETICAL PROTEIN AND-06226 de Anopheles
darlingi. Em destaque os 3 exons os quais os primers foram baseados.

- White gene

Gene nuclear bem caracterizado e muito utilizado como marcador molecular. A
sequencia do primer utilizado foi segundo Zwiebel et al. (1995). Esse primer amplifica
apenas uma regido de exon.
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3.4 Teste dos primers

-SPR

Devido a um trabalho anterior, o par de primer de SPR ja estava padronizado. Os
reagentes e concentracOes utilizadas foram: 11,7ul de 4gua de injecdo, 0,6ul de tampéo
PCR Rxn Buffer (10x), 1,2ul de MgCI2 (50mM), 0,4ul de dNTP Set (100mM) (GE
Healthcare®), 1ul primer F, 1ul primer R, 0,1ul de Platinum® Taq (5u/ul), 1ul de DNA
totalizando 20ul de reagéo.

O termociclador utilizado foi DNA Engine® (Bio-Rad®) e a ciclagem utilizada nas

reacdes foi:

« 3 minutos 95°C — ativacdo da Taq

*45 segundos 95 °C — desnaturagao
«45 segundos 59,1 °C — anelamento do primer } 40x

*45 segundos 72 °C — extenséo da fita
*5 minutos 72 °C — extensdo final
Apos a PCR os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1%,

corado com gel RED (UNISCIENCE®) e utilizado marcador de 100pb (Ludwig Biotec).

-SP

Foram feitos testes de gradiente de temperatura de 50°C a 60°C. Utilizamos DNA de
Anopheles darlingi, os pares de primes das duas proteinas e a enzima GoTag® Colorless
Master Mix (Promega®). A ciclagem utilizada foi a mesma para SPR.

Apo6s a PCR os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1%,

corado com gel RED (UNISCIENCE®) e utilizado marcador de 100pb (Ludwig Biotec).
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- White gene

Utilizou-se a padronizagdo da reacdo segundo Foster et al. (2013). Os reagentes e
concentragdes utilizadas foram: 13,3ul de &gua de injecdo, 2,0ul de tampdo PCR Rxn
Buffer (10x), 0,8ul de MgCI2 (50mM), 0,4ul de dNTP Set (100mM) (GE Healthcare®),

1l primer F, 1ul primer R, 0,5ul de Platinum® Tagq (5u/pl), 1ul de DNA totalizando 20ul
de reacéo.

O ciclo utilizado no termociclador foi:

* 3 minutos 94 °C — ativacdo da Taq

*30 segundos 94 °C — desnaturagao
«1 minuto 50 °C — anelamento do primer } 35x

+2 minutos 72 °C — extenséo da fita
7 minutos 72 °C — extensao final

Apos a PCR os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1%,

corado com gel RED (UNISCIENCE®) e utilizado marcador de 100pb (Ludwig Biotec).
3.5 Reagdes de PCR

Apos a padronizacdo, foram feitas as reacfes de PCR com as diferentes espécies de

anofelinos tanto para SPR quanto para SP de anofelinos.
3.6 Analise das amplificacdes

Os produtos foram visualizado no aparelho de Eletroforese Capilar QIAXxcel

Advanced® (QIAGEN) e gel de agarose 1% para confirmacdo da amplificacdo e seus

tamanhos.
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3.7 Purificacéo

Para as amplificagdes que foram positivas, utilizamos a enzima ExXoSAP-IT®
(USB®) utilizando o termociclador DNA Engine® (Bio-Rad®) com o seguinte ciclo:

-« 1 hora 37°C
» 20 minutos 80°C

Algumas amostras foram purificadas diretamente da banda do gel de agarose.
Recortou-se a banda do gel, a banda foi armazenada por 20 minutos no freezer -80°C e

depois centrifugada por 10 minutos e retirou-se o sobrenadante.

3.8 Sequenciamento

As amostra purificadas foram submetidas ao sequenciamento para confirmacao da
sequéncia. Foi utilizado o aparelho de seqlienciamento automatico ABI 3500 (Applied

Biosystems), conforme recomendacdes do fabricante.

3.9 Alinhamento e desenho das arvores

Para a visualizacdo das sequencias foi usado o programa MEGA 5.2.2 e para o
alinhamento o programa ClustalX. Para as analises filogenéticas utilizamos o0s sotwares

Phylip.695 e ClustalX. As arvores foram geradas pelo programa TreeViewX.
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4. Resultados
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4.1 Amplificagdes

Como resultado dos testes de padronizagdo da reagdo de PCR com os dois primers
do gene SP com Anopheles darlingi, a melhor temperatura encontrada, que melhor os
amplificou foi a de 60°C. Ja a temperatura do gene SPR foi de 59,1°C que estava
padronizada.

Com isso foram feitas as reacdes de PCR com os trés pares de primers (1 SPR e 2
SP) utilizando primeiramente os DNAs de 3 diferentes espécies de anofelinos ( An.
deaneorum e An. benarrochi). As reacOes feitas com o gene SPR foram positivas para
todas as espécies, com amplicons de aproximadamente 450pb (Fig. 4). Ja as do gene SP
foram positivas apenas para o par de primer que amplifica HYPOTHETICAL PROTEIN
AND-06226, com amplicons de aproximadamente 1400pb (Fig. 5). Esse par de primer
amplifica apenas os dois Ultimos exons mais o intron entre eles (Fig. 3). Com o par
HYPOTHETICAL PROTEIN AND-19408 ndo foi possivel a amplificacdo em nenhuma

outra especie alem de An. darlingi, sendo esse ndo mais utilizado.

An. An. An.
benarrochi | deaneorum darlingi

Figura 4. Foto da eletroforese de capilar do gene SPR. Produtos com tamanhos aproximados de
450pb das 5 diferentes espécies de anofelinos: An. deaneorum, An. benarrochi, e An. darlingi.
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An. An. An.
deaneorum benarrochi darlingi

ik

#
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Figura 5. Foto da eletroforese de capilar do gene SP. Produtos com tamanhos aproximados de
1400pb das 7 diferentes espécies de anofelinos: An. deaneorum,An. benarrochi, e An. darlingi.

Posteriormente foram feitas reagdes com as outras espécies com o primer do gene
SPR (Figs 6) e com o par de primer do gene SP (Fig. 7). Notou-se que ndo foi possivel a

amplificacdo com a espécie An. oswaldoi para nenhum par de primer.

Figura 6. Foto de eletroforese de capilar com o gene SPR. Produtos com tamanhos aproximados
de 500 a 600pb das 11 diferentes espécies de anofelinos: 1-An. albitarsis, 2- An. galvaoi, 3- An.
Nuneztovari, 4- An. rondoni, 5- An. arthuri A, 6- An. strodei, 7- An. oryzalimnetes, 8- An.
marajoara, 9- An. konderi, 10- An. goeldii, 11- An. evansae.
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Figura 7 Foto da eletroforese de capilar do gene SP. Produtos com tamanhos aproximados de
1300pb das 11 diferentes espécies de anofelinos: 1-An. albitarsis, 2- An. galvaoi, 3- An.
nuneztovari, 4- An. rondoni, 5- An. arthuri A, 6- An. strodei, 7- An. oryzalimnetes, 8- An.
marajoara, 9- An. konderi, 10- An. goeldii, 11- An. evansae.

Com o gene white foram feitas reacbes de PCR com as 14 espécies, porém apenas
as espécies An. deaneorum, An. benarrochi, An. albitarsis, An. galvaoi, An. nuneztovari,

An. rondoni, An. evansae, An. arthuri A. e An, strodei tiveram amplificacGes positivas.

Figura 8. Foto do gel de agarose com os amplicons do gene white. As figuras A e B
correspondem ao mesmo gene. Os pogos da figura A correspondem as espécies An. deaneorum, An.
benarrochi, An. albitarsis, An. galvaoi, An. nuneztovari, An. rondoni, An. evansae, An. arthuri A,
respectivamente. Ja na figura B 0 poco 1 corresponde a espécie An. strodei.
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Na analise sazonal com An. darlingi com o gene SPR, obtivemos resultado positivo
para as 20 amostras. As amplificacdes de Anopheles darlingi de estacdo seca e estacdo
chuvosa foram bem visiveis e sem bandas inespecificas.

Na figura 9 em cada gel ha 5 amostras da estacdo seca (amostras D4) e 5 da estacao

chuvosa (amostras F), totalizando 10 amostras de DNA de cada estacéo.

Figura 9. Os pogos 1,2,3,,4 e 5 da figura A correspondem as amostras D4 (estacdo seca); 0S pogos
6,7,8,9 e 10 correspondem &s amostras F (estacdo chuvosa). Ja os pogos 1,2,3,4 e 5 da figura B
correspondem as outras amostras da estagdo chuvosa; e os pogos 6,7,8,9 e 10 correspondem as
outras amostras da estacdo seca. Os pogos 11 de ambas as figuras A e B correspondem ao controle
negativo NO, o que ndo demonstra amplificag&o.

4.2 Sequenciamento e Alinhamento

Na fase do seqlienciamento, por mais que o resultado tenha sido positivo para a
amplificacdo (Fig. 6), a espécie An. strodei ndo foi sequenciada para o gene SPR, sendo
essa excluida das andlises posteriores. No total foram 13 espécies analisadas com o gene
SPR e 14 com o gene SP, sendo que o alinhamento do gene SPR possui 212pb, menos da

metade do tamanho original do gene. Ja o0 gene SP possui em seu alinhamento 1340pb.
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Para todas as sequencias de todas as espécies foi feita edi¢do visual no programa

MEGA alinhando-as juntamente com An. gambiae, espécie utilizada como outgroup tanto

para 0 gene SPR quanto para o gene SP, e os alinhamentos foram feitos no programa

ClustalX. (Fig.10 e Fig. 11).

albitarsis GCAAACGACAGTCTGC TGGCGGTSAAGGTGTCC TGT TACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGTTTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
benarrochi GCGAACGACAGTCTGC TGGCGGCGGCGGTGTCGTGC TACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGT TTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
dar1ingi GCGAACGACAGTCTGC TGGCGGTGGCGGTGTCC TGC TACGACGAC TACC YACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGTTCGAGTTC TGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
deaneorum GCAAACGACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGTTACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGT TTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
evansae GCAAACGACAGTCTGC TGGCGGTGGCGGTGTCC TGC TACGACGAC TACCCACCGAACGAG CTGC TGGTGGAGT TTGAGTTC TGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
goeldii GCAAACGACAGTCTGCTGGCGGWGGCGGTGTCSTGYTACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGTTTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGAGG
nuneztovar GCAAACGACAGTCTGC TGGCGGTGGCGGTGTCC TGTTACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGC TGGTGGAGTTTGAGTTC TGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
oryzalimne GCAAACGACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCC TGYTACGACGAC TACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGTTTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATG
rondoni GCAAACGACAGTCTGC TGGCGGTGGCGGTGTCC TGYTACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGT TTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
arthuri GCAAACGACAGTCTGC TGGCGGTGGCGGTGTCC TGYTACGACGAC TACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGTTTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGAGG
alvaoi GCAAACGACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGYTACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGT TTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATC
onderi GCAAACGACAGTCTGC TGGCGGTGGCGGTGTCSTGC TACGACGAC TACCCACCGAACGAG CTGC TGGTGGAGT TTGAGTTC TGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGAGG
mara 1 oara GCAAACGACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGYTACGACGACTACCCACCGAACGAG CTGCTGGTGGAGTTTGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGAGG
gambi ae ACGAACGAGAGCGTGCTGACGGT -~ -CGTGTCC TGC TACGACGACTACCTGCCCAACGAG CTGCTGC TGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGCGGTGTGGTGATGAACATCGTCGCGC TGATC
* O RRRAR ww Wk RR Rk HRRRR AR RRRAR R R R R Wk RRARRRAR SRREAR RRAREIRAR ARRIARRARRRRRER AR AR SRR RAR AR R RR R R R RS R SRR
albitarsis GGCATCCTGGGCAACATYTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGGTA
benarrochi GGCATCCTGGGCAACATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGLTG
darTingi GGCATCCTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGETG
deaneorum GGCATCCTGGGCAACATTTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGETG
evansae GGCATCCTGGGCAACATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGCCT
goeldii GCCAGCCCGATCAGCAGGTTGTTGATGC TGAACGCATCTGCGGCCTGGACAGGATCCACC ATCGAGAAGATGTTGCCCAGGATGCCGATCAG
nuneztovar GGCATCCTGGGCAACATYTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGLTG
oryzalimne GCCAGCCCGATCAGCAGGTTGTTGATGC TGAACGCATC TGCGGCC TGGACAGGATCCACC ATCGAGAAGATGTTGCCCAGGATGCCGATCAG
rondoni GGCATCCTGGGCAACATYTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGLTG
arthuri GCCAGCCCGATCAGCAGGTTGT TGATGC TGAACGCATCTGCGGCCTGGACAGGATCCACC ATCGAGAAGATGTTGCCCAGGATGCCGATCAG
alvaoi GGCATCCTGGGCAACATYTTCTCGATGGTGATCCTGTCCAGGCCGCAGATGCGTTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGCCCGLTG
onderi GCCAGCCCGATCAGCAGGTTGTTGATGC TGAACGCATCTGCGGCCTGGACAGGATCCACC ATCGAGAAGATGTTGCCCAGGATGCCGATCAG
marajoara GCCAGCCCGATCAGCAGGTTGTTGATGC TGAACGCATCTGC GGCC TGGACAGGATCCACC ATCGAGAAGATGTTGCCCAGGATGCCGATCAG
gambiae GGCATCCTCGGCAACATCTTCTCGATGGTCATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGCTCCAGC ATCAACTACCTGCTGATCGGGCTGGLCCGCTG

woRw ww "R WR R O RRRR W W W ow w oW wew " ERRE W RRR

Figura 10. Alinhamento feito no program ClustalX com o gene SPR. Foi feito o alinhamento
com 13 espécies de anofelinos e An. gambiae como outgroup.
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deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konderi
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konderi
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konder i
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konderi
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konderi
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darTlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konderi
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
galvaoi
nuneztova
rondoni
arthuri
strodei
oryzalimne
marajoara
konder1i
goeldii
evansae
gambiae

deaneorum
benarrochi
darlingi
albitarsis
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TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC - ~CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC ~AAAATCACTCGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCAGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC-AAAATCACTAGAACCATTCTCRCGTCAC
CGGATAACTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTTCTCGAACA CGGLTATGCGGTGAT -CTTCATGCATCGTAC -AAAATCACTAGAACCATTTTCGCGTCAC
TCGATAACTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTYCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC-AAAATCACTCGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATAACTTTAGTGCCGGTAAC - ~CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA TGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGAAC ~AAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTTCTCGAGCA TGGCTATGCAGTCAT-CTTTATGCATCGAAC -AAAGTCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCGGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC -AAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCAGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC -~AAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATAACTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC-AAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC-~CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC -AAAATCACTCRAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCAGCGGAATACTTCCTCGAGCA CGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGTAC-AAAATCACTCGAACCMTTCTCGCGTCAC
TCGATA-CTTTAGTGCCGGTAAC-~CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA TGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGAAC ~AAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATAACTTTAGTGCCGGTAAC--CGKGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTTCTCGAGCA TGGCTATGCAGTCAT-CTTTATGCATCGAAC -AAAGTCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
TCGATAACTTTAGTGCCGGTAAC--CGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCA TGGCTATGCGGTCAT-CTTTATGCATCGAAC -AAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCAC
CTGATC-CTGTGATAGTGTTTTCGACGCTGTTTCACGCTGATAGTGTATTTTTGCTCCCG TGTCTGTGTTGTCCCGCTGGAAGCAGGGTGTGAAAAGGGGGGAAATCGTACATGTGATAC

R R % % BoE R AR W R oW w o Rw RW * * oRw mw mw W W mwR % sesew *w % % * ww
TTCACTGGCCAACAGTTGC TCGATATGC TGGAGC TGCACGAGGAAGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTATATTGCGTCTA----TATCCTTA--CCTCCGTTCGAACTCCGGTC -TAAA
TTCACCGGMCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAGATTGCGTCCA--TATATCCTTA--CCTGCGT TCGAACAAAGTAAATTGG

~TATCCTTA--CCTCCGTTCGAACTACGTTC-TAAA
TTCACTGGCCAGCAGTTGC TCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAAATGGCGTCCA--TATATCCTTATACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTAG
TTCACTGGTCAGCAGTTGC TCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAAATGGCGTCCACATAWAKCCCAATACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTAG
TTCACTGGCCAGCAGTTGC TCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAGATTGCGTCCATATATATCCTTA--CCTCCGTCCGAACAAAGTAAATTGG
TTCACTGGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTACATTGCGTCCACATATATCCTTA--CCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTGG
TTCACTGGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTACATTGCGYCCACATATATCCTTA--CCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTGG
TTCACTGGYCAACAGTTGC TCGATATGC TGGAGC TGCACGAGGAAGGAATGAGYACCACC ATCACAGGTAGATTGCGTCCA-~~-TATCCTTA--YCTCCGTTCGAACTCCGTTC-TAAA
TTCACTGGCCAACAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TGCACGAGGAAGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAGATTGCGTCCA----TATCCTTA--CCTCCGTTCGAACTCCGTKC-TAAA
TTCACTGGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGTTACACGAGGAAGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAAATTGCGTCTG--AATATCCTTT - -CCTCCGCCCGAGCAAAGTAAATTAC
TTCACTGGTCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAAATGGCGTCCACATATATCCCAATACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTAG
TTCACTGGCCAGCAGTTGC TCGATATGC TGGAATTACACGAGGAGGGAATGAGTACCACC ATCACAGGTAGATTGCGTCCA--TATATCCTTATACCTCCGTTCGAACAAAGCAAATTAG
AGAGGGGGT--ACGGT-ACACACGATCAAAGTACAGCACGATGTGCAAAGGCGTAA-ACA GTAGCGAACATATCTCACGTACATACATCCCTGTGGCTTAGA--AAAGTGAAGGAAGTGA
v * oww W ow T - L PR T ® % * ww o

TTGGCTCACTCTTGAAGCAT--CTTTATTAACAAAGGTTTAGAAAATTCCCTTATACTAT
CCAAGGTACTCTTGAAGCAT--CCTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTTCCTTAAACTAT

TTGGCTCACTCTTGAAGCAT--CTTTACCAACAAAGGTTTAGAAAATTCCCTTAAACTAT
CCAAGGCACTCTTGATGGATGCCTTTGCCAACAAAGGTTTAGTAAATTCCCTTAAACTAT
CCATGGAATTCTTGATGGAT--CTTTACCAACRAAGGTTTAGTAAATTCCCTTAAACTAT

~GAGTTAAAAGGTATTGAAACACTACTACTACCGGTCCTTGA
~GAGTTAGAAGGTATTGAAACACTACTGCTACCGGTCCTTGA
~GAGTTAGAA--TATTGAAACACTACTACTACCGGTCCTTTA
~GAGTTAGAA--TATTGAAACACTACTA---CCGGTCGTT-A
-GAGTTAGAA--TATTGAAACAC-ACTAC-MCTGATCGA--A
~AAAGTG--~-~--TATGAAACTCTTATTACTACTGGCCCTTGA

CTAASGCMCTCTTGARGCAT -
TTGGCTCACTCTTGTTGGAA-~-GGCATCTTACGATGGTTTAGAAAATTCCCTTAACCTAT
TTGGCKCACTCTTGAAGCAT--CTTTACCAACAAAGGCTTAGAAAATTCCCTTAAACTAT
CMAATGCACTCTTGATGCAT - -CTTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTTCCTTAAACTAT
CCATGGAATTCTTGATGGAT--CTTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTCCCTTAAACTMT -GAGTTAGAAGGTATTGAAACACTACTGCTACCGGTCCTTGA
CCAAGGCACTCTTGATGCAT - -CTTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTCCCTTACACTAT -TATGCAGGAGCATTG---GAGTTAGAAGGTATTGAAACACTATTACTACCGGTCCTAGA
TTGTGAAACATCTAATACCT-TATATATACGCTGACTAGAAGGACATTGCTTTAAGCTGT GCAAGCAGCAATAATATCTGTCATTGATCCTGTACAAAGAAAATAGAAAAGAAAAACGTC
w * % * % * % *  ww *

TCATGTTCTTGTGCGGTAACACGC -~AGTGCCTTCATAAGGAGCGCCG-~ TTACGGTWTYYGT~ = =-WYCYCAMSGGACAACTGTATCAAATTATGGCTTCATCCT
TCGTGCTCTAGTGCCGTAACACGC --AGTGC-TTCAGACGGAGCGCCG—
TCGTGCTCTGAAGCCATAACACGC - ~AGTGC - TTCAGACGAAGAACGC -
TCGTGTTCTAGTGCGGTAACACGC --ACTGC-TTCAGAAGGAGCGCCG-—
TCGTGTTCTAGTGCCGTAACACGC - ~AGTGC -TTCAGACGGTGCGCCGGCA--~~ACGCA CCG-GGTT~-
TCGTGTTCTAGTTCCGTAACACGG--GGTGC-GTCA-———— TGCGCCGGCA CCG-GGTT-- --TGCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCT
TCGTGTCCTRGTGTGGTAACA-CG-CAGTGC-TTCAACGGCGTCCCTGGCA YGGAGCCCCGGCAACGGGTTTTCCTCCATCGTGAACTCTATTTAATTATGGT TTCATCCT
TCGTGGTCTAGTGTGGTAACAACG-CAGTGC -ATCAACGGCGTCC-TGGCA CGGAGCCCCGGCAACGGGTTTTCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGTTTCATTCT

TYSATCWCTACTGTCGTATCGTGATCAGKGG-TACAGCAGTGCTCACGCGTCTGCACGCA CGGAGCCC-GGCA-CGG-

TCGTGT-CTAGT-YGGTAACACGC - ~AGTGC - TTCAGAAGGAGCGCCG-~ TTGC
TCGTGTTCTAGTGCGGTAACACGC--AGTGC-TTCAGAAGGAGCYGTC— TAACGCAGTCCRG
---------- GTACAGCA-~-=====~=-GTGC-TGCAGACGACGCTGC -~ TCG-GTTC -~
TCGTGTTCTAGTTCCGTAACACGG--GGTGC-GTCA-———— TGCGCCGGCA CCG-GGTT-

TCGTGTTCTAGTGCGGTAACACGC - -CGTGC -TTCAGACGGAGCGCCGGCA----ACGCA CCG-GGTA-~ ==TTCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCT
GTGCAGCCCAACGTAAGGATACGG--GACGCTTTTAATTTGCACACGGAATTGTGTTAAA GCCACCTGCATATCAGCATGACGTCGCAT IGGGAGGAI l T l IAYGCTAAGCATCTACCAC
* *

AATTATAACTCAGGATGCA--GGAAGGCTCTGAAAGTGACTT! - =-=--ATAATGATATGGT-CC TGTAATGGGACCCGGAA- - -TGAACC GGT- TGAGGﬂ‘nT
AATTATAACTCAGGATGCA--GGAAGGCACTGAAAGTGACTTGC -
AATTARAACTCAGGATAYA--GGAAGGCACTGAAAGTGACTTGC -
AATTATAACTCAGGATGCA--GGAAGGCACTGAAAGTGACTTGC -
AATTATAACTCAGGATGCACAGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGC -
AATTATAACCCAGGATACA--GGAAGACACTGAAAGTGACTTGC -
TATTATAACTCAGGATACA--GGAAGGCACCTGAAGTGACTTGC -
TATTATAACTCAGGATACA--GGAAGGCACCTGAAGTGACTTGC -
--ATATAACTCAGGATACA--GGAAGGCACCTGAAGTGACTTGC -
AATTATAACTCAGGATGCA--GGAAGGCACTGAAAGTGACTTGC -

ATAATGATATGGT-CCTGTTATGTGACCTGGTA.
ATAATGATATGGT-CCTGTTATGTGACCCGGTA
ATAATGATATGGT-CCTGTTATGTGACCCGGTA.
ATAATGATATGGT -CCTGTTATGGGRCCCGGAA!
ATA-TGWTATG-T-CCAGT-GKGGGACCCGGA:
ATAATGATATGGT -CCTGTTATGTGACCCGGAW
ATAATGATATGGT-CCTGTTATGTGACCCGGAA:

GTCGTC---CTGCTTGTGCCTTTGTTTTGGT— --GTGCGTTTGAAGC-—
GTAGTYTTAAATCTTTTACTGTTGCTTTICTTTTGCTGTTTGTGGCTTTGCTCGTGTGCG
GTT¢ TTGCTTTTGCCTTTGTTGGTGT— ——ATAATTCTTATGGTATCTGATG
GTTGTG--GCTGCTTGTGCCTCTGTTGGTGC
GTTGTGCTGCTTGTTGTGCCTTTGTTGGT -~
GTTG TTGTGCCTTTGT TGGTGTGTGATGGAAGCTGTCTGT T TAGCGAAAA-
GTTGT---GCTGCTTGTGCCTTTGTTGGTGTGTGATGGAAGCCGTCTGTTTAGCGAAAA -
GTTKTT--GTTGCTTTTGCGTTGGT TGATGGAAGAKGRAWGYGTWCKGTTAAGCGAAAA -
GTTGGG- ==ATAACACTTATGMTGCCTCRT -
GTGGGS-

—-TTTCWTTCTTTCGAWT TAMCAWG

TTTT-CTTTCTTCAAAACAATTTCGATATAACAAT - GTTGTG--GCTGCTTGTGCCTTTGTTGGTGC

TTIT--CTTTTTCTAAAACACTTTCGATATAACAAC - GTTGTGCTGCTTGTTGTGCCTTTGTTGGT -~

7T ~TCTAAAACAATTTCAATATAACAATA TGTTCC GTTGTG--GCTGCTTGTGCCTTTGTTGGTGC -

CGGTGCGCTTTGTGGATAACTTCAGCGCTGGCAATCGTGGTTCTGCCTCGGCCGAGTACT TTCTCGAGCATGGCTATGCCGTT, ATATTTATG(ATCGGMCAAATCACTGGAGCC GTI'IT
*

~TT-CAGTTAAACCAGACTCGGTAGACGTGCTGGCGCCGGTGCTCGATAAGT
-TT-CAGTTAAACCAGACTCGGTAGACGTGCTGGCGCCGGTGCTCGATAAGT

=====CAACATTC-====mmmmmm= ATTTA-====mmmmm e TGTTC--TGTTGT--TTT GTTT-
---TGGGTTTCAC ATTTA CGTTC--TGTTCTTTT-- -CTC-

ATAAAAGCTGTCT === === === === GTTTAGTGAGAGCTGCATGTTTAACATTTACGTTC TCTTTTTTTTIT-CAGTTAAACCAGAC TCGGTAGACGTGC TGGCACCGGTGC TCGATAAGT
TTTCGCAACATTC ATTTA TGTTC--T 7T
-==TGCGTTTAAC-======mmmmm ATTTA=======mmn= ~CGTTC--TGTTCTTTTCT

CTC

---TGAGTTTCAC ATTTA CATTC--TGTCCATTT-T TCTCATTCATT-CAGTTAAACCAGACTCAGTGGACGTGCTGGCACCGGTGCTCGATAAGT
~CGTTC--TGTTTTTT1T-C TC-CAGTTAAACCAGACTCGGTAGACGT SCTGGCACCGGTGCTCGATAAGT
-=-CGTTC--TGTTTCTTIT-C TC-CAGTTAAACCTGACTCGGTAGACGTGCTGGCACCGGTGCTCGATAAGT
KTTTC--TGTTCTTTT-C TC-CAGTTAAACCAGACTCGGTAGACGTRCTGGCACCGGTGCTCGATAART
=TGTTT--TGYTTTTGCTT TT-CAGTKAAACCAGACTCGGTAGACGTGCTGGCGCCGGTGCTCGACAAGT
GGTCC--GGTTTTT-TTT TT-CAGTTAAACCAGACTCGGTAGACGTGCTGGCGCCGGTGCTTGATAAGT
~CATTC--TATTCTTTT-T TCTC -CT-CAGTTAAACCAGACTCGGTGGACGTGCTGGCGCTGGTGCTCGATAAGT
C A'I'I’C —-TGTCCATTT-T TCTCATTCATT-CAGTTAAACCAGACTCAGTGGACGTGCTGGCACCGGTGCTCGATAAGT
===TGGGTTTCAC-==========—, ATTTA= === == e f ATTC--TGTTCTTTT-T TTTC--=-=~ TT-CAGTTAAACCAGACTCGGTGGACGTGC TGGCGCCGGTGCTCGATAAGT
CGCGCCA(‘I'TCA(CGGCCAGCAGCTGCTCGAYATGCTGGAGCTA(A( GAGGAAGGCATGA GCACCACAATTACC GTAAAACCGGACTCCGTGGATGTGCTGGCTCCGGTGCTGGACAAGT

RR RRVRRE RHRRR W R RE WRARR R RN RE RR R W
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ACATGTGG‘ITC\CTGCGTG( GGCCTGCGAATCACTGGCACCG-TTCGAGCGAAACGCAGTC
ACAAGAATGCCCAGGAAACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ACATGTGGT TGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCGT TGGCACCG-TTCGAGCGAAATGCAGT T
ATAAGAATGCCCAGGAGACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGATT ATATGTGGTTACTGCGTGCGGCCTGTGAATCATTGGCACCG-TTCGAGCGAAACGCAGTA
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ACATGTGGTTGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCACTGGCACCG-TTCGAGCGAAACGCAGTC
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCACCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGTTGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCATTGGCACCG-TTCGAGCGAAACGCAGTY
ACAAGAATGCCCAGGAGACCCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGTTGC TACGGGCGGCCTGTGAATCATTGGCACCG-TTCGAGCGAAACGCAGTC
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGT TGCTGCGTGCGGCCTGCGAATCATTGGCACCG-TTCGAGCGAA-TGCAGTT
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGTTGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCATTGGCACCGGTTCGAGCGAAATGCAGTT
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCATCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGT TGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCAT TGGCACCG-TTCGAGCGAAATGCCTTW
ACAAGAATGCCCAAGAGACGCATCGGATGC TGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ACATGTGGTTGC TGCGTGCGGCCTGTGAATCACTGGCACCK ~TTCGAGCGAAACGCGGTC
ACAAGAATGCCCAAGAGACRCATCGGATGCTGTACATCACCTT TACCAGCGTGGTCGACT ACATGTGGT TGCTGCGTGCRGCCTGTGAATCACTGGCACCG-TTCGAGCGAAATGCAGTC
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCACCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGTTGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCGTTGGCACCG-TTCGAGCGAAATGCAGTC
ACAAGAATGCCCAGGAGAAACCATCGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTGGTCGACT ATATGTGGTTGCTACGGGCGGCCTGTGAATCATTGGCACCG-TTCGAGCGAAACGCAGTC
ACAAGAATGCCCAGGAGACGCACCGGATGCTGTACATCACCTTTACCAGCGTG-TCGACT ATATGTGGT TGCTGCGTGCGGCCTGTGAATCACTGGC -CCG-TTCGAGCGAA-CGCAGTT
ACAAAAATC(CCAGGAAA(TCACCGGATGCTATACAT(ACC‘I’TTAC(AGC GTGGTCGACT ACATGTGGCTGTTGCGGGCGGCCTGCGAATCGTTGGCACCG- TTCGAG(GGAATGC —GT G

Ve SR REVEREARE R FORRICR WRIARRARIIRVRANSRATR ORI T Fe HRAVRA ¥ Vo SR RR HRIRR WA RAI WR RHARAREAN
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CTCTTCCTTGCTGCGGCCGTATCC -~ - ~GACTTTTACGTACCGCAAGATGAAATGCCTAC GCATAAG---ATCCAATCGGGACACGGAGCACCGACGATATCGTTACAGTT--GGTTCCA

GACTTTTACGTACCGCAAGATGAAATGCCTAC GCATA-G-
GACTTTTACGTACCGCAAGATGAAATGCCTAC GCATAAG-

—ATCCAATCGGGACACGGCGCACCGACGATATCGTTGCAGTT--GGTTCCC
CTCTTCCTAGCCGCG-CCGTATCC - -~ ~GACTTTTACGTACCGCAAGATGAAATGCCTAC GCATAAA - - -ATCCAATCGGGACACGGCGCACCGACGATATCGTTGCAGTT--GGTTCCC
CTGTTTT IGGCTGCGG(AGTTTCG—— --ACTTTTACGTACCGCAGGATGAGATGCCAAC G(ACAAG———ATCCAGT(TGGG(ATGGGGCGCCCACGATATCG(TACAG(T— -CGTGCCA

RR R RRR WAR W R Ve wew o R R Yosw % Y WSRO SRR osese ® wew
AAGATGC TAGCCCC GTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATTCAGTCGTCGTATCGTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGC GC TGCTGATC GCCAAATC(IGCGAAAGTC TCAACAAGTATAAG
AAGATGCTCGCTCCCTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTACGTTGTATCTTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTACTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAA
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTACGTCGTATCGTTTAAG CTTGAAACGGACGAGGCGCTACTGATCGCCAAATCACGCGAAAGTCTYAACAAGTATAAG
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTGCCGCATGCGTACGTCGTATCGTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTGCTGATCGCAAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTCGCTCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTACGTTGTATCTTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTACTGATCGCGAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTCGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTACGTTGTATCTTTTAAG CTTGAAACGGACGAAGCGCTACTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTATGTCGTATCTTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTGCTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTATGTCGTATCGTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTGCTGATTGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTGCCGCATGCTTATGTCGTGTCTTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTGCTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCSCATGCGTACGTCGTATCGTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGC TGCTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTTGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCGTACGTCGTATCRTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTGCTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGC TGGCCCCGTTGGTGAGCC TTTGGGTACCGCATGCTTACGTTGTATCTTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGC TACTGATTGCCAAATCGCGTGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAGATGCTCGCCCCGTTGGTGAGCCTTTGGGTACCGCATGCTTACGTTGTATCTTTTAAG CTTGAAACGGACGAAGCGCTACTGATCGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAAATGC TGGCCCCGTTGGTGAGCC TTTGGGTACCACATGCTTACGTTGTATCYTTTAAG CTCGAAACGGACGAAGCGCTACTGATTGCCAAATCGCGCGAAAGTCTCAACAAGTATAAG
AAAATGTTGGCCCCACTCGTGAGCCTCTGGGTGCCGCACGCGTACGTCGTGTCGTTTAAG CTGGAAACGGACGAGGCGCTGCTGATTGCCAAGTCGCGCGAAAGTTTGAACAAGTACAAG

VR RRE K MR RE R RRRARHAR RRRRS WR AR W MR WE R HRARAR RN RANRCARHIAR HRRAN RAARR WR KR RN RH RAARRE N AARAARRR R

CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTATTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACAAAGGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTYATTGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTCTTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACGAAAGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAACTCGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTGTTCGTAACA CCAAACAGTAACTACGAAATCGTACTGACRAAAGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTATTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACGAAAGATCAGGCCCCACACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATTGCGAACATAC TGCAGACACGGAAAAACCGGGTGGTCTTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGC TGACGAAAGATCAGGCCCA-CACGGGGC TCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTCTTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGC TGACGAAAGATCAGGCCCA-CACGGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTAGTCTTTGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACGAAAGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTAGTCTTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACGAAAGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTAGTCTTCGTAACA CCGAACAGTAAMTACGAGATYGTGCTGACGAAAGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTCGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTAGTATTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGC TGACAAAGGACCAGGCCCM -CACCGGGC TCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTAGTATTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACAAAGGACCAGGCCCA-CACCGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCRAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTCGTGTTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGC TGACGAAAGATCAGGCCCA-CACGGGGC TCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTCTTCGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACGAAAGATCAGGCCCA-CACGGGGCTCGAGAT
CACAAGCTGGTCATCGCGAACATACTGCAGACACGTAAAAACCGGGTGGTCTTTGTAACA CCGAACAGTAACTACGAGATCGTGCTGACGAAAGATCAGGCCCA-CACGGGGCTCGAGAT
CACAAGCTAGTGATCGCCAATATA(TGCAGAC GCGCAAGAACCGCGTT! GTGTTCGTGACG CCCAGCAGCAALTATGAGATCGT GCTGACCAAGGATCAGGCGCT-GTCCGGGCTCGAAAT

TR B RR RRRAAHRARRE R W HHRRA R R WR SE HEERR MR RR RRRRSN W ORREAERAN R

CGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
YGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
CGAGGAACCGAT
TGAGGAACCGAT
AGAAGAACCGAT

S S SRR SRR

Figura 11. Alinhamento feito no program ClustalX com o gene SP com An. gambiae como
outgroup. Foi feito o alinhamento com 14 espécies de anofelinos. Possui exon e intron. A regido
sequienciada possui 1332pb sendo que a regido de intron corresponde do par de base 187 a 796.
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GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCACGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTCGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCAGAATACTTCCTCGAGCACGGE TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTAGAACCATTCTCRCGTCACTTCACC
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTTCTCGAACACGGE TATGCGGTGATCTTCATGCATCGTACAAAATCACTAGAACCATTTTCGCGTCACTTCACT
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTYCTCGAGCACGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTCGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCATGGE TATGCGGTCATCTTTATGCATCGAACAAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTTCTCGAGCATGGC TATGCAGTCATCTTTATGCATCGAACAAAGTCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCGGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCACGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCAGAATACTTCCTCGAGCACGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCACGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCACGGE TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTCRAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCAGCGGAATACTTCCTCGAGCACGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGTACAAAATCACTCGAACCMTTCTCGCGTCACTTCACT
GATA-CTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCATGGE TATGCGGTCATCTTTATGCATCGAACAAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGKGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTTCTCGAGCATGGC TATGCAGTCATCTTTATGCATCGAACAAAGTCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCATGGC TATGCGGTCATCTTTATGCATCGAACAAAATCACTAGAACCATTCTCGCGTCACTTCACT
GATAACTTTAGTGCCGGTAACCGTGGGTCCGCATCGGCGGAATACTTCCTCGAGCATGGE TATGCGGTH (AT(T‘ITATGCATCGAACAMAT(A(TAGAACCATTCTCGCGTCACTTCMT
FORRFC RARRRIRRT FRARRIA RRIAIRETRI R FORRAAIRR WRAKR RR HHR HRRHRA R RRARR RARHCARAR RRIRR AHRRR AR VR PV SeSSRSS
GGCCAACAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TGCACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTATATTGCGTCT -~ ~-ATATCCT--TACCTCCGTTCGAACTCCGGTC-TAAATTGGCT
GGMCAGCAGT TGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAGATTGCGTCC--ATATATCCT--TACCTGCGT TCGAACAAAGTAAATTGGCCAAGG
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGCATGAGTACCACCATCACA GGTAGGTTGTGCCC -~ = ~ATATCCT -~ TACCTCCGT == = == = = = m
GGCCAACAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAGATTGCGTCC----ATATCCT--TACCTCCGTTCGAACTACGTTC-TAAATTGGCT
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAAATGGCGTCCATATATCCTTA--TACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTAGCCAAGG
GGTCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAAATGGCGTCCACATAWAKCCCAATACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTAGCCATGG
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAGATTGCGTCCATATATATCCT - -TACCTCCGTCCGAACAAAGTAAATTGGC TAAGG
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACCATCACA GGTACATTGCGTCCACATATATCCT--TACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTGGCTAAGG
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACCATCACA GGTACATTGCGYCCACATATATCCT--TACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTGGCTAASG
GGYCAACAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TGCACGAGGAAGGAATGAGYACCACCATCACA GGTAGATTGCGTCC -~ --ATATCCT--TAYCTCCGTTCGAACTCCGTTC-TAAATTGGCT
GGCCAACAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TGCACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAGATTGCGTCC----ATATCCT--TACCTCCGTTCGAACTCCGTKC-TAAATTGGCK
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGT TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAAATTGCGTCT --GAATATCCT--TTCCTCCGCCCGAGCAAAGTAAATTACCMAATG
GGTCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAAATGGCGTCCACATATATCCCAATACCTCCGTTCGAACAAAGTAAATTAGCCATGG
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAAT TACACGAGGAGGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAGATTGCGTCCATATATCCTTA--TACCTCCGTTCGAACAAAGCAAATTAGCCAAGG
GGCCAGCAGTTGCTCGATATGC TGGAGC TACACGAGGAAGGAATGAGTACCACCATCACA GGTAAATGGCGT CCAAATATATACC - —CCTCCCC(CGATCGAAGAAAATTAATTAATG
W VR NIRRT W RN FOR SRR SNSRI SRS

CACTCTTGAAGCAT- CTTTATTAACAAAGGTTTAGAAAATTCCCTTATACTATTATG AAGGAACATTGAAGT - ~TGTATTGAAACTCTATTACTACTGGCCTTTGATCATGTTC
CCTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTTCCTTAAACTATTATG AAGAAACATTGGTGTT--GGAGTATTGAAGCACTACTACTACCGGTCCATGATCGTGCTC
===TCTCAAAG= === === === - e e e e TCGAATTATTATG AAGGAGYATTGGA-~ TCCTTGATCGTGCTC
CTTTACCAACAAAGGTTTAGAAAATTCCCTTAAACTATTATG AAGGAACATTGAAGT ——--~ TGTATTGAAACTCTATTACTACTGGCCCTTGATCGTGTTC
~CCTTTGCCAACAAAGGTTTAGTAAATTCCCTTAAACTATTATG AAGGAGCATTGGAGT TAAAAGGTATTGAAACACTACTACTACCGGTCCTTGATCGTGTTC
CTTTA((AA( RAAGGTTTAGTAAATTCCCTTAAACTATTATG AAGGAGCATTGGAGT TAGAAGGTATTGAAACACTACTGCTACCGGTCCTTGATCGTGTTC
~AGGTTCAGTCAATTCCCTTAAACTATTATG AAGGAGCATTGGAGT T--AGAATATTGAAACACTACTACTACCGGTCCTTTATCGTGTCC
AGGTTCAGTAAATTCCCTTAAACTATTATG AAGGAACATTGGAGTT--AGAATATTGAAACACTACTA---CCGGTCGTT-ATCGTGGTC
-AKGTTCAGTAAATTCCCTTAAACTATTATG AAGGAGCATTGGAGT T--AGAATATTGAAACAC-ACTAC-MCTGATCGA--ATYSATCWC
GG(ATC TTACGATGGTTTAGAAAATTCCCTTAACCTATAATG A--GAGCAATGAAAG- ~TGTATGAAACTCTTATTACTACTGGCCCTTGATCGTGT-C
~TGTATTGAAACTCTATTACTACTGGCCCTTRATCGTGTTC
-CGTACAG
AATTCTTGATGGAT- CTTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTCCCTTAAACTMTTATG AAGGAGCATTGGAGT TAGAAGGTATTGAAACACTACTGCTACCGGTCCTTGATCGTGTTC
CACTCTTGATGCAT -~ --CTTTACCAACAAAGGTTTAGTAAATTCCCTTACACTATTATG CAGGAGCATTGGAGTTAGAAGGTATTGAAACACTATTACTACCGGTCCTAGATCGTGTTC
CTGT( TTGATGGATGGTTCCCTAL(AAC GATAGTTAAATTACC TCA(TTAAACAATAATG AGGGATGA‘ITGT AGAAAGAATGGAAAGAAAAA(AACTGC TGCCGGTCCTTGATCGTGAAC

R
TTGTGC GGTMCMZG --CAGTGCCTTCATAAG-~ - GAGC GCCGGTGCG TTAC GGTVTWGTWC YCAM SGGACAACTGTATCAAATTATGC('ITCAT(( TAATTATAA
TAGTGCCGTAACACG--CAGTGC-TTCAGACG- GAGCGCCGGTGCG TTGCAGTTT----GCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
TGAAGCCATAACACG--CAGTGC-TTCAGACG- ACGCATG-~-~~CT TTGCGACAT----TCCTTCATCGACAACTTTATTAAATTATGGCTTCATCCTAATTARAA
TAGTGCGGTAACACG--CACTGC-TTCAGAAG- GAGCGCCGGTGCG TTGCGGTTTTCCTCCATCGGC ----AACTCTATCAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
TAGTGCCGTAACACG--CAGTGC-TTCAGACG- ~GTGCGCCGGCA ACGCACCGGGTTTGCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
TAGTTCCGTAACACGG--GGTGCGTC——-—--~ ATGCGCCG--GCA ACGCACCGGGTTTGCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
TRGTGTGGTAACA-CG-CAGTGC-TTCAACGGCGTCCCTGGCA- ACGCAYGGAGCCC CGGCAACGGGTTTTCCTCCATCGTGAACTCTATTTAATTATGGTTTCATCCTTATTATAA
TAGTGTGGTAACAACG-CAGTGC ~ATCAACGGCGTCC -TGGCA- -~ ~ACGCACGGAGCCC CGGCAACGGGTTTTCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGTTTCATTCTTATTATAA
TACTGTCGTATCGTGATCAGKGG-TACAGCAGTGCTCACGCGTCTGCACGCACGGAGCCC -GGCA-CGG ~TTCTCCATCGAGAACTCTATTAAAT-ATGGT TTCATCCT--ATATAA
TAGT-YGGTAACACG--CAGTGC -TTCAGAAG-~ -~GAGCGCCGGTGCG TTGCGGTTT-CCTCCATCGAC - -~ -AACTCTATCAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
TAGTGCGGTAACACG--CAGTGC-TTCAGAAG— GAGCYGTCTAGSG TAACGCAGTCCRGAGAGCSAKG---AWTTCTTTMAAACGCGCTTTCCATAGCTCATCTAA
CAGTGCTGCAG-ACGA-CGCTGC - ===~ GCATCGG--~-~~ TTCTCATCGRGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
TAGTTCCGTAACACGG--GGTGCGTC--
TAGTGCGGTAACACG--CCGTGC-TTCAGACG-
TACTGCCACACCACGG--GGTGCCTCCTGC -~~~
B *

CACTCTTGATGGATG
AATTCTTGATGGAT-

GAGCGCCG--GCA ACGCACCGGGTATTCCTCCATCGAGAACTCTATTAAATTATGGCTTCATCCTAATTATAA
---CCCGAACGCT TTTAGCCAT---TGCCTCCTCCAAGAAATCTATTAAATTATGGATTCATCCCAATTATAA
* % % % owmw  wwv o

CTCAGGATGC - -AGGAAGGC TCTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTAATGGG ACCCGGAATGAACCGGTTGAG-
CTCAGGATGC --AGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGAA-TGAACTGCTGTGA:

CTCAGGATGC --AGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGGG ACCCGGAATGAACCGGTTGAG-
CTCAGGATGCACAGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGAA-TGAACTGTTG--~ =TTTTTTTITITTTC, AAAAA-MAATT
CCCAGGATAC--AGGAAGACACTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGATCCTGTTATGTG ACCCGGAA-TGAACTGTTGTGAAGTTTTTTTTTTCTTTTTCTAAA-ACACTT:

CTCAGGATAY - ~AGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGCATAATAATATGGTCCTGTTATGCG AAACGGC GCTGAACTGTAGAGTTTH'TGTITTTTHTTFTCAAAACACATTTGATATVA(
-GTTTT TTTT1C TTCTT GA

CTCAGGATAC - -AGGAAGGCACC TGAAGTGAC TTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCTGGTA-TGAACTGTTGA-- -CTCTT
CTCAGGATAC - -AGGAAGGCACCTGAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGTA-TGAACTGTTGA- T -CTCTT
CTCAGGATAC - -AGGAAGGCACCTGAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGTA-TGAACTGTTGA- TGITTITTTT) -CATTT
CTCAGGATGC - ~AGGAAGGCAC TGAAAGTGAC TTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGGG RCCCGGAATGAACCGGTTGAG GTTTTT ATTCTT
TTCAGGAGGT --AG-AGRGCAYT-AAR TGSCATA-TGWTATG-TCCAGTG-KGGG ACCCGGAA- WETCIT:

CTCAGGATGCT-GGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGGATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGAW- TGAA(TG‘ITG‘ITAAGTT‘T‘ITFTTT CTTTCTTCAAA--ACAATT
CCCAGGATAC--AGGAAGACACTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGAA-TGAACTGTTGTGAAGTTTTTTTT--CTTTTTCTAAA-ACACTT
CTCAGGATAC - -WGGAAGGCACTGAAAGTGACTTGCATAATGATATGGTCCTGTTATGTG ACCCGGAA-TGAACGGTTGTGA----AGTTT TTTTCTAAA---ACAATT

CCCAGGATACA-CTGAAGA(ACTGATGGTGMTGALTTAAAGATATGAG(CGGYCAGGTG AGCCGGAA TGAA(GGTTGTGTAI TTA l I T I TTCTTTTCCTAAA- GCACTT
s s

TATAACAA

AATGTTAGAAATTGCAAAGTAATGTAGTYTTAAATCT

Figura 12. Alinhamento feito no program ClustalX com o gene SP com An.cruzii como
outgroup. Foi feito o alinhamento com 14 espécies de anofelinos. Possui exon e intron. A regido
seqlienciada possui 637pb, sendo que a regido do intron corresponde a partir do par de base 182.
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GCCCGATAMCCGGTACCATCGATACCCTCCATCGGCTGCAGAAAGTACGGATCATCG- -~ GTGGCGTGCTTGTTCGTGGCGTGTCCTTTGGCCAGC TCGATGCCACCGGTGGCACCACCG
CCCCACCGGAGAGCGCCATCGAGATGGAGGAGCTGGCGCAGG-AGATGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCCACGAGCGTCACGATGAACAGAGTGGTGA-GATAGTGCGT--~
TCCCACCGACAAGCGCCATCGAGATGGAGGAGC TGGCGCAGG-AGATGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCCACGAGCGTCACGATGAACAGCGTGGTCA-GGTAGTGCGA-~~
TCTCGGAAACCGCTGCCATCGAGATGGAGGAGC TGGCGCAGGACTTTGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCYACRAGCGTCACTATGAACASCGTGGTGA-GGTAKTGCGT--—
CCCCACCGACAAGCGCCATCGAGATGGAGGAGC TGGCACAGG-AGATGAGATACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCGACGAGCGTCACGATGAACAGGGTGGTGA-GGTAGTGCGA- -~
GCCCACCGACAAGCGCCATCGAGATGGAGGAGC TGGCGCAGG-AGATGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCGACGAGCGTCACGATGAACAGCGTGGTGA-GGTAGTGCGA- -~
GTCCACCGACAAGTGCCATCGAGATGGAGGAGC TGGCACAGG-AGATGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCGACGAGCGTTACGATGAACAGCGTGGTGA-GGTAGTGCGA-~~
CCCCACCGAAGAGCGCCATCGAGATGGAGGAGC TGGCGCAGG-AGATGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACACGTTGGCGACGAGCGTCACGATGAACAGCGTGGTGA-GGTAGTGCGA- -~
CCCCACCGAGRAGCGCCATCGAGATGGAGGAGCTGGCGCACCCATATGAGGTACCCGAAC GAGGTGGACWC GTTGGCGACGAGCGTCWYGATGAACAGCGTGGTGA-GGTAGTGCGA- -~
- T " o oW o " ow " oRR W W weR W « W w W " oW "
TTAATGTGCGACGCCGTTTCGAGGATGTCCCGTGCGATCGGGCTGACCGCGAACGAGTCG CAGATCTTTTTGATCGTCTCCCGGCACTCGGTTTCCTTGT ----TCGGTGCCGAAGGGCC
~=AACGCCTGCCTTCAGCCCAATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAAGACGAACGGGACG GCGATGAAC - -AGCGGCAGCTCGGCGATCGTTTTGCCGAGGAAGTAGGTGTCGACGCGGT
--GACGCCCGCCTTCAGCCCGATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAACACGAACGGAACC GCAATGAAC--AGTGGCAGCTCGGCGATCGTTTTACCGAGGAAGTAGGTGTCRACGCGGT
-=-ACGCCCGCCTTTAKCCCATTCTTTTCGTACGTGATCKAGGTGAASACKAWCGGKACG GCAATGAAC--AGTGGTAGCTCGGCGATGGTTTTGCCGTAAAAGTAGGTATRGACGCGGT
-~AACGCCCGCCTTCAGCCCGATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAAGACGAACGGGACG GCGATGAAT - -AGCGGCAGC TCGGCGATCGTCTTGCCGAGGAAGTAGGTGTCGACGCGGT
—--AACGCCCGCCTTCAGCCCGATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAAGACGAACGGGACG GCGATGAAC - -AGCGGCAGCTCGGCGATCGTTTTGCCGAGGAAGTAGGTGTCGACGCGGT
- =AACGCCCGCCTTCAGCCCGATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAAGACGAACGGGACG GCGATGAAC - ~AGTGGCAGC TCGGCGATCGTTTTGCCGAGGAAGTAGGTGTCGACGCGGT
—-AACGCCCGCCTTCAGCCCAATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAAGACGAACGGGACG GCGATGAAC --AGCGGCAGCTCGGCGATCGTTTTACCGAGGAAGTAGGTGTCGACGCGGT
~=AACGCCCGCCTTCAGCCCGATCATCGGGTACGTGATCGAGGTGAAGACKAACGGGACG GCGATGAAC - ~AGCGGYAGCTCGGCGATCGTTTTGCCGAGGAAGTAGGTGTCGACGCGGT
* % % " « * * * wEw Rt * e *® ® oRRER % w o Ww ® * wER * % %

ATCGAAGAATGGAAGGAGC TGGCGCAGGAK-ATGAGGTACCCGAACGAGGTGGACACGTT GGCCACGAGCGTCACKWTGAACAGCGTCGTGCAGGTAGTGCGAGACGCCCGCCTTCAGTC
ACAGGCGG--GAACGCTTCTCGCGCAAAAACACGGGCAGC TCGGCCGAAA-~-~ACACGTT GATCACTGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGTTGGTGAGGAACAGAAACAGCGAACCATT
ACARCCGG--GAGCGCTTCTCGCGCAGAAACACCGGCAGCTCGGCCGAAA---ACACATT GATCACCGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGT TGGTGAGGAACAGAAACAGGGAACCGTT
ACAGGCGG-~-GAACRCTTTTCACGCAAAAACACGGGCAGC TCGGCCGAAA---ACACGTT GATCACGKCGAACACATTCKGGAAGGTCATGTWGGTGAGGAAGAGAAACAGCGAACCGTT
ACAGCCGG--GAACGCTTCTCGCGCAAAAACACCGGCAGCTCGGCGGAAA---ACACGTT AATCACGGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGT TGGTGAGGAACAGAAACAGCGAACCATT

ACAGGCGG--GAACGCTTCTCGCGCAAAAACACGGGCAGC TCGGCCGAAA -~ ~ACACGTT GATCACGGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGTTGGTGAGGAACAGAAACAGCGAACCATT
ACAGGCGG--GAACGCTTCTCGCGCAGAAACACGGGCAGCTCGGCCGAAA---ACACGTT GATCACGGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGT TGGTGAGGAACAGAAACAGCGAACCGTT
ACAGCCGG--GAACGCTTCTCGCGCAAAAACACGGGCAGCTCGGCCGAAA -~ ~ACACGTT GATCACGGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGT TGGTGAGGAACAGAAACAGCGAACCGTT
ACAGGCGG--GAACGCTTCTCGCGCAAAAACACGGGCAGCTCGGCCGAAA---ACACGTT GATCACGGCGAACACGTTCTGGAAGGTCATGTTGGTGAGGAACAGAAACAGCGAACCATT
* 5 * TR ¥ * osew s Vs et s e w o RR® wR W * " % w o ow
CAW--TYWTYGGGTACGTGATCGASGTGAACACGAACGGAWCCGCAATGAACAGTGGCAG CTCKGCGATCGT
GATGTTCATCACGC -CGTCCTGGTCGAGCACTTGGCCGAAGTAG--ATGGATCCGATGAG CGAGGCCACCAT
GATGTTCATCACAC-CGTCCTGGTCGAGCACCTGGCCGAAGTAG--ATCGAWCCGATGAG AGAGGCCACCAT
GATGTTCATCACAC-CGTCCTGGTCGAGCACTTGGCCGAAGTAG--AKGGATCCGATGAG MGAGGMTACCAT
GATGTTCATCACGC -CGTCCTGGTCGAGCACTTGGCCGAAGTAG--ATCGATCCGATGAG CGAGGCTACCAT
GATGTTCATCACGC-CGTCCTGGTCGAGCACCTGGCCGAAGTAG--ATGGATCCGATGAG CGAGGCCACCAT
GATGTTCATCACAC -CGTCCTGGTCAAGCAMCTTGSCGAAGTAG--ATGGATCCAATGAC CGGGCTCCMTCT
GATGTTCATCACGC -CGTCCTGGTCGAGCACTTGGCCGAAGTAG--ATGGATCCAATGAG CGAGGCCACCAT
GWTGTTCWTCACGC -CGTCCTGGTCGAGCACCTGGYYGAAGTAG--ATGGATCCGATGAG CGAGGCCACCAT

% RR W oW * ow * W * W " B "

Figura 13. Alinhamento feito no program ClustalX com o gene white. Foi feito o alinhamento
com 9 espécies de anofelinos. A regido sequenciada possui 432pb.

Na analie sazonal, das 10 amostras da estacdo seca apenas uma ndo foi

sequenciada, e das 10 da estacdo chuvosa todas foram seqlienciadas com sucesso.

Portanto,o alinhamento ocorreu com 19 amostras.

Apos a edicdo visual, o programa CLUSTALX 2.1 nos deu o seguinte alinhamento

e gerou a arvore:

Cc9
S10
S6
s7
sS4
S5
C3
C5
C4
c7
C10
S1
C2
Cc8
S2
S3
S8
Cl
Co6

GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCTACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCTACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCTACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCTACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCTACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCCACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTGTCCTGCTACGACGACTACCCACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTSTCCTGCTACGACGACTACCTACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTSTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTSTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTSTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTCTCCTGCTACGACGACTACCCACCGAACGAGCTGCTG
GACAGTCTGCTGGCGGTGGCGGTSTCCTGCTACGACGACTACCYACCGAACGAGCTGCTG
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30




Cc9
S10
S6
S7
S4
S5
C3
C5
c4
Cc7
C10
Sl
C2
Cc8
S2
S3
S8
Cl
Cé

C9
S10
S6
S7
sS4
S5
C3
C5
c4
Cc7
C1l0
S1
c2
c8
S2
S3
S8
Cl
Cé6

Cc9
S10
S6
S7
sS4
S5
C3
C5
Cc4
c7
C10
S1
C2
c8
S2
S3
S8
Cl
Co6

GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
GTGGAGTTCGAGTTCTGGATCAGTGGCGTCGTGATGAACATCGTCGCCCTGATCGGCATC
ke ek Kk K ok ok ok ok kK Kk K ok ok ok ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK Kk k ok ok ok ok
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCYCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCTCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATYTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC

CTCGGTAATATCTTCTCGATGGTGATCCTGTCCCGGCCGCAGATGCGTTCCAGCATCAAC
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TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACCTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACYTCGGTGCTGATC
TACCTGCTGATCGGGCTAGCCCGCTGTGATACCGTGCTCATCCTTACYTCGGTGCTGATC
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TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGGGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
TTTGGCCTGTGTGCGATCTATCCGCATACGGGCTAC
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Figura 14. Alinhamento das sequencias de Anopheles darlingi de estacdo seca e estacdo
chuvosa. As linhas com iniciais S referem-se a estacdo seca, e as que possuem inicias C
correspondem a estacao chuvosa.

melhor compreenséo. (Tabela 3).

Como resumo dos primers utilizados e suas caracteristicas, foi feita uma tabela para

Tabela 3. Primers utlizados nas analises, suas sequencias, tamanhos, se possuem regides de intron e a
quantidade de pares de bases que foram seqlienciadas.

NuUmero de pares

. . Numero de
Primer Sequencia Intron pares de bases de bages
sequenciados
Receptor Peptideo 5> GGTGGCCTGCTCTACGATAA 3 x _
Sexual 5" GTAGCCCGTATGCGGATAGA 3’ Nao 450pb 212pb
Peptideo Sexual 5" GGAGGTACAACTGTTCCACTG 3’ . _
(analise 1) 5" TCAGGTTCGCGCACATAAT 3’ Sim 1400pb 1340pb
Peptideo Sexual 5" GGAGGTACAACTGTTCCACTG 3’ . _
(analise 2) 5" TCAGGTTCGCGCACATAAT 3’ Sim 1400pb 639pb
Nuclear white gene 5’AAYTAYAAYCCIGCIGAYTTYTA 3° x
(WZ2E e WZ11X) 5 TTIARRAARAAICCICCRAA 3’ Ndo ~700pb 433pb

4.3 Arvores filogenéticas

Conforme o programa utilizado (Phylip) as sequencias de nucleotideos foram

montadas em arquivos diferentes e utilizadas para cada analise especifica. Foram feitas trés

analises no Phylip: Maxima Verossimilhanca, Neighbor-Joining e Parciménia. Como

outgroup foram utilizadas as espécies An. gambiae e An. cruzii.
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O numero do bootstrap foi 1000 repeticGes. As arvores e os valores de bootstrap

gerados pelas analises dos genes SPR e SP foram:

- Méaxima Verossimilhanca (Figs. 15 e 16)

gambiae
darlingi
benarrochi
1000
evansae
976
oryzalimne
1000 —  konderi
704
695 goeldii
429
marajoara
arthuri
galvaoi
rondoni
144
deaneorum
261
albitarsis
223
nuneztovar
_100

Figura 15. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SPR com valores de bootstrap gerada
pela analise de Méxima Verossimilhanca. Nota-se que ndo ha formacdo de nenhum agrupamento
de espécies que seja significativo quando comparado a classificagdes com outros primers mais

conhecidos.
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Figura 16. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SP com valores de bootstrap gerada
pela andlise de Maxima Verossimilhanca. Em destaque as 3 subdivisdes formando subgrupos de
espécies semelhantes quando comparadas com classificagdes com outros primers mais conhecidos.
An. benarrochi estd em posi¢éo diferente quando comparado com classificacao de outros primers, e
An. darlingi mais distante dos subgrupos.

34



- Neighbor Joining (Figuras 17 e 18)

gambiae

SPR

darlingi

1000 benarrochi
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'— 36— galvaoi

— 17, nuneztovar
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Figura 17. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SPR com valores de bootstrap gerada
pela analise de Neighbor Joining.. Nota-se que ndo ha agrupamento de espécies que seja
significativo quando comparado a classificagdo com outros primes mais estudados. Os
agrupamentos formados ndo sugerem nenhum subgrupo ou complexo conhecidos.
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SH

Figura 18. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SP com valores de bootstrap gerada
pela analise de Neighbor Joining. Em destaque as 3 subdivisdes agrupando espécies, semelhante
ao que acontece quando comparadas com a classificagdo de outros primers mais estudados.
An. benarrochi e An. darlingi em destaque se encontram em regides diferentes das classificacdes de

outros primers.
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- Parciménia (Figuras 19 e 20)

gambiae
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Figura 19. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SPR com valores de bootstrap
geradas pela analise de Parcimfnia. Nota-se que ndo houve agrupamento de espécies,
semelhantes a classificagfes existentes com outros primers mais estudados. Os agrupamentos
formados ndo sugere nenhuma formacéo de subgrupo ou complexo existente.
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Figura 20. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SP com valores de bootstrap geradas
pela analise de Parcimdnia. Em destaque as 3 subdivisdes agrupando espécies, semelhante ao que
acontece quando comparadas com a classificagéo de outros primers mais estudados. An. benarrochi
e An. darlingi em destaque se encontram em regides diferentes das classificagdes de outros primers.
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Para uma segunda andlise utilizamos apenas o gene SP, uma vez que as analises
processadas a partir dele geraram resultados mais robustos. As novas analises foram
realizadas com a inclusdo da espécie An. cruzii como outgroup, por ndo ser uma espécie
tdo distante das demais como An. gambiae. Foi utilizado o mesmo programa Phylip e as
mesmas 13 espécies dos anofelinos com o gene SPR, e 15 espécies com o gene SP para as
mesmas trés analises Maxima Verossimilhanga, Neighbor-Joining e Parcimdnia. Bootstrap

com 1000 repeticdes.
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- Méaxima Verossimilhanca:

cruzii
~~
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Figura 21. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SP com valores de bootstrap geradas
pela anélise de Méaxima Verossimilhanga com An. cruzii como outgroup. A arvore foi
subdividida em 3 principais grupos, sendo que o Subgrupo Oswaldoi agora foi dividido em duas
partes. An. darlingi e An. benarrochi continuam em posi¢des diferentes, ndo se encaixando em
nenhum grupo, sendo que An. darlingi ndo se encontra perto do outgroup.
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- Neighbor Joining
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Figura 22. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SP com valores de bootstrap geradas
pela analise de Neighbor-Joining com An. cruzii como outgroup. A arvore foi subdividida em 3
principais grupos, sendo que o Subgrupo Oswaldoi agora foi dividido em trés partes sendo que An.
konderi ficou mais distante do subgrupo. An. darlingi e An. benarrochi continuam em posi¢des
diferentes, ndo se encaixando em nenhum subgrupo ou complexo, sendo que An. darlingi néo se

encontra perto do outgroup.




- Parcimdnia
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Figura 23. Arvore gerada a partir da sequencia do gene SP com valores de bootstrap geradas
pela andlise de Parcimdnia com An. cruzii como outgroup. Arvore bem parecida com a analise
anterior. Foi subdividida em 3 principais grupos, sendo que o Subgrupo Oswaldoi agora foi
dividido em trés partes sendo que An. konderi ficou mais distante do subgrupo. An. darlingi e An.
benarrochi continuam em posi¢cdes diferentes, ndo se encaixando em nenhum subgrupo ou
complexo, sendo que An. darlingi ndo se encontra perto do outgroup.
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Como critério de comparacdo para avaliar o desempenho do gene SP como um
possivel marcador molecular, utilizamos um fragmento bem caracterizado do gene white
(Tabela 3) com as 14 espécies de anofelinos (Tabelal). Porém, dessas 14 espécies apenas
9 foram positivas tanto para 0 PCR quanto para o seqlienciamento. Foi utilizado o mesmo
programa Phylip e as mesmas analises com valores de bootstrap com 1000 repeticdes.

- Méaxima Verossimilhanca

benarrochi

arthuriA

strodei

1000

albitarsis

404 347

nuneztovar

— 168 evansae

266

rondoni

deaneorum

282

galvaoi

Figura 24. Arvore gerada a partir da sequencia do gene white com valores de bootstrap
geradas pela analise de Mé&xima Verossimilhanca. Quando comparada com a arvore do gene SP,
ndo ha nenhum subdivisdo para a formacéo de um subgrupo ou complexo.
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- Neighbor-Joining
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Figura 25. Arvore gerada a partir da sequencia do gene white com valores de bootstrap
geradas pela andlise de Neighbor-Joining. Quando comparada com a arvore do gene SP ha
formacéo apenas do Subgrupo Strodei.
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- Parcimdnia
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Figura 26. Arvore gerada a partir da sequencia do gene white com valores de bootstrap
geradas pela anélise de Parciménia. Quando comparada com a &rvore do gene SP ha formagéo

apenas do Subgrupo Strodei.
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A arvore com o resultado da andlise sazonal foi gerada no program CLUSTALX

2.1 utlizando o gene SPR; observou-se uma divisdo entre as estacOes, exceto para as

amostras F8, D42 e D48 que se encontram emregides diferentes das esperadas.

D45

Estacédo
D410
D46
(2
D42
—1 L
F3
Estacéo —: -
chuvosa

F4

&

S T
F2

F10

——F®

L Fg
D4

F7

Figura 27. Arvore gerada a partir das sequencias de An. darlingi com o gene SPR gerada no
programa CLUSTALX 2.1. Observa-se um divisao entre estacdo seca e chuvosa, com excec¢do de

F8, D44 e D48.
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5. Discussao
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Os resultados decorrentes das sequencias de nucleotideos alinhados dos genes SPR
e SP foram as arvores filogenéticas que estdo representadas nas figuras 15 a 20. Com o
auxilio do artigo de Foster et al. (2013), o qual utilizou trés genes COI, CAD e white para
analise filogenética dos mosquitos da mesma subfamilia Nyssorhynchus, foram feitas
comparac0es entres as arvores geradas entre os dois trabalhos.

Primeiramente foram realizados os testes para descobrir qual dos trés métodos de
analise (Maxima Verossimilhanca, Distancia — Neighbor Joining, Parcim6nia) resultaria
em uma classificacdo semelhante a uma classificacdo previamente existente. A arvore que
foi utilizada como padrdo de comparacao para as analises foi a arvore consenso gerada pela
analise filogenética Bayesiana do artigo de Foster et. al., a qual utilizou as regifes dos trés
genes.

Com isso, quando se comparou a arvore gerada pela andlise de Maxima
Verossimilhanca utilizando o SPR (Fig. 15) com a éarvore padrdo ndao houve um
agrupamento das espécies ao ponto de formarem complexos ou subgrupos existentes. As
espécies ficaram distribuidas aleatériamente na arvore gerada. Ja a arvore utilizando o gene
SP (Fig. 16) foi subdividida em trés subgrupos: Complexo Albitarsis , Subgrupo Strodei e
Subgrupo Oswaldoi. Porém, An. darlingi e An. benarrochi ndo se localizam em subgrupos,
diferentemente da arvore padrdo. Observa-se também que a classificacdo gerada pelas
arvores dos genes SPR e SP sdo diferentes uma a outra.

Na anélise de distancia Neighbor — Joining a arvore do gene SPR (Fig. 17) também
ndo possui espécies agrupadas em complexos ou subgrupos. Apenas An. goeldii e An.
konderi estdo agrupadas, porém o valor de bootstrap é baixo. As outras demais espécies
ndo se enquadram na classificacdo da arvore padrdo. Ja a arvore de SP (Fig. 18) assemelha-
se a analise anterior do mesmo gene, subdivida em trés subgrupos, Subgrupo Oswaldoi,

Subgrupo Strodei, Complexo Albitarsis. A espécie An. benarrochi ndo esta no Subgrupo
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Strodei e sim no Subgrupo Oswaldoi e, An. darlingi ndo se agrupa com outra espécie.
Quanto aos valores de bootstrap para a arvore do gene SP de NJ estdo mais elevados do
que na analise de MV. Também é observado que a classificacdo das arvores geradas pelos
genes SPR e SP séo diferentes uma da outra.

Na anélise de Parcimonia a arvore gerada com o gene SPR (Figura 19) as espécies
se agruparam mais, porém os agrupamentes nao correspondem ao da arvore padrdo. As
espécies estdo distribuidas nos grupos aleatériamentes. Ja a arvore do SP (Figura 20)
possui uma classificagdo bem semelhante a analise de MV. Ela esta dividida em Subgrupo
Oswaldoi, Subgrupo Strodei, Complexo Albitarsis e, An. darlingi estd em posicdo mais
distantes, perto do outgroup e An. benarrochi localizado no Subgrupo Oswaldoi.

Levando em conta que a arvore utilizada como padréo utilizou regides de trés genes
ja bem caracterizado e bastante utilizados no estudo filogenético, o gene SP no primeiro
estudo, mesmo ndo tendo 100% de similaridade com a arvore padrdo, as arvores das trés
analises demonstraram uma similiridade consideravel e valores de bootstrap altos. As
arvores geradas foram bem semelhantes entre si, mudando apenas alguns valores de
bootstrap e localizagcdo de An. darlingi e An. benarrochi.

Para um segundo estudo com o gene SP foram feitas novamente as trés analises
Maxima Verossimilhanca, Neighbor-Joining e Parcimbnia com as 14 especies de
anofelinos com outgroup diferente. Foi utilizado An. cruzii do subgénero Kerteszia o qual é
encontrado na mata atlantica. Porém, o niUmero de pares de bases sequenciadas foi menor,
637pb devido a problemas no sequenciamento.

Nas trés arvores geradas (Figura 21 a Figura 23) o Subgrupo Oswaldoi foi dividido
em duas partes, separando An. goeldii e An. nuneztovari das outras espécies. Na arvore da
analise de MV (Figura 21) existem trés subgrupos Subgrupo Oswaldoi, Subgrupo Strodei e

Complexo Albitarsis. An. darlingi no Subgrupo Strodei e An. benarrochi no Complexo
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albitarsis. Na arvore da andlise de NJ (Figura 22) também h& formagdo dos mesmos trés
grupos, mas An. konderi se encontra separado do Subgrupo Oswaldoi e An. darlingi e An.
benarrochi estdo separados. Ja na analise de Parcimbnia a arvore (Figura 23) é muito
parecida com a de NJ, com 0s mesmo agrupamentos e as mesmas espécies encontradas
separdas, s6 que com valores maiores de bootstrap.

Com isso, a mudanga do outgroup por uma espécie ndo tdo distante do subgénero
estudado resultou em algumas diferencas nas classificacbes das arvores, contudo o0s
principais agrupamentos em subgrupos e complexos continuaram presentes.

Um terceiro estudo, com o gene white, foi realizado afim de comparar a
classificagdo gerada pelas arvores filogenéticas desse gene bem descrito e bastante
utilizado para reconhecimento de novas espécies, com a classificacdo gerada pelas analises
com o gene mais recente SP. Novamente foram realizadas as trés analises gerando as
arvores filogenéticas (Figura 24 a Figura 26). Porem, o fragmento sequenciado foi de
433pb sendo que o tamanho do gene é de 700pb.

Na arvore gerada pela analise de MV da Figura 24. ndo houve agrupamento de
espécies que gerasse um complexo ou subgrupo. J& na analise de NJ a arvore agrupa An.
strodei, An. benarrochi e An. arthur A no Subgrupo Strodei, mas as outras espécies nao se
agruparam. E na arvore da andlise de Parcimdnia houve o agrupamento semelhante ao da
andlise anterior, formando o Subgrupo Strodei.

O resultado das arvores geradas pelo gene white pode nao ser o esperado devido ao
ndo sequenciamento total do gene, mas como mais da metade foi sequenciado € possivel
fazer uma pequena comparacdo do resultado das analises por esse gene e 0 gene SP. O
gene SP mesmo ndo sendo tdo caracterizado foi o que melhor se identificou com a arvore

padrdo de Foster et al (2013).
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Com o intuito de verificar a diversidade do gene SPR dentro de uma determinada
espécie e observar seu desempenho como um possivel marcador, foi feito um teste agora
s6 com mosquitos da espécie An. darlingi coletadas em estacdes diferentes, uma chuvosa e
outra seca. Devido as localidades serem diferentes, pode ser que haja uma interferencia no
resultado. O resultado demonstrado pela arvore gerada (Figura 27) mostrou que hd uma
divisdo representada pela linha horizontal, a qual divide mosquitos da estacdo seca na parte
superior, e mosquitos da estacdo chuvosa na parte infeior. De 19 mosquitos apenas 3 nao
se encaixam nessa divisdo, que sdo os mosquitos F8, D44 e D48. Isso demonstra um
possivel interesse no gene SPR, mesmo nédo sendo t&o significativo para espécies diferentes
de anofelinos.

Quanto mais estudos em relacdo as espécies cripticas dos anofelinos, juntamente
com a utilizacdo de marcadores moleculares, novos complexos de espécies vao surgindo
como o caso de An. konderi descrito por Motoki et al. (2011) que utilizou 1TS2 rDNA,
COlI e white gene, junto com caracteristicas morfologicas diferentes e que confirmou An.
konderi como um complexo de espécies. A utilizacdo de ITS2 foi primeiramente usado por
Marrelli et al. (1999) para revisar a taxonomia do An. oswaldoi, e que ainda hoje é bastante
estudado. Com isso, em razdo de suprir as duvidas e obter mais extiddo as especies, ha
necessidade de encontrar novos marcadores moleculares para auxiliar e aumentar a regido
gendmica estudada.

Tal dissimilariedade entre o receptor e seu peptideo pode estar relacionada
ao nimero pequeno de nucleotideos devido a problemas no sequenciamento, subestimando
assim a informacdo analisada. Ou uma outra hipdtese é que, como o gene SPR é um
receptor acoplado a uma proteina G transmembrana (KIM et al.; 2010), a qual possui

regido N terminal extracelular e regido C terminal intracelular (Fig. 1), a regido estudada
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pode estar contida na parte C terminal intracelular que ndo entra em contato com o

peptideo, sendo essa ndo correspondente ao peptideo.
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6. Conclusao

53



Comparando as classificacfes das espécies nas arvores geradas com a classificacdo
das mesmas espécies com marcadores moleculares bem caracterizados, o gene do SP
demonstrou um grande potencial para ser um marcador molecular. J& o gene SPR necessita

de mais estudos preliminares.
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