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Resumo

Lopes, T. F. Maturacao cuticular em Apis mellifera: perfis de hidrocarbonetos
cuticulares, expressio e evolucio de desaturases e elongases. (2013). 119p.
Dissertagdo de Mestrado — Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdao Paulo, Ribeirdo Preto.

Os hidrocarbonetos cuticulares tém importante papel no processo de reconhecimento
dos membros da colonia de insetos sociais. Muitos estudos tém mostrado variagdes
qualitativas e quantitativas nestes compostos entre os insetos adultos. Contudo,
abordagens referentes a modulagao do perfil destes compostos durante a formagao da
cuticula sdo escassas, € se restringem aos estagios larval de holometabolos e de ninfas
de hemimetébolos. O principal objetivo dessa pesquisa foi caracterizar o perfil de
hidrocarbonetos cuticulares e a expressao de genes potencialmente relacionados a sua
biossintese durante o processo de formagao e maturagao da cuticula adulta. Os perfis
de hidrocarbonetos foram caracterizados por meio de GC/MS e mostraram diferengas
quantitativas marcantes que significativamente discriminaram as cuticulas pupal,
adulta-farata e adulta. Em paralelo, sequéncias de enzimas que catalisam a
desaturacao (desaturases) ou elongagao (elongases) de lipideos, disponiveis no banco
de dados do NCBI, foram utilizadas para o desenho de primers e estudo da expressao
génica por meio de RT-qPCR. Cinco genes de desaturases, € oito genes de elongases
mostraram variagdo de expressdo estatisticamente significante no tegumento de
abelhas adultas em comparacdo com pupas e adultas-faratas. Testes de correlagdo
entre os perfis de expressao génica e de hidrocarbonetos cuticulares evidenciaram os
genes potencialmente envolvidos com a biossintese destes compostos para a formagao
e maturagdo da cuticula. Estes resultados corroboram a hipétese de que nos insetos
sociais, a cuticula s6 amadurece completamente por ocasido do inicio da atividade de
forrageamento. Associando estes dados a andlises de evolugdo molecular das
desaturases e elongases, pudemos sugerir as etapas da via de sintese de
hidrocarbonetos catalisadas por estas enzimas, e assim eleger genes candidatos a

futuro silenciamento mediado por RNA de interferéncia para pesquisa de fungao.

Palavras-chave: Apis mellifera, hidrocarbonetos cuticulares, desaturases, elongases,

maturagao da cuticula
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Cuticular hydrocarbons are important for recognition of nestmates in social insect
colonies. Many studies have shown qualitative and quantitative variations in the
cuticular hydrocarbons between adult insects. However, approaches on
developmental profiles of these compounds during cuticle formation and
differentiation are scarce, and restricted to larval stages of holometabolous and
nymphs of hemimetabolous. The main objective of this work was to characterize the
cuticular hydrocarbons profiles and the expression of genes potentially involved in the
biosynthesis of these compounds during the synthesis and differentiation of the adult
cuticle in the honeybee. The hydrocarbons profiles were characterized using GC/MS
and showed remarkable quantitative differences, thus discriminating the pupal,
pharate-adult and adult cuticles from each other. In parallel, we used annotated
sequences of enzymes catalyzing lipid desaturation (desaturases) or elongation
(elongases), available in NCBI data bank, for primers design and gene expression
analysis using RT-qPCR. Five desaturase genes and eight elongase genes showed
statistically significant expression changes in the integument of adult bees in
comparison to pupae and pharate-adults. Correlation tests supported roles of some of
the desaturase and elongase genes in hydrocarbons biosynthesis for incorporation into
adult cuticle. In addition, these results go along with the hypothesis that in social
insects the cuticle is just completed when the insect starts forager activity. Taken
together, these data and an analysis on the molecular evolution of desaturases and
elongases allowed suggesting the steps in the pathway of cuticular hydrocarbons
biosynthesis that are catalyzed by these enzymes, and also allowed to elect candidate

genes for further functional studies using gene silencing mediated by RNA.

Keywords: Apis mellifera, cuticular hydrocarbons, desaturases, elongases, cuticle

maturation
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1. Introducao
1.1. A organizacio social da abelha Apis mellifera

A evolugdo da organizagdo social dos Hymenoptera esta associada a divisao da
atividade reprodutiva entre rainhas altamente férteis e operarias estéreis ou
funcionalmente estéreis (quasi estéreis) (Michener, 1974; Wilson, 1975). As castas de
rainha e operarias de abelhas da espécie Apis mellifera sao sistemas modelo para a
compreensdo da plasticidade no desenvolvimento (Wheeler, 1986), representando
fendtipos alternativos que derivam da alimentagdo diferencial oferecida as larvas
(Weaver, 1955).

Em uma colmeia de A. mellifera ha normalmente uma rainha, algumas centenas
de zangdes e entre 10.000 e 30.000 operarias, quando em estacdo favoravel. Os
comportamentos das rainhas e zangdes sdo limitados e exclusivamente relacionados a
reproducdao. Esses membros reprodutivos convivem com as operdrias que
desenvolvem diversas fungdes, entre elas, limpeza dos favos, processamento de pdlen
e néctar, alimentacao das larvas, da rainha e dos zangdes, aquecimento e resfriamento
do ambiente interno da coldonia, guarda da entrada da colonia e forrageamento para
coleta de agua, polen e néctar. As operarias geralmente exercem estas diferentes
atividades de modo sequencial, o que se convencionou chamar de polietismo
temporal, ou seja, uma mudanca de fungdo por conta da idade cronolégica (Seeley,
1982). As operarias jovens (nutrizes) alimentam constantemente as larvas e a rainha
por meio da secrecao de suas glandulas hipofaringeas e mandibulares. As operarias
mais velhas atuam na defesa da colonia e trabalham como forrageiras, além de
participar do processo de fabricacdo de mel. Esta sequéncia de fungdes ¢ flexivel,
variando de acordo com as condi¢des da colonia, como demografia, tamanho, reserva

de alimento e estagao do ano (Winston, 2003).

1.2. Os hidrocarbonetos cuticulares dos insetos
Os hidrocarbonetos sao compostos organicos formados somente por dtomos de
hidrogénio (H) e carbono (C). Podem ser separados em alifaticos (sem anel de
benzeno) ou aromaticos (com anel de benzeno) (Solomons e Fryle, 2005). Os
hidrocarbonetos cuticulares encontrados em insetos sdo classificados em trés classes
principais (Blomquist, 2010), todos alifaticos: n-alcanos, que sdo os compostos de
cadeia simples; metil-alcanos, que sdo alcanos que apresentam um grupo metil como

ramificacdo ligado a um carbono terciario (carbono que apresenta 3 das 4 ligacdes



possiveis com outros 3 atomos de carbono da cadeia e uma ligagdo com o
hidrogénio); e os hidrocarbonetos insaturados, que apresentam ao menos uma dupla
ligacdo entre 4&tomos de carbono (Solomons e Fryle, 2005), dentre eles destacam-se os
alcenos, com uma insaturacao, e alcadienos, com duas insaturagdes. Aqui utilizamos
os simbolos Cn (onde n ¢ o numero de carbonos da cadeia) para indicar o tamanho
dos compostos, xMeCn (onde x ¢ o numero do carbono terciario) para
hidrocarbonetos ramificados e Cn:z (onde z ¢ o nimero de duplas ligacdes presentes)
para indicar compostos insaturados. A letra grega A serve para indicar a posicao da
insaturacdo na cadeia de hidrocarboneto, enquanto a letra ® indica a posicdo da
insaturacao em acidos graxos. Grupos alquil, ou alquila, sdo radicais alcanos ligados a
um outro composto. Os ésteres sao compostos resultantes de uma reagdo envolvendo
dois 4cidos carboxilicos formando um composto R-CO-O-CO-R. No caso do
hidroxialquil, hd uma hidroxila ligada ao radical alquil (Solomons e Fryle, 2005)

Os hidrocarbonetos cuticulares de insetos t€ém como funcdes basicas a
impermeabilizagdo da cuticula contra a perda de agua além de constituirem uma
barreira contra a invasdao do organismo contra patdégenos (Gibbs, 2002).

Diferentes propor¢des de alcanos, com diferentes tamanhos de cadeia, e alcenos
podem alterar a permeabilidade cuticular. Alcanos simples de cadeia maior que 30
carbonos (>C30) tornam a cuticula mais impermeavel, enquanto alcenos em geral a
tornam mais permeavel, formando fases (soélida e liquefeita) sobre a cuticula
(Ramsay, 1935; Gibbs, 2002). O acréscimo de um unico radical metil, ou de uma
insaturacdo, a cadeia de carbono colabora consideravelmente para a redugdo da
temperatura de fusdo do hidrocarboneto, formando uma camada menos densa (Gibbs
e Pomonis, 1995), uma vez que esses compostos tém maior dificuldade de formar
uma estrutura cristalina devido a geometria da molécula (Gibbs, 1998).

A resposta de protecdo contra patdégenos pode incluir alteragdo da biossintese,
ou das vias de transporte dos hidrocarbonetos cuticulares, especialmente de alcenos.
Foi verificado que a estimulagao do sistema imune de A. mellifera por lipossacarideos
de paredes celulares de bactérias gera diferencas na propor¢ao geral dos
hidrocarbonetos cuticulares, porém sem alterar sua composicdo. A resposta
imunologica estimulada nao produz um sinal especifico para doenga, mas serve para
alertar, através da alteracdo do conjunto de hidrocarbonetos cuticulares, os membros
saudaveis da colonia (Richard ef al., 2008).

A composicdo de hidrocarbonetos cuticulares varia entre as espécies, entre os



sexos ¢ estagios de desenvolvimento dos insetos. Em geral, se apresentam em
misturas complexas, de forma que a analise quantitativa e qualitativa depende da
correta separacao e identificagdo de todos os componentes (Lockey, 1991). Os perfis
de hidrocarbonetos podem distinguir as operarias de A. mellifera que exercem
diferentes atividades na colmeia (Kather et al, 2011), podendo, entdo, refletir o
polietismo etdrio (Lobo, 2009). A importancia dos hidrocarbonetos para os insetos
sociais ja foi considerada em diversos trabalhos que abordaram o ataque por parasitas
(Nation et al., 1992), reconhecimento de membros da colonia (Singer, 1998; Tannure-
Nascimento et al., 2007, Nunes et al., 2008; Martin e Drijhout, 2009), maturacao
sexual e controle do comportamento dos membros da colonia (Cuvilier-Hot et al.,
2002; D’Ettorre et al., 2004; Martin e Drijhout, 2009) e polietismo etario (Ferreira-
Caliman et al., 2010; Kather et al., 2011). Sendo assim, estes compostos sao a base do
reconhecimento quimico entre insetos sociais (van Zweden e d’Ettorre, 2010).

As abelhas sdo capazes de diferenciar os hidrocarbonetos cuticulares de acordo
com a natureza dos compostos, reconhecendo alcanos e alcenos, sendo estes ultimos
geralmente de mais facil percep¢ao. Os compostos mal percebidos parecem exercer
pouca, ou nenhuma fun¢do na comunicagdo quimica, sendo geralmente representados
pelos alcanos. Estes se diferenciam pelo tamanho da cadeia, enquanto os alcenos
podem ser caracterizados pela angulacdo da dupla ligagdao, pelo comprimento da
cadeia curta entre um término e a dupla ligagdo, comprimento da cadeia longa entre o
outro término e a dupla ligagdo e pela posi¢cao desta insaturacao (Chaline et al., 2005).
Os alcenos com cadeias menores que 29 carbonos, sdo compostos candidatos a
estarem relacionados ao reconhecimento, entretanto compostos estruturalmente

similares ndo sdo sempre bem discriminados (Chaline et al., 2005).

1.3. Os hidrocarbonetos tém origem genética ou ambiental?

Os hidrocarbonetos apresentam grande diversidade, afetam varios aspectos da
colonia e a fisiologia das abelhas servindo inclusive como indicadores do status
fisiologico. Mas qual € a origem desses compostos?

Analisando-se abelhas que ndo tiveram contato com a colmeia, foi verificado
que a composi¢do de hidrocarbonetos ¢ de origem genética e que sdo sintetizados
pelas proprias abelhas. Na auséncia de indicadores ambientais, a abelha distingue os
membros do grupo dos que ndo sdao do grupo. A base genética para essas pistas cria a

possibilidade de, dentro da coldnia, as abelhas fazerem distingdo entre subgrupos da



populagdo (Breed, 1983).

Breed et al. (1985) reuniram favos contendo pupas de operarias de 4. mellifera
de coldnias diferentes, obtendo operarias “irmas” na eclosao. Quando uma operaria de
uma das coldnias originais foi introduzida na colonia mista observou-se que as suas
irmas genéticas interagiam positivamente de forma mais constante que as sem
parentesco genético. Mas dentro da colonia mista, as operdrias imas na eclosao
também interagiam como se fossem da mesma colonia. Assim, o odor de causa
genética ¢ mantido mesmo em um ambiente diferente, porém o odor de origem
ambiental também ¢ importante para as interacdes na colonia.

Recentemente, Martin et al. (2012) verificaram que, na formiga Formica
exsecta, o perfil de hidrocarbonetos resulta de componentes genéticos e ambientais
(variagdo na temperatura e no alimento disponivel, principalmente) atuando de forma
independente nos processos bioquimicos de sintese destes compostos. Os
componentes ambientais alteram a composi¢ao de hidrocarbonetos cuticulares a curto
prazo, mas nao contribuem para a manutengdo da diversidade entre colonias, sendo
este fendmeno uma resultante dos componentes genéticos que mantém a diversidade
de perfis de hidrocarbonetos entre as coldnias a longo prazo. Em outro trabalho com
formigas, Holman et al. (2013) observaram que o componente genético ¢ importante
para a honestidade dos sinais quimicos. Este fato também ¢ corroborado por dados
obtidos de colonias com multiplas maes ou pais, que apresentaram maior diversidade

de compostos (Chernenko et al., 2012).

1.4. Sintese, transporte, armazenamento e local de acdo dos
hidrocarbonetos
Trés importantes processos estdo relacionados aos perfis de hidrocarbonetos:
sua sintese, seu transporte do local onde foram produzidos aos locais de
armazenamento e acdo ¢ sua deposicdo tecido-especifica. A biossintese de
hidrocarbonetos ocorre nos endcitos (Piek, 1964; Diehl, 1973; Fan et al., 2003; Schal
et al., 1998) de insetos. Além dos enodcitos, os hidrocarbonetos também foram
detectados na epiderme, hemolinfa, no corpo gorduroso e nas gonadas. Os insetos que
apresentam enocitos na hemocele claramente transportam os hidrocarbonetos através
da hemolinfa para a cuticula, enquanto nos insetos em que os endcitos estdo
associados ao tegumento (epiderme e cuticula), a hemolinfa pode ndo ser necessaria

para o transporte, que passaria a ser realizado através das células epidérmicas e, em



seguida, dos canais-poros até atingir a camada mais externa da cuticula, o envelope.
Entretanto, grandes quantidades de hidrocarbonetos sdo encontradas na hemolinfa de
todos os insetos, sugerindo que um transporte interno e indireto deve ser comum
(Schal et al., 1998). Um esquema geral ilustrando o direcionamento dos

hidrocarbonetos pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo do transporte de hidrocarbonetos e seus metaboélitos desde sua
producio nos endcitos até a superficie cuticular, corpo gorduroso, ovocitos e trato digestivo. As
setas amarelas indicam as direcoes dos deslocamentos da lipoproteina lipoforina (Lp) e dos
hidrocarbonetos. A lipoforina de alta densidade (HDLp) ¢é sintetizada no corpo gorduroso (1) e
carrega os hidrocarbonetos sintetizados nos enécitos através da hemolinfa (2), que libera os
hidrocarbonetos para atravessar a epiderme, encaminha hidrocarbonetos para os ovdcitos e para
o corpo gorduroso (3). Hidrocarbonetos do meio externo também podem ser adquiridos através
do trato digestivo (4). Os hidrocarbonetos nao nativos podem entrar através da cuticula, ou trato
digestivo, e podem ser removidos pelo metabolismo do corpo gorduroso assim como do trato
digestivo. Nao se sabe se HDLp penetra nos tecidos alvos e como os hidrocarbonetos atravessam
a cuticula (adaptado de Schal et al., 2003).

1.4.1. Local de sintese
O estudo de Young e Schal (1997), usando como modelo a barata Blattella
germanica, sugere que os hidrocarbonetos sintetizados em qualquer estagio de

desenvolvimento sdo usados primariamente no estdgio seguinte e estdo associados ao



desenvolvimento da cuticula imaginal. Segundo esses autores, no periodo entre as
mudas os hidrocarbonetos cuticulares ndo sofrem grandes alteragdes quantitativas,
porém sua produgcdo ¢ mantida e s3o armazenados internamente para utilizacao
durante a fase adulta.

Um bom exemplo para mostrar a importancia dos enocitos na sintese de
hidrocabonetos reside no experimento de Billeter ef al. (2009), onde a ablagdo destas
células em Drosophila melanogaster, resultou em moscas oe-, as quais tiveram a
identidade sexual e a barreira interespecifica de hidrocarbonetos afetadas. Os autores
observaram machos normais cortejando machos oe- e fémeas oe- sendo cortejadas por
machos de outras espécies como D. simulans, D. yakuba e D. erecta.

Os enocitos de A. mellifera sao esféricos (25 um de didmetro) ou ovoides com
um grande ntcleo (12 pm de diametro) de membrana sinuosa, numerosos nucléolos (2
um de diametro) e um nucleoplasma claro. O citoplasma ¢ principalmente ocupado
por mitocondrias em forma de pequenas barras e reticulo endoplasmatico liso muito
desenvolvido. Também apresentam ribossomos, pequenas cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso e corpos densos. A membrana plasmatica esta associada com
uma lamina basal relativamente densa (0,22 - 0,25 pum) (Cassier e Lensky, 1995). Nos
endcitos das operarias de 4. mellifera recém-emergidas o reticulo endoplasmatico liso
¢ quase imperceptivel quando comparado ao dos endcitos das operarias nutridoras e
forrageiras. No quarto dia apos a emergéncia da abelha, o volume desta organela ¢
grande, reduzindo um pouco ao final do periodo secretor no 18° dia, mas ainda
apresentando-se mais volumosa que nas recém-emergidas (Hepburn ef al., 1991). O
volume destas células também diminui ao final do periodo secretor, simultaneamente
ao aparecimento de lisossomos e vacuolos autoliticos (Hepburn ef al., 1991; Ruvolo e
Cruz-Landim, 1993).

Nas operarias e rainhas adultas, os endcitos se localizam entre as células
parietais (associadas ao tegumento) do corpo gorduroso, exceto nas rainhas recém-
emergidas, onde se localizam entre as células periviscerais do corpo gorduroso. Com
a maturacao da rainha, estas c€lulas sdo frequentemente encontradas nos esternitos da
area medial do gaster. Em rainhas recém-emergidas sdo encontradas duas populacdes
de endcitos diferenciadas por sua localizagdo e tamanho das células. Os menores
endcitos sdo parietais e encontrados em pequenos grupos imersos no corpo gorduroso.
Os maiores se apresentam como células isoladas dispostas randomicamente no corpo

gorduroso perivisceral. Em rainhas mais velhas apenas uma populacao de enocitos foi



observada no corpo gorduroso parietal localizado mais ventralmente, o que pode ser
explicado por uma necessidade de envio de hidrocarbonetos através da hemolinfa para
os ovarios e glandulas (Ruvolo e Cruz-Landim, 1993).

Em operarias, estas células também estdo presentes nos esternitos onde as
glandulas de cera se desenvolvem. Na cabega das operdrias, os endcitos foram
localizados em pequenos grupos logo abaixo da epiderme da mandibula, e aparecem,
em numero bem menor (variando de nenhum a 12) se comparado com o abdomen.
Esses endcitos sao maiores que os do abdomen, com uma relagao entre o volume
celular e o volume nuclear maior que os do abdémen (Ruvolo e Cruz-Landim, 1993).

Contrariamente ao que ocorre nas células da epiderme, os hidrocarbonetos
presentes nos enocitos estdo mais relacionados com a produgao de cera. As mudancas
sub-celulares dos endcitos coincidem com o ciclo etario de producdo de cera pelas

abelhas operarias (Hepburn et al., 1991).

1.4.2. Transporte e Armazenamento

Em insetos, o problema de transportar lipidios ¢ resolvido pela producao de um
tipo de lipoproteinas, as lipoforinas, menos diversas, porém mais versateis e eficientes
que as analogas de outros animais. Cada lipoforina € composta por uma matriz basica,
que contém duas apolipoproteinas (proteinas que se ligam a lipidios), as
apolipoforinas I e II (originadas pro clivagem pds-traducional) (Weers ef al., 1993) e
um complemento formado principalmente por lipidios polares (revisado em Shapiro,
1988), aos quais uma apolipoproteina de baixa densidade (apolipoforina III) associada
a lipidios podem ser adicionados (Ryan e Van der Horst, 2000). A lipoforina
transporta a gordura digerida para os tecidos (para a construcdo de membrana celular),
para o musculo (para ser usada como fonte de energia), e para os locais de
armazenamento, ou a partir destes para outras partes do corpo (revisado em Shapiro,
1988). Esta proteina transporta varios tipos de lipidios, incluindo diacilglicerol e
colesterol, hidrocarbonetos (n-alcanos e alcanos ramificados, variando de C25 a C38)
e provavelmente carotenoides (Chino e Kitazawa, 1981; Chino et al., 1981), além de
compostos xenobidticos hidrofobicos (Shapiro, 1988) e hormodnio juvenil (Sevala et
al., 1997) dos locais de armazenamento, absor¢ao, ou sintese, para os locais onde sao
utilizados como combustivel metabolico, precursores de triacilglicerol, para a sintese
de fosfolipidios, ou como componentes estruturais da membrana celular e cuticula

(Chino e Kitazawa, 1981; Chino et al., 1981). Em A. mellifera existem evidéncias de



que as células de cera e células da glandula de Dufour, ambas modificadas a partir de
células da epiderme, podem obter hidrocarbonetos a partir da hemolinfa (Katzav-
Gozansky et al., 2000).

A maior parte dos hidrocarbonetos internos de fémeas adultas de B. germanica
se encontra nos ovocitos, sugerindo uma importante funcao da lipoforina no
abastecimento de hidrocarbonetos destes 6rgaos, que ndo sao capazes de sintetiza-los.
Quando os hidrocarbonetos ndo sdo diretamente transportados para os ovarios, sao
depositados na superficie da cuticula, mas sua quantidade ¢ reduzida neste local
quando ocorre o direcionamento para os ovarios. Aumentando-se a quantidade de
hidrocarbonetos no meio também aumenta a propor¢ao de moléculas de lipoforina na
hemolinfa, que sdo posteriormente sequestradas pelos ovocitos juntamente com os

hidrocarbonetos (Fan et al., 2002).

1.5. A maturacio da cuticula adulta
O tegumento dos insetos ¢ formado pela cuticula e epiderme (Figuras 2; Figura
3A-E), fisiologicamente integradas, servindo de meio de interagdo com o ambiente,
local para insercdo de musculos assim viabilizando o movimento e locomogdo, e
barreira para protecdo contra a agressao de predadores, parasitas e patdogenos

(Hepburn, 1985).
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Figura 2 — Esquema geral das camadas da cuticula dos insetos: mais externamente tem-se o
envelope, seguindo-se a procuticula e a epiderme. A procuticula é dividida em exocuticula e
endocuticula, sendo esta organizada em estrutura lamelar. Canais-poros conectam as células
epidérmicas a epicuticula. Esquema adaptado de Locke (1961) e baseado em Wigglesworth
(1970) e Locke (2001). Associados a epiderme do tegumento, encontram-se os endcitos
responsaveis pela sintese dos hidrocarbonetos cuticulares (ndo mostrados).



10

A cuticula ¢ uma matriz extracelular produzida pela epiderme e também pelo
epitélio do sistema de traqueias e das por¢des proximal e distal do intestino. A
cuticula que reveste a larva de primeiro instar ¢ produzida ainda durante a
embriogénese e ¢ renovada em cada episodio de muda. Estruturalmente ¢ composta
por trés camadas: o envelope, mais externo, tem de 10 a 30 nm de espessura e ¢
recoberto por depositos de lipidios (Locke, 2001). Esta camada era denominada
cuticulina (Locke, 1961); logo abaixo do envelope estd a epicuticula (Locke, 2001),
composta de proteinas e quinonas (compostos organicos resultantes da reacdo de
grupos aromaticos substituindo a dupla ligacao entre dtomos de carbono por uma
dupla ligacdo com atomos de oxigénio) e que permite a passagem de lipidios para o
envelope (Locke e Krishnan, 1971) através de canais-poros (Locke, 1961); a camada
mais interna ¢ chamada de procuticula, mais espessa e composta por uma mistura
complexa de moléculas, as principais sao a quitina (polissacarideo constituido de um
homopolimero de N-acetilglicosamina interagindo em ligagdes B 1—4 e proteinas
diversas (Locke, 2001).

Quando a epiderme do abdomen do inseto adulto estd completamente
desenvolvida e a epicuticula estd sendo depositada, os endcitos estdo com seu
tamanho maximo e apresentam numerosas goticulas de secrecdo, liberando lipidios e
proteinas. O produto lipidico que recobre a epicuticula sofre reacdo na presenga de
tetroxido de osmio, indicando a liberagao de lipidios insaturados (Wigglesworth,
1970).

O crescimento dos insetos ¢ restringido pela cuticula rigida, mas este problema
foi resolvido pela ocorréncia de mudas periddicas (Smith e Rybczynski, 2012). No
caso das mudas larvais dos holometabolos, e ninfais dos hemimetabolos, um pico de
ecdisteroides induz cada episodio de muda (Figura 3F). A acdo sinérgica do hormdnio
juvenil nestes momentos garante a sucessao dos instares larvais ou dos estagios de
ninfa (revisado em Smith e Rybczynski, 2012).

A muda metamorfica que transforma a larva do holometabolo em pupa, ¢ a
ninfa do hemimetabolo em adulto (Figura 3 F-H), implica em grandes alteracdes
estruturais no organismo (Smith e Rybczynski, 2012). Para que estas mudas ocorram,
¢ necessario que o titulo de hormonio juvenil circulante baixe, fazendo com que seja

liberado no cérebro o hormoénio protoracicotropico (Prothoracicotropic Hormone,
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PTTH). A presenca de PTTH nas glandulas protoracicas ocasiona liberacdo de

ecdisteroides (Riddiford, 1976).

o

SINTESE DIFERENCIAQAO CUTICULA ADULTA
da cuticula adulta da cuticula adulta lerotizada e pigmentada

PP2 Pw Pp Pb Pbl Pbm Pbd Re Fg

Figura 3 — Eventos da muda em A. mellifera, com énfase na muda metamorfica, relacionando a
substituicdo da cuticula com a variacido do titulo de hormonios ecdisterdides que coordena este
processo e as fases do desenvolvimento. A: Estrutura do tegumento antes do inicio da muda,
indicando ainda as camadas da cuticula. B: Ocorréncia da apélise, onde pode ser observado o
espaco exuvial. A apdlise é induzida pelo aumento do titulo de ecdisteroides. C: O espaco exuvial
é preenchido pelo fluido de muda secretado pela epiderme. D: A cuticula velha é parcialmente
reabsorvida e enfraquecida, enquanto a nova cuticula é formada. Nesse momento o titulo de
ecdisteroides esta diminuindo na hemolinfa. E: Momento da ecdise, quando a cuticula precedente
¢é eliminada e o titulo de ecdisterodides circulantes é praticamente basal. F: Titulo de ecdisterdides
e delimitacio dos estagios do desenvolvimento de A. mellifera (1arval, pupal e adulto). G: Fases do
desenvolvimento separadas por setas e pontas de setas iniciando episédios de apélise e ecdise,
respectivamente. As letras a-b-c-d-e representam as fases onde estio ocorrendo as etapas da
muda A-B-C-D-E, esquematizadas na parte superior da figura. H: Imagens das fases do
desenvolvimento de A. mellifera. PP2 (pré-pupa 2), Pw (pupa de olho branco, pés ecdise), Pp
(pupa de olho rosa, em apoélise), Pb (adulta-farata de olho marrom e cuticula ainda nio
pigmentada), Pbl (adulta-farata de olho marrom-claro e cuticula em inicio de pigmentacéo), Pbm
(adulta-farata de olho marrom, com pigmentacio cuticular e grau de esclerotizacido
intermediaria), Pbd (adulta-farata de olho marrom, com pigmentacio e esclerotizacido
cuticulares avanc¢adas), Re (abelha adulta recém emergida) e Fg (abelha forrageira). As fases de
desenvolvimento Pw, Pp, Pb, Pdm, Pbd, Re e Fg foram utilizadas neste trabalho (a figura foi
adaptada de Riddiford, 1985; Klowden, 2007; Elias-Neto ef al., 2009; Soares, 2012).

O titulo elevado deste hormonio induz a apoélise, ou seja, a cuticula precedente
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se desprende da epiderme (Locke e Huie, 1979) formando entre elas o espago exuvial
que ¢ preenchido pelo fluido de muda. Enzimas presentes neste fluido digerem
parcialmente a cuticula precedente, enfraquecendo o restante da estrutura cuticular,
tornando-a mais susceptivel a fragmentacdo mecanica no momento da ecdise (Kramer
et al., 1985). No fluido de muda, a enzima quitinase hidrolisa as ligagdes f1->4 entre
as moléculas de N-acetilglicosamina do homopolissacarideo quitina, enquanto uma
nova cuticula ¢ sintetizada e depositada sobre a epiderme. Esta nova cuticula tem
baixa concentracao de quitina (revisado em Kramer e Muthukrishnan, 2005), mas nao
¢ degradada pelo fluido de muda devido a protecao exercida pelo envelope (Locke,
2001) e/ou pela agdo da proteina Knickkopf sintetizada por tecidos de origem
epidérmica (Chaudhari et al., 2011).

A progressiva maturacdo da cuticula, apos sua sintese, estd associada a
processos de esclerotizagao e melanizagdo (Figura 3H) (Locke, 2001). Durante a
esclerotizagdo, periodo em que a cuticula € estabilizada pela deposi¢do de compostos
fenolicos, o aminoacido tirosina ¢ inicialmente hidroxilado formando 3,4-
diidroxifenilalanina (dopa) (Andersen, 2010). Esta reacdo ¢ catalisada pela enzima
tirosina hidroxilase (TH), codificada pelo gene pale, assim denominado em D.
melanogaster. Sequencialmente, a enzima dopa-descarboxilase (DDC) converte dopa
(True et al., 1999) em dopamina, que serve de molécula precursora de melanina na
via de pigmentacdo, ou pode ser N-acetilada pela enzima dopamina N-
acetiltransferase formando N-acetildopamina (NADA) e N-f-alanildopamina
(NBAD). NADA e NBAD sao catecois da via de esclerotizagdo e sdao entdo
transportados das células epidérmicas para a matriz cuticular sendo oxidados nas
correspondentes orto-quinonas, que podem reagir com grupos nucleofilicos de
proteinas. As orto-quinonas podem ser convertidas em para-quinona-metides que
também reagem com grupos nucleofilicos de proteinas. Especificamente, a molécula
NADA-para-quinona-metide pode ser enzimaticamente modificada para reagir com
dois grupos nucleofilicos, assim originando um crosslink. Estes processos levam ao
enrijecimento da cuticula (Andersen, 2010). O passo da oxidagdo em orto-quinonas ¢
realizado pela agdo da enzima lacase 2 (Arakane ef al., 2009; Andersen, 2010).

O decaimento do titulo de ecdisterdides, em seguida ao pico que induz a apodlise
da cuticula pupal, desencadeia uma cascata de regulagdo hormonal que leva a
liberacao de bursicon pelo sistema nervoso central (Davis et al., 2007; revisado em

Song, 2012). O bursicon ¢ um neuro-horménio que tem a capacidade de induzir a
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maturacao cuticular (Luo et al., 2005; Bai e Pali, 2010) e a expansao das asas dos
insetos (Bai e Pali, 2010). A liberacdo do bursicon na hemolinfa ¢ controlada pelo
neuro-horménio CCAP (crustacean cardioactive peptide). O bursicon age via
receptor acoplado a proteina G, com consequente aumento de cAMP (monofosfato
ciclico de adenosina) e ativacdo da enzima TH via fosforilacdo. Ocorre entdo o
aumento dos niveis de dopa que ¢ convertida em dopamina (Davis et al., 2007), a
molécula precursora da sintese de melanina e de agentes esclerotizantes. Assim, a
cuticula torna-se escura e enrijecida.

Trabalhos recentes mostraram que a enzima lacase 2 também ¢ importante para
a diferenciacdo cuticular em A. mellifera (Elias-Neto et al., 2010). A expressao do
gene codificador desta enzima, Amlac2, assim como dos genes codificadores de
proteinas cuticulares estruturais da familia Tweedle (AmelTwdll e AmelTwdl2) e do
gene Ampxd, que codifica uma peroxidase cuticular, ¢ regulada pelo titulo de
ecdisteroides (Soares et al., 2011). Os recentes projetos de sequenciamento de
genomas de diversas espécies de insetos contribuiram significativamente para a
identificacdo e caracterizagdo de genes codificadores de proteinas estruturais da
cuticula (Willis et al., 2005; Willis, 2010). Entretanto pouco se sabe sobre os
hidrocarbonetos ¢ as enzimas envolvidas em sua biossintese durante o processo de
maturacao cuticular, embora estes compostos sejam de fundamental importancia para

a formagao da superficie da cuticula durante os sucessivos eventos de muda (Schal et

al., 1998).

1.6. Enzimas envolvidas na formacao dos hidrocarbonetos

1.6.1. Desaturases e elongases: caracteristicas e importincia
Os hidrocarbonetos cuticulares em geral sdo sintetizados por elongaciao e
descarboxilagdo de acidos graxos. Os alcenos particularmente sdo formados a partir
de compostos que sofreram insaturacdo nas posicoes Z-8, Z-9 e Z-10 (Blomquist et
al., 1980a). Ao fim do processo ¢ necessario que haja descarboxilagdo da molécula de
acido graxo, para que deixe de ser um acido organico e se transforme em um
hidrocarboneto (Kolattukudy, 1968a). Para o processo, também sdo necessarios
NADH e/ou NADPH, sendo esta ultima molécula mais eficiente na producdo dos
hidrocarbonetos (Wang et al., 1982; Vaz et al., 1988), assim como malonil-CoA (Vaz
et al., 1988). Pouco se sabe sobre as descarboxilases, mas as elongases e desaturases

tétm sido estudadas em relagdo ao processo de biossintese de hidrocarbonetos
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(Gleason et al., 2009).

As estruturas dos acidos graxos sdo, em geral, determinadas pela atividade
destes dois tipos de enzimas: as desaturases ¢ as elongases (Hashimoto et al., 2008),
ambas catalisam reacdes em acidos organicos associados a coenzima A (acil-CoA)
(Howard e Blomquist, 2005).

Hashimoto ef al. (2008) analisaram o genoma de 56 organismos eucariontes €
obtiveram 275 homoélogos de desaturases e 265 homodlogos de elongases. Apds analise
filogenética, as desaturases e elongases foram organizadas em quatro e duas
subfamilias, respectivamente.

As desaturases de acidos graxos integrantes de membrana sdo as principais
enzimas catalisadoras de insaturagdo e sdo encontradas em todos os eucariontes e
bactérias. Suas sequéncias sdo caracterizadas por trés dominios conservados com oito
residuos de histidina (Shanklin ef al., 1994) (Figura 4). Esses residuos se localizam na
porcao citoplasmatica da enzima associada ao reticulo endoplasmatico (Sperling et
al., 2003). As desaturases de acidos graxos catalisam a introdugdo de uma dupla
ligacdo em uma cadeia acil em regido de estereoquimica especifica (Sperling et al.,
2003), promovendo uma desidrogenagao em posi¢ao cis (Shanklin et al., 2009).

A arvore filogenética das desaturases compreende quatro grandes ramos, cada
um formado por enzimas que compartilham a mesma fungdo e que apresentam
diferencas na composi¢do de aminoacidos em trés regioes conservadas (Figura 4). As
subfamilias sdo: Primeira Desaturase, que introduz a primeira insaturagdo na cadeia
acil saturada; Omega Desaturase, que introduz uma insaturagdo entre uma insaturagao
existente e a terminagdo acil da cadeia; Desaturase de Comego ¢ Fim, que introduz a
insaturacdo entre uma insaturagdo existente e o terminal carboxila; Esfingolipidio
Desaturase: esfingolipidio A4 desaturases. Todas as subfamilias estdo representadas
em animais, fungos, plantas e protistas, indicando que divergiram antes da separagao

dos grupos no curso da evolugao (Hashimoto et al., 2008).
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Dominios de Desaturases
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Figura 4 — Representacdo dos trés boxes de histidina conservados de cada subfamilia de
desaturase (Sperling ez al, 2003; Hashimoto et al., 2008).
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Os principais membros da subfamilia Primeira Desaturase sdo desaturases
estearil-coA (SCDs), que geralmente introduzem a dupla ligacdo na posicao A9 do
acido palmitico (16:0) e acido estearico (18:0). A subfamilia Omega Desaturase
compreende 13 desaturases conhecidas e cujas fung¢des consistem em formar
insaturacgoes nas posicoes 12 ou 15 (A12 ou Al5 desaturases), entre uma dupla ligagao
ja existente e o grupo acil do acido graxo. A subfamilia Desaturase de Comecgo ¢ Fim
tem como funcdo formar uma segunda dupla ligagdo, assim como as Omega
Desaturases, porém as insaturagdes ocorrem nas posigoes A4, A5 e A6. Apresentam
ainda a funcdo dupla de A6, A8 esfingolipidio desaturases. A partir de analise
filogenética observou-se que as fungdes das subfamilias Omega Desaturase e
Desaturase de Comeco e Fim divergiram independentemente entre os organismos. A
subfamilia Esfingolipidio Desaturase tem a fun¢ao catalisar a insaturagdo no carbono
4 de esfingolipidios (A4 esfingolipidio desaturase) (Hashimoto et al., 2008).

Em insetos, sdo encontradas desaturases que atuam nas posigdes A5, A6, A9,
A12, A15 da cadeia de acido graxo nascente (Cook e McMaster, 2002). Serra et al.
(2007), trabalhando com a mariposa Thaumetopoea pityocampa, utilizaram primers
degenerados comuns a todos os genes codificadores de desaturases de insetos até
entdo conhecidos; isolaram uma unica sequéncia de cDNA, comum a todas as
desaturases deste inseto, mostrando que esses genes podem apresentar regides muito

conservadas.
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As elongases se dividem em dois ramos: Elongase S/MUFA e Elongase PUFA.
As elongases S/MUFA alongam 4acidos graxos saturados ou com apenas uma
insaturacao, enquanto as elongases PUFA alongam acidos graxos poliinsaturados e
sdo especificas de animais (Hashimoto ef al., 2008).

A andlise filogenética e dos motivos (Figuras 4 e 5) indicam que as desaturases
e elongases consistem em subfamilias distintas nas quais as sequéncias e fungdes sao
diferentes, sendo assim possivel determinar o conjunto de subfamilias em um
organismo a partir das sequéncias gendmicas. Variagdes nas vias bioquimicas devido
a diversidade de desaturases e elongases levam a consideravel variedade de acidos
graxos nos organismos (Hashimoto et al., 2008).

Dominios das elongases
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Figura 5 — Representaciao dos dominios conservados das subfamilias de elongases (Hashimoto et
al., 2008).

1.6.2. A biossintese de hidrocarbonetos cuticulares

A elongacgdo e a descarboxilagdo possibilitam a formacao de hidrocarbonetos
insaturados e saturados (Kolattukudy, 1968a). Durante a elongacdo, grupos acetato
sao adicionados a molécula nascente (Kolattukudy, 1968a, 1968b; Blum, 1987,
Katzav-Gozansky et al., 1997). A descarboxilacdo ocorre depois da molécula ser
elongada, primeiro originando um aldeido através da agdao de uma acil-CoA redutase e
depois os diferentes hidrocarbonetos a partir de um processo de descarbonilagdo
(Cheesbrough e Kolattukudy, 1984) realizado por enzima da familia citocromo P450
em presenca de O, e NADPH e liberando CO, (Reed et al., 1994, 1995). Em Musca
domestica, a sintese de hidrocarbonetos ocorre a partir dos aminoacidos valina,
isoleucina e/ou metionina que sdo entdo convertidos em propionil-CoA, que sera

usado para formar acetil-CoA, fundamental para a elongacdo da cadeia, e
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metilmalonil-CoA, que serve para formar compostos ramificados. Em Blatella
germanica sao usados os aminoacidos valina, isoleucina, metionina e o &cido
succinico (revisado em Blomquist et al., 2012). O processo de desaturacdo ocorre
ap6s a elongacdo inicial (Legendre et al., 2008). J4 os metil-alcanos se originam a
partir de propionato (Dillwith ef al., 1981). Um modelo esquematico da formagao de
hidrocarbonetos pode ser observado na Figura 6. Acidos de tamanho de cadeia de
C10, C12, Cl14 e C16 também podem ser utilizados para a formagdo dos
hidrocarbonetos. Os acidos graxos de cadeia longa sao mais eficientes neste processo

(Kolattukudy, 1966).

Metionina

Figura 6 — Esquema geral da formacao de hidrocarbonetos cuticulares baseado em Blum (1987);
Blomquist ef al. (2012); Howard e Blomquist (2005); Hashimoto (2008); Kolattukudy (1966,
1968a, 1968b). Na base do processo sdo encontrados os aminoacidos valina, isoleucina e
metionina. Grupos acetil formam acidos com cerca de 18C de tamanho de cadeia, que sera
elongada e posteriormente desaturada e descarboxilada (acido da citocromo P450 na
descarboxilacdo). Caso o propionil-CoA seja convertido em metil-malonil-CoA, ha formacéio de
hidrocarboneto ramificado.

Sendo assim, os hidrocarbonetos sdo fundamentais ndo s6 a titulo de

impermeabilizagdo cuticular, mas como componentes essenciais para a comunicagao
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quimica, onde essas substancias relativamente ndo-volateis podem agir como
feromonios sexuais, aleloquimicos, pistas de reconhecimento género-especifico,
reconhecimento de prole, pistas de dominancia e fertilidade, mimetismo quimico e
indicadores de tarefas especificas (Blomquist e Bagneres, 2010), além de permitir
avaliar a proximidade genética em processo de selegdo sexual (Thomas e Simmons,
2011). A grande maioria desses compostos ¢ sintetizada pelos insetos, porém pouco se
sabe sobre as enzimas envolvidas em sua biossintese nestes animais (Blomquist e
Bagneéres, 2010), especialmente no que se refere ao processo de formagdo e maturagao
da cuticula adulta. Somente recentemente foi descoberta uma descarbonilase
especifica de inseto importante para a biossintese desses compostos (Qiu et al., 2012).

Levando-se em consideragdo o levantamento bibliografico realizado que
revelou a escassez de informagdes sobre os hidrocarbonetos cuticulares e enzimas que
produzem estes compostos em insetos, especificamente em A. mellifera, espécie
representante de um tdxon, Hymenoptera, de grande importancia econdmica, buscou-
se responder as seguintes questdes:

* Qual a contribuicdo dos hidrocarbonetos para a composicdo da cuticula
definitiva que recobrird o inseto adulto?

* Quantos sdo e quais sdo os genes codificadores de elongases e desaturases
potencialmente envolvidos nas vias de sintese de hidrocarbonetos e que
poderiam contribuir para a formacdo da cuticula pupal e adulta de A.
mellifera?

* Ha variagdo na expressao destes genes durante o processo de maturacao da
cuticula?

* Como estes genes evoluiram nos insetos?

Assim, o presente trabalho propds trés abordagens metodoldgicas
complementares. A primeira consistiu em caracterizar as alteragdes do perfil de
hidrocarbonetos durante a formacao e maturacdo da cuticula adulta. Para essas
analises, utilizamos cromatografia a gas associada a espectrometria de massas
(GC/MS) que permite a rapida e eficiente determinacdo da composicao e
quantificagdo de hidrocarbonetos (Blomquist e Bagneéres, 2010). A segunda
abordagem consistiu em utilizar técnicas de biologia molecular para caracterizagao da
expressao de genes potencialmente envolvidos na biossintese de hidrocarbonetos, um

tema ainda incipiente na literatura cientifica. A terceira abordagem foi a utilizagao de
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ferramentas de analise filogenética para compreender a evolugdo molecular de
desaturases e elongases relacionando com a possivel fungdo destas enzimas em

insetos.
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OBJETIVOS
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2. Objetivos

Como uma contribuigdo ao conhecimento dos processos de formacdao e
diferenciagdo do exoesqueleto de insetos, o principal objetivo desse trabalho
consistiu em identificar os hidrocarbonetos que compdem a cuticula e analisar a
expressdo de genes relacionados a formagdo destes compostos durante o

desenvolvimento, isto ¢, antes, durante e apos a sintese da cuticula definitiva.

2.1. Objetivos Especificos

* Caracterizar os perfis de hidrocarbonetos constituintes da cuticula de diferentes
fases do desenvolvimento;

* Identificar genes codificadores de desaturases e elongases com potencial funcao
na biossintese de hidrocarbonetos cuticulares;

* Caracterizar a expressao de genes codificadores destas enzimas nas fases do
desenvolvimento relacionando-a com o processo de formagdao da cuticula
adulta;

* Associar os perfis de hidrocarbonetos e de expressdao génica diferencial no
tegumento em formagao e maturagao;

* Investigar o relacionamento evolutivo das desaturases e elongases de A.

mellifera e de outros insetos sociais e solitarios.
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MATERIAL E METODOS
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3. Material e métodos
3.1. Abelhas

Foram utilizadas abelhas operarias de 4. mellifera Africanizada, em diferentes
fases do desenvolvimento: pupas (fase Pw: olho branco, cuticula ndo pigmentada),
pupas em apolise (fase Pp: olho rosa, cuticula ndo pigmentada), adultas-faratas (fases
Pb Pbm e Pbd: olho marron, cuticula ndo pigmentada, em processo de pigmentacdo e
pigmentada, respectivamente), segundo a classificagdo proposta por Michelette e
Soares (1993), além de abelhas recém emergidas (Re) e forrageiras (Fg) (Figura 3H).
Estas abelhas foram obtidas a partir de uma postura controlada de 24h de duragao

(Figura 7), realizada em uma colonia do Apidrio do Departamento de Genética da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdao Paulo.

s e e AR EN . _
Figura 7 - Coleta do material biolégico. Foto da esquerda: Apiario Experimental. Foto da direita
Postura controlada: a rainha é mantida presa pela grade ajustada sobre o favo durante 24h,
utilizando apenas a area de reclusio para postura, possibilitando assim obter abelhas com o
desenvolvimento sincronizado. (Foto da direita cedida por F. M. F. Nunes).

3.2. Extracao dos hidrocarbonetos

Para a extracdo de hidrocarbonetos cuticulares foram utilizadas trinta e seis
abelhas de cada fase de desenvolvimento (Pw, Pp, Pb, Pbm, Pbd, Re e Fg) (Figura 3
H) que foram coletadas em frascos tipo vial de vidro (Sun-SRI) de 4ml (1 frasco para
cada abelha). A cada frasco foi entdo adicionado 1,5ml de n-hexano 95%
(Mallinckrodt Chemicals) servindo para dar um banho de hexano por 1min a fim de
extrair os hidrocarbonetos cuticulares. Depois desse tempo a solucao foi transferida
para frascos de 2ml com o auxilio de pipetas Pasteur (1 para cada amostra, para evitar
contaminagdo). As amostras foram entdo secadas e ressuspendidas em 160ul de n-

hexano 95%, e em seguida transferidas para frascos com insert e analisadas em
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sistema de Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas SHIMADZU,
modelo GCMS QP2010, equipado com coluna Rtx-5MS 30m e hélio como gas
carreador @ Iml/min, utilizando o método de ionizacao eletronica (EI). O volume
injetado foi de 1pul em temperatura inicial de 150°C elevando-se a uma taxa de
3°C/min até 280°C (mantendo-se nesta temperatura por 15min). As analises foram
feitas em modo splitless, recomendado para amostras pouco concentradas (revisado
em Hiibschmann, 2009), como acontece com misturas de compostos

quantitativamente variaveis como os hidrocarbonetos cuticulares.

3.3. Identificacdo da posicao das insaturacoes

A posicdo das insaturagdes nos compostos insaturados foi identificada
utilizando-se a técnica de derivatizagdo por dimetil dissulfeto (DMDS) (Carlson,
1989). As amostras (as mesmas utilizadas na extracdo de hidrocarbonetos) foram
secas em frascos de 2ml, seguindo-se a adi¢do de 200ul de n-hexano 95%, 200ul de
DMDS (Sigma-Aldrich™) e 100ul de solugdo de iodo 6% em éter etilico. O sistema foi
purgado (retirado o ar do frasco) com fluxo de N, e depois mantido em agitador
magnético overnight. O sistema foi transferido para um frasco de 4ml e diluido em
500ul de tiossulfato de sodio 5% em agua ultra-pura, seguido de agitacdo em agitador
de tubos. A fase superior (organica) foi transferida para outro frasco de 4ml e a agua
restante foi eliminada com adicdo de quantidade suficiente de sulfato de sodio
(NazS0Oy), pois este sal absorve a agua formando solidos (blocos) no fundo do frasco,
seguido de agitagdo em agitador de tubos. A fase liquida foi transferida para outro
frasco de 4ml, onde o sistema foi seco, seguido de ressuspencao com 10ul de n-
hexano 95%, dos quais 2ul foram utilizados para inje¢do manual no sistema de
Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas SHIMADZU, modelo
GCMS QP2010 citado anteriormente. A temperatura inicial foi de 80°C, por 2min,
seguindo-se at¢ 180°C a uma taxa de 30°C/min, seguindo-se a 300°C a uma taxa de
3°C/min, mantendo-se nesta temperatura por 80min. As analise foram feitas em modo

splitless.

3.4. Analise estatistica do perfil de hidrocarbonetos
Os dados foram analisados com o auxilio do programa GCMS Solutions for
Windows (Shimadzu Corporation). Os cromatogramas geralmente apresentam varios

picos em posicdes diferentes por conta dos diferentes tempos de retengdo (TR) de
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cada soluto na coluna cromatografica. Cada pico por sua vez contém todas as
informacodes obtidas pelo espectrometro de massa. A quantificagdo foi realizada com
base nas areas de pico obtidas pelos cromatogramas (Singer e Espelie, 1992). Os
compostos foram identificados com base nos ions diagndsticos e na solugdo padrao
contendo diferentes hidrocarbonetos sintéticos (Fluka).

Foi utilizado o software Statistica (v. 8.0 para Windows) na anélise multivariada
para comparar 0s grupos experimentais. A analise dos componentes principais (PCA)
foi realizada para definir os principais picos de compostos a serem comparados.
Também foi realizada a analise de discriminante modo stepwise para se contrastar o
perfil quimico dos grupos experimentais. Substancias ausentes na maior parte das
abelhas de mesma fase de desenvolvimento foram excluidas das analises estatisticas.
Os compostos apontados pela analise de componentes principais como responsaveis
por menos de 5% de contribui¢do relativa foram excluidos da anélise discriminante,
sendo as porcentagens dos compostos utilizados reajustadas para 100%, uma vez que
os picos sao medidos em porcentagem de area, obtendo-se assim os compostos que
melhor explicam a variagdo entre as fases do desenvolvimento analisadas. Em seguida
foi realizada uma anélise candnica obtendo-se o grafico da Fun¢do Discriminante.
Para se evitar erros na composicao dos dados amostrais, a area de cada pico apontado
pelo programa foi transformada de acordo com a seguinte formula: Z=In[A/g(Ap)],
onde A, ¢ a area do pico, g(A,) ¢ a média geométrica do pico das amostras de cada
fase de desenvolvimento e Z ¢ a area transformada do pico (Aitchison, 1986).

Os compostos que apresentaram mais de 0,001% de proporcao de area de pico
em todas as fases em estudo e foram identificados e utilizados para uma comparagao
individual variagdo da proporcao relativa destes compostos entre as fases. Para isto foi
utilizado o teste ANOVA para multiplos grupos associado ao teste post-hoc de
Bonferroni utilizando um valor de p<0,05. O objetivo deste teste foi verificar se
houve aumento ou redugdo da area do pico especialmente na forrageira, ja que os
trabalhos com abelhas se restringem, em sua maioria, a fase adulta (ver item 5.1. da
Discussdao). O mesmo teste também foi utilizado para a comparagdo entre as
propor¢des do conjunto de n-alcanos, metil-alcanos, dimetil-alcanos, hidrocarbonetos
ramificados (metil-alcanos + dimetil-alcanos), hidrocarbonetos saturados (n-alcanos +
metil-alcanos + dimetil-alcanos), alcenos, alcadienos, hidrocarbonetos insaturados
(alcenos + alcadienos) e compostos ndo identificados entre todas as fases do

desenvolvimento estudadas para verificar variagdes quantitativas durante o processo
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de maturacao da cuticula.

3.5. Extracao do RNA total

Para a analise molecular foram utilizadas trés amostras de cada uma das
seguintes fases de desenvolvimento: Pw, Pp, Pbm, Re e Fg, abrangendo pontos
importantes do periodo de formacdo e maturagcdo cuticular. As amostras foram
dissecadas em solucdo de cloreto de sodio 0,9%, mantendo-se somente as regides do
tegumento do térax e abddmen, ricas em endcitos que sdo as células responsaveis pela
sintese de hidrocarbonetos (Piek, 1964; Diehl, 1973; Schal et al., 1998; Billeter et al.,
2009). Apos adigao de Iml de TRIzol® (Invitrogen) as amostras foram congeladas a -
80°C até o momento de uso, quando entdo foram descongeladas e mantidas por Smin
em temperatura ambiente para permitir a completa dissociagdo de complexos
nucleoprotéicos. A cada amostra foram adicionados 200ul de cloroféormio (Merck) e,
em seguida, os tubos foram agitados manualmente, vigorosamente, por 15 s e
mantidos em temperatura ambiente por 2min, seguindo-se centrifugacao a 12.000xg a
4°C por 15min. Ao final da centrifugacao, as amostras apresentaram duas fases: uma
fase transparente aquosa superior (onde se encontram os RNAs) e outra vermelha
inferior (contendo fragmentos celulares, TRIzol e pequenos fragmentos de cuticula). A
fase transparente aquosa (aproximadamente 60% do volume de TRIzol®) foi
transferida para outro tubo de 1,5ml onde foram adicionados 500 pl de alcool
isopropilico (Merck), iniciando a etapa de precipitagdo do RNA. As amostras foram
entdo mantidas em temperatura ambiente por 10min e depois centrifugadas a
12.000xg por 10min a 4°C. O RNA precipitado formou pellet nas laterais do fundo do
tubo. O sobrenadante obtido na precipitacdo foi descartado e o RNA foi lavado em
Iml de etanol 75%. Os tubos foram entdo rapidamente agitados no agitador de tubos
até o desprendimento do pellet e o material foi centrifugado a 7.500xg por Smin a
4°C. Ao fim do procedimento o RNA foi redissolvido. Para isso o sobrenadante foi
descartado com cuidado e os tubos abertos foram colocados em termobloco Digital
Dry Bath Incubator (Boekel) a 55°C por 10 min para evaporagdo do alcool
remanescente, entretanto nao foi seco por completo, pois 0 RNA totalmente seco ¢ de
dificil solubilizagdo. O RNA foi entdo ressuspendido em 25ul de agua ultra-pura
(purificada por osmose reversa, em seguida pelo sistema Milli-Q Plus) tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC 0,1% (v/v), Sigma) e autoclavada. Para completa

dissolu¢do do RNA precipitado as amostras foram deixadas em termobloco a 55 °C
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por 5min e sua pureza e concentragdo foram estimadas em espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies). A razio entre as leituras nos
comprimentos de onda de 260 e 280nm foi utilizada como um indicador da pureza do
RNA, sendo ideal entre os valores de 1,9 € 2,0 (Ausubel et al., 1995), considerando-se
que uma unidade de absorbancia a 260nm corresponde a 40pg/ml de RNA (Sambrook
et al., 1989). As amostras foram entdo diluidas para perfazer a concentracdo de
0,6pg/ul. Em seguida, para eliminar possivel contaminacdo com DNA genomico, as
amostras foram incubadas na presenga de 0,1 unidade de DNAse (RQ RNAse-free
DNAse, Promega) por 30min a 37°C e, em seguida, a 70°C por 15min para inativagao

da DNAse.

3.6. Sintese da primeira fita de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir do RNA total, utilizando-se o
sistema de sintese da SuperScript'™ (Invitrogen ', Life Technologies). Por este
método, apenas a primeira fita do cDNA ¢ sintetizada através de transcricdo reversa
(RT). Nesta reacao, as moléculas de cDNA foram sintetizadas utilizando-se: 0,6pg de
RNA total, 1ul de Oligo(dT)i2-15 (500ug/ul) e 1ul de dANTP (10mM) totalizando um
volume de 12ul, em seguida, a reagdo foi aquecida por 5 min a 65°C. Posteriormente,
foram adicionados 4ul de First-Strand Buffer (Invitrogen), 2ul de DTT (0,1M) e 1ul
de RNAse Out (40 unidades/ul). A reacao foi novamente incubada por 2min a 42°C e
resfriada no gelo. Finalmente, foi adicionado 1pl de SuperScript ™II RT 200U
(Invitrogen), num volume total de 20ul. A reacao foi incubada por 50 min a 42°C e,
depois, aquecida por 15min a 72°C para inativagdo da enzima. Como controle
negativo para as futuras reacdoes de RT-PCR semiquantitativa e quantitativa, misturas

de reagdo para sintese de cDNA foram preparadas sem adi¢do da enzima SuperScript.

3.7. Amplificaciao por RT-PCR semiquantitativa
Para as amplificagdes por PCR (realizadas no equipamento Veriti®, Applied
Biosystems), cada amostra de cDNA sintetizado a partir do RNA total foi usada como
molde para a reagdo. Para isso, foram utilizados 10ul de Eppendorf Master Mix 2,5x
[Tag — DNA — Polymerase (0,06 unidade/ul); Taq reaction buffer 2,5x (125mM KCl,
75mM Tris-HCI, pH 8,4, 4mM Mgﬁ, 0,25% Nonidet® — P40); 500ul de cada dNTP e
estabilizadores]; 10 pmoles de cada primer; 1ul de cDNA, totalizando um volume

final de 20ul com 4gua bidestilada e autoclavada. Primers especificos foram
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desenhados para os genes codificadores de enzimas envolvidas na biossintese de
hidrocarbonetos cuticulares (para identificacdo dos genes ver item 3.12.1). Pares de
primers  foram  desenhados com o software  Primer3 (v. 0.4.0)
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), a partir de genes anotados na plataforma Artemis
(v. 13.2.0). Cada primer de um dado par localiza-se em éxons distintos, assim
qualquer contaminacao por DNA genomico pode ser facilmente checada examinando-
se o tamanho dos amplicons apos eletroforese em gel de agarose dos produtos da
PCR, ou a curva de dissociagao resultante da andlise por PCR quantitativa. Os genes
que putativamente codificam as enzimas elongases e desaturases de 4. mellifera,
disponiveis no site do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
encontram-se listadas na Tabela I, juntamente com as sequéncias dos primers,
tamanho dos amplicons ¢ informacao sobre a eficacia do primers para a amplificagao
do ¢cDNA. As condi¢des de PCR foram 5min a 94°C, 30 ciclos de 30s a 94°C, 30s a
60°C, 30s a 72°C e uma extensdo final de 72°C por 7min. A normalizacdo da
expressao dos genes de interesse foi realizada utilizando-se primers especificos para o
gene de referéncia rp49, constitutivamente expresso em 4. mellifera (Lourengo et al.,
2008) (sentido direto: 5'-TGC CAA CAC TGT CCT TTC TG-3" e reverso: 5'-AGA
ATT GAC CCA CCA ATC CA-3"), utilizando as mesmas condi¢des de amplificacao.

Tabela I- Genes codificadores de desaturases e elongases em A. mellifera, primers utilizados,
tamanho dos amplicons e informacéo sobre a eficiéncia do primer.

Gene (GB v. Primer Tamanho dos Primer
4.5 do genoma) amplicons (nt) eficaz
Desaturases
GB11596 F 5 TTAATGGTCCGAAAGCATCC 3’ .

145 sim
(GB51238) R 5> CCCATGTAGGAATTACAAAGCA 3’
GB11969 F 5> CGCTGCTCATATCTTTGGAA 3’
148 sim
(GB48195) R 5 ATTTCCCAATTCTGCCGTTT 3’
GB18472 F 5> ACGGGTGAACTTGGTGGTTA 3’ .
154 sim
(GB42218) R 5 TTTTGTTGCAGCTCGATTCA 3’
XM 001123042 F 5> GGGCCCATAAAACATACGAA ¥’ ]
= 147 sim
(GB42217) R 5 TGTATGGATCTTTATCAGTCCCATAAT 3’
GB17206 F 5> ACTACCGGATTCGGCATAACT 3’ .
146 sim
(GB48193) R 5 CTGTGATCCAATGCCCATCT 3’
GB12710 F 5> TCACTTCTGCCAAATGGATG 3’
148 nao
(GB48194) R 5 TGAGCGAGCATGAGAAAAAG 3’
GB17408 F 5> CGCAGCGATTCACAGTTTA 3’ 148 ndo
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Gene (GB v. Primer Tamanho dos Primer
4.5 do genoma) amplicons (nt) eficaz
(GB45034) R 5° CCTTTTATTTCCCTTTCTCTTCC 3’
GB15513 F 5 TACGTTTCGTGCTGATGCTT 3’ .
153 sim
(GB51236) R 5 ACCAACCCATATGCGAGAAG 3’
XM 001119994 - - -
Elongases
GB13264 F 5> TGGGACCGGAATATCAAAAA 3’ .
147 sim
(GB54401) R 5> GCAGTAAAAGTGCCGCTACC 3’
GB14916 F 5> ATGTCGATTTTAATGCAATACGTG 3’ .
145 sim
(GB51249) R 5 AAACTTTTACACCATATACGTAGCTCA 3’
GB12340 F 5> ATTAACGTATCACGGTTTTTATCAT 3’ .
152 sim
(GB53872) R 5 TTAATTCCTGCTTTCGTAACACT 3’
GB12176 F 5> TCGGTAATCATGGAGTTATATAAGGA 3’ .
145 sim
(GB54396) R 5° ATCTTGGTCCAGCTGATAAGG 3’
GB16107 F 5> GTCAGCTGCCTGGTGGTATT 3’ .
145 sim
(GB54399) R 5> TACAACCATGAGCATATTGAGG 3’
GB11136 F 5> TTGATTCTTGGCATCAATGG 3’ Iss i
(GB46038) R 5° CTCTCCGCATATGCTTGCTT 3’
GB12096 F 5> GAGTTCATTACTTTCATTGTTTTCCA 3’ .
153 sim
(GB53873) R 5> AACATCCATGACCAAAAACCA 3’
GB19038 F 5> GTTATGCCGATGATTTCGTG 3’ N
149 nao
(GB54302) R 5 GATTCCAGGTACGGGTGATG 3’
GB14684 F 5> ATGGCCTCGTTCGGTATTTT 3’ .
146 sim
(GB40681) R 5° ACGAATTGGACCATTTGCAC 3’
GB19070 F 5> TGGAACACATTGCTTGCATC 3’ .
147 sim
(GB45596) R 5° TGTCCAAAAACCAGACACGA 3’
GB19345 F 5> CAGATCTGGTGCACGGGTA 3’ .
154 sim
(GB51247) R 5’ TTCTCCATTATCCTCGGTCCT 3’
GB19144 - ) )
(GB55040) _
GB19268 - ) )
(GB54404) _

(nt) Nucleotideos; (F) primer de sentido direto; (R) primer de sentido reverso; (-) Nao foi possivel desenhar

primer especifico.

3.8. Analise por eletroforese em agarose

O c¢DNA amplificado por PCR (20 pl) foi misturado a tampao de corrida para
DNA (bromofenol blue 0,25%, xileno cianol FF 0,25% e glicerol 30%) e analisado

em gel de agarose 1% contendo GelRed™

(Biotium) na proporg¢ao de 1:10 (0,1ul/ml
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de gel de agarose) em tampao 1x TBE (0,45M Tris base; 0,45M 4cido borico; 0,5M
EDTA, pH 8,0). A eletroforese foi realizada sob corrente constante de 100V. Apos a
eletroforese, o gel foi analisado em digitalizador de imagem KODAK EDAS 290. O
ADNA/Hind III Fragments de 100pb (Invitrogen'", Life Technologies) foi usado

como marcador de massa molecular.

3.9. Analise da expressao génica por RT-PCR em Tempo Real (RT-qPCR)

A andlise por RT-qPCR foi realizada utilizando-se triplicatas técnicas para
cada amostra bioldgica (3 amostras independentes de tegumento para cada fase de
desenvolvimento) e os primers que apresentaram um resultado positivo na
amplificacdo (ver Tabela I). A andlise foi realizada em equipamento Applied
Biosystems (7500 Real Time PCR System). Em placas para RT-qPCR contendo 96
pocos foram adicionados 10ul de Sybr Green PCR Master Mix 2x (Applied
Biosystems), 0,8ul de primers especificos para cada gene estudado (vide Tabela I),
2ul de cDNA em volume final de 20ul, completados com agua DEPC. O programa de
amplificacao constituiu de 50°C por 2min e 95°C por 10min, seguidos de 40 ciclos a

94°C por 1min, 60°C por 30s e 72°C por 30s. A quantidade relativa de transcritos foi

obtida com a formula 2 (Schmittgen e Livak, 2008), onde a expressio do gene
rp49 foi utilizada como referéncia para a normalizacdo dos dados de expressdao dos
genes de interesse (Lourenco et al., 2008). A significancia estatistica (p<0,05) dos
dados de quantificagdo de transcritos entre as fases do desenvolvimento se deu pelo
teste de One-Way ANOVA associado ao teste post-hoc Tukey utilizando o software

Statistica (v. 8.0 para Windows).

3.10. Validacao da amplificacao especifica dos produtos de PCR

Foi realizado o sequenciamento direto, a partir do produto amplificado por PCR
utilizando os primers para os genes codificadores de desaturases e elongases, para
validar as sequéncias obtidas. Apos a reacdo de amplificagdo com 40 ciclos, o
conteudo de DNA dos produtos de PCR foi quantificado em Nanodrop (ND 1000) e,
caso necessario, diluido para posterior realizacdo de reagdo de sequenciamento,
segundo o seguinte protocolo: 1ul de DNA, 1ul de primer direto (F), ou reverso (R),
2ul de solucdo Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer), 2pl
de solucdo tampao (5X Sequencing Buffer) e 4ul de agua bidestilada e autoclavada
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totalizando um volume de 10ul. Foram utilizados 25 ciclos de 96°C por 10s, 50°C
por 5s e 60°C por 4min.

Posteriormente as amostras foram precipitadas com adicao de 40ul de
isopropanol 75%, incubadas em temperatura ambiente por 15min, centrifugadas por
20min e os respectivos sobrenadantes foram descartados. Esses procedimentos se
repetiram com a adicao de 250ul de isopropanol 75% e centrifugacao por 5 min. Apos
o descarte do sobrenadante as amostras secaram em banho seco a 55-57°C e foram
ressuspendidas em 12ul de Hi-Diphormamid (HD). As amostras foram transferidas
para tubos para sequenciamento e passaram por um choque térmico de 95°C por 2min
e 5s seguindo para o gelo por Smin para, enfim, serem analisadas pelo método de
Sanger no sequenciador automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems) para

identificacao da ordem das bases nas amostras de cDNA.

3.11. Comparacio dos perfis de quantificacdo dos hidrocarbonetos e de
transcritos de desaturases e elongases

Para a comparagao entre os perfis de hidrocarbonetos e de expressao génica, foi

utilizada a mediana dos valores de porcentagem de area de compostos e de quantidade

relativa de transcritos. Os valores das medianas foram entao normalizados aplicando-

se o logaritmo de base 10. Em seguida, para se correlacionar estes dados quimicos e

moleculares foi realizado o teste de Spearman utilizando o software Statistica.

3.12. Analises de evolucio molecular de desaturases e elongases
3.12.1. Obtencdo das sequéncias e alinhamento
As andlises de evolu¢dao molecular foram realizadas utilizando sequéncias
completas de desaturases e elongases preditas, disponiveis no site do NCBI. Para as
desaturases a pesquisa foi realizada com o termo indicativo do dominio da
superfamilia de proteinas Membrane — FADS — like superfamily em conjunto com a
ferramenta BLASTP (Altschul et al., 1990), para evitar repetigdes de sequéncias. Para
as elongases a pesquisa foi realizada utilizando-se os dominio que caracteriza esta
familia de proteinas: GNSI/SUR4 family em conjunto com a ferramenta BLASTP
(Altschul et al., 1990). Somente sequéncias completas e com numero reduzido de
gaps foram utilizadas, para tornar a analise mais robusta. Os alinhamentos foram
realizados com o auxilio do programa MAFFT v. 7 (Katoh et al., 2002) online

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) deixando os parametros como default. Este
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programa apresenta melhor desempenho que outros programas quando se analisa um

grande nimero de terminais (>50) (Katoh et al., 2005). Os numeros de acesso e

organismos utilizados encontram-se na Tabela II, juntamente com os numeros de

acesso (GBs) dos genes codificadores de desaturases e elongases de A. mellifera para

as versoes do Genoma 2.0 (usada no decorrer do trabalho) e 4.5 (atual versdo,

publicada apo6s o inicio do trabalho).

Tabela II- Elongases e desaturases utilizadas nas analises de evolu¢ido molecular.

Organismo Numero de | Numero de
(sigla , acesso no acesso no
. I\ilclgns:(r)onie Genoma de | Genoma de

utilizada GonBunk Apis Apis
andlise) mellifera mellifera
versao 2.0 versdo 4.5
Desaturases
XP_623925 GB11596 GB51238
XP_ 624794 GB15513 GB51236
Apis mellifera
(Amel) XP 003251704 | GB18472 GB42218
XP 395629 GB11969 GB48195
XP_624557 GB17206 GB48193
XP 001123042 - GB42217
XP 001122877 | GBI12710 GB48194
XP 003492441
Bombus
impatiens XP 003492439
(Bimp)
XP 003492440
XP 003492461
XP 003395147
Bombus
terrestres XP_003395144
(Bter)
XP 003395145
XP 003395146
Nasonia XP 001599665

vitripennis

(Nvit)

XP_003425691

XP_001602540

XP_001607533




XP_001600683

XP_003425101

XP_001599836

XP_001599877

XP_001599899

XP_001602289

XP_001607893

XP_001599579

XP_003703957

Megachile XP_ 003703958
rotundata
(Mrot) XP_003703960
XP 003703961
XP 003703934
XP_ 003704955
EFN78056
Harpegnathos
saltator EEN76593
(Hsal)
EFN88658
EFN76589
EFN76591
EFN85122
EFN78052
Drosophila NP_731710
melanogaster
(Dmel) NP_650201
NP_651966
AAF54920
NP_651779
Tribolium AT
castaneum =
(Teas) EFA05209
XP 968897
XP 968970

XP_967341
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EFA05022

EFA12799

XP_968024

XP_970520

EFA05245

XP_970732

NP_001180578

NP_001182164

NP_001137206

XP_967943

XP_974033

Bombyx mori

NP_001036971

NP_001037018

(Bmor)
NP 001036914
NP _ 001037017
NP 001040141
Manduca CAJ27975
sexta
(Msex) CAJ27976
CAJ43430
EHJ71380
Danaus
plexippus EHJ76461
(Dple) EHJ63142
EHJ77791
EHJ68613
EHI70677
EHJ66504
EHIJ73552
EHJ69993
Daphnia EFX85062
pulex
(Dpul) EFX60807
EFX70200
EFX82757
Amblyomma
americanum AAB86499

(Aame)
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Elongases

Apis mellifera
(Amel)

XP_001121645

GB12340

GB53872

XP_003251850

GB19070

GB45596

XP_001122200

GB12096

GB53873

XP_397228

GB19345

GB51247

XP_393136

GB14916

GB51249

XP_001120442

GBI12176

GB54396

XP_624324

GB19038

GB54302

XP_001120770

GB13264

GB54401

XP_395160

GBI11136

GB546038

XP_624585

GB16107

GB54399

XP_003250061

GB14684

GB40681

Bombus
impatiens
(Bimp)

XP_003490277

XP_003488925

XP_003488983

XP_003488976

XP_003492944

XP_003486801

XP_003492943

XP_003484516

XP_003491006

XP_003490999

XP_003491013

XP_003491027

XP_003490977

XP_003490969

XP_003484909

XP_003489235

Bombus
terrestres

XP_003401825
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(Bter)

XP_003398598

XP_003398349

XP_003402700

XP_003401771

XP_003401772

XP_003401883

XP_003401773

XP_003399522

XP_003399502

XP_003399534

XP_003399529

XP_003399465

XP_003399613

XP_003396173

XP_003399626

XP_003395770

Nasonia
vitripennis

(Nvit)

XP_001600017

XP_001600048

XP_001599996

XP_001599838

XP_001599914

XP_001599942

XP_001599867

XP_001607111

XP_001603768

XP_001602545
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Megachile
rotundata
(Mrot)

XP_003707508

XP_003700456

XP_003700522

XP_003700524

XP_003700518

XP_003700520

XP_003700519

XP_003703286

XP_003704078

XP_003700216

Harpegnathos
saltator
(Hsal)

EFN75445

EFN75681

EFN86956

EFN85774

EFN80181

EFN76075

EFN76074

EFN76719

Drosophila
melanogaster
(Dmel)

NP_730187

NP_730846

NP_730841

NP_730843

AAMS51033

NP_649754

NP_651060

NP_651063

NP_788716

NP_001097580

NP_729666

ACTS88147

NP_651062

NP_651104

AAL90154

NP_725820
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NP_649955

NP_649956

NP_731419

NP_649958

NP_649957

NP_732912

NP_611365

Tribolium

castaneum
(Tcas)

XP_971544

XP_971599

XP_968784

XP_968706

XP_968563

XP_968636

XP_966527

XP_967030

EFA05977

XP_974047

XP_973993

EFA05473

XP_975397

EFA00083

XP_970514

Daphnia
pulex
(Dpul)

EFX85691

EFX88828

EFX76285

EFX74343

EFX74342

EFX74344

EFX74345

EFX74502

EFX74346

EFX74501

EFX74503

EFX76305

Amblyomma
maculatum
(Amac)

AEO35934

AEO35590

AEO36539

AEO32695
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3.12.2. Teste de modelo de substituicdo de aminodcidos

Foram realizados testes de modelo de substituicido de aminodcidos para os
alinhamentos de desaturases e elongases utilizando o programa ProtTest v.3.2
(Darriba et al., 2011) como default. O programa indicou o uso do modelo de LG (Le e
Gascuel, 2008), que apresenta uma matriz com um padrao geral de substituicdo de
aminoacidos, juntamente com a estimativa da proporcao de sitios invariaveis (+I) com
taxa de heterogeneidade gama entre os sitios (+G), para ambos os grupos de enzimas.
Os valores de —LnL (log likelihood) foram -39.255,449 para desaturases e -
43.718,338 para elongases.

3.12.3. Andlise evolutiva das enzimas

Para as desaturases, a analise evolutiva foi realizada no programa PhyML
(Chevenet et al., 2006; Dereeper et al, 2008; Guindon et al, 2010)
(http://phylogeny.lirmm.fr), utilizando os parametros indicados pelo teste de modelo.
Foi realizada uma anélise de méxima verossimilhanca (Felsenstein, 1981) com 500
replicagdes de Bootstrap. Foram utilizadas como grupos externos as sequéncias de
aminoacidos do crustaceo Daphnia pulex e do carrapato Amblyomma americanum
(Liu et al., 1999; Roelofs e Rooney, 2003), sendo a ultima usada para o enraizamento
da arvore. Também foi realizado BLASTP (Altschul et al., 1990) para cada uma das
sequéncias comparando-as com sequéncias de funcdo conhecida. As sequéncias de
aminoacidos utilizadas como referéncia para o BLASTP foram: D. melanogaster —
NP 731710 (desatl), uma A9 desaturase que tem preferéncia de substrato por acido
palmitico (C16) ao dacido estedrico (C18) (16>18) numa propor¢ao de 2-3:1,
NP 650201 (desat 2), uma A9 desaturase que tem preferéncia por acido miristico
(C14), e forma A5 hidrocarbonetos (Dallerac et al., 2000) e NP_651996 (desatF), uma
desaturase que age sobre o produto acido graxo -7 resultante da insaturagdo
catalisada por desatl (Chertemps et al., 2006); Ostrinia furnacalis - AAL35746, uma
Al4 desaturase; Helicoperva zea - AAF81790, uma A9 desaturase com preferéncia
pelo acido estearico (18>16) (revisado em Roelofs e Rooney, 2003); Trichoplusia ni —
AAB92583, uma A9 desaturase com preferéncia por acido estearico (18>16),
AADO03775, uma All desaturase (Liu et al., 1999); Choristoneura rosaceana -

AAN39697, uma A9 desaturase com preferéncia por acido palmitico (16>18) (Hao et
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al., 2002); Danaus plexippus — EHJ69993, uma Al4 desaturase; Bombyx mori —
NP 001040141, uma Al1 desaturase; Lampronia capitella — ABX71629, uma A14-26
desaturase; Choristoneura paralela — AAQI12887, uma Al14-26 desaturase;
Helicoperva assulta — AF482905, uma A14-26 desaturase (Liénard et al., 2008).

As elongases foram agrupadas em cluster utilizando o método de aLRT na
versao online do PhyML (Chevenet et al., 2006; Anisimova e Gascuel, 2006;
Dereeper et al, 2008; Guindon et al., 2010) (http://phylogeny.lirmm.fr), utilizando o
modelo de substituicdo indicado pelo teste de modelo. As arvores geradas foram

visualizadas e editadas no programa FigTree v.1.3.1 (Rambaut, 2009).
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4. Resultados
4.1. Perfis de Hidrocarbonetos

As proporcgdes relativas de hidrocarbonetos cuticulares para cada fase do
desenvolvimento estudada (Pw, Pp, Pb, Pbm, Pbd, Re e Fg) estdo representadas na
Tabela III, onde também estdo indicados os Componentes Principais. A Figura 8
mostra um exemplo de cromatograma de identificagdo dos hidrocarbonetos
cuticulares com indicagdo dos componentes principais. Nao foi observada variagado
qualitativa dos hidrocarbonetos durante o desenvolvimento da abelha operaria. A
analise estatistica multivariada dos componentes principais revelou que todas as fases
diferem quantitativamente entre si (p<0,000001). A distancia entre Pw e Fg com
relagdo as demais fases do desenvolvimento ¢ tdo grande que ao retirar essas duas
fases da andlise os demais grupos se separam graficamente (Figura 9). Claramente, a
propor¢ao de n-alcanos, alcenos, alcadienos e compostos insaturados (alcenos +
alcadienos) ¢ maior na forrageira que nas demais fases do desenvolvimento. Situacao
oposta ocorre para os compostos metilados, observando-se redugdo com o avango do
processo de maturacdo cuticular. A Figura 10 apresenta a propor¢ao dos grupos de
compostos com significancia de p<0,05 no teste de ANOVA associado ao teste post-

hoc Bonferroni.
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Tabela I1I- Média e desvio padrao das proporcdes relativas de hidrocarbonetos cuticulares nas fases pupais (Pw e Pp), adultas-faratas (Pb, Pbm e Pbd) e adultas
(Re e Fg) de operarias de A. mellifera. N=36 amostras independentes para cada fase do desenvolvimento, exceto Pw (N=35). Compostos numerados de 1 a 25 (na
segunda coluna) sdo resultantes da Analise de Componentes Principais.

Area Relativa dos Picos

Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média =+ DP Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP Média =+ DP Média = DP
11.735 C19 * * * * 0316 + 0,072 0,112 + 0,052 *
17.026 C21 0,128 + 0,055 0,206 + 0,109 0,33 + 0,126 0,925 £ 0,221 4485 £ 0922 2,438 + 0,993 0,144 £+ 0,062
22.348 23’ 1,185 + 0,25 1,374  + 0,18 1,086 + 0,197 2,259 £ 0405 | 12,086 + 2,026 | 11,404 + 2835 6,836 + 2984
24.960 C24 0,079 £ 0,041 0,048 £+ 0,025 0,06 + 0,047 0,056 + 0,008 0,078 + 0,015 0,094 £ 0,024 0,355 £ 0,106
27.485 C25 4258 £+ 0,645 4952 £ 0921 3572+ 0974 3924 £ 0572 4,678 + 0,643 4,925 + 0,521 16,108 + 4,378
29.943 C26 0,555 + 0,081 0,562 + 0,098 0,44 + 0,099 0459 £+ 0,07 0,406 £+ 0,071 0396 = 0,073 1,041 + 0,193
32.353 C27 25223 + 3,013 | 27,725 + 3,208 | 21,659 + 4,168 | 21,475 + 1,905 | 21,104 + 2,173 | 18,863 + 2,527 | 31,637 £+ 4,781
34.649 c28 0 1,812 £ 0,178 1,766  + 0,195 1,559 + 0253 1,479 £ 0,173 1,286 £+ 0,152 1,02 + 0,156 0,705 £ 0,163
36.900 29 11,476+ 1,845 | 11,541 + 1,891 11,741 + 2,725 10,85 + 1,836 | 10,492 + 1,843 8434 + 1879 9,9 + 1,971
38.193 c30'° 1,225 + 022 1,087 + 0335 1,887 £ 2935 1,346 £ 0,225 0,887 + 0,182 1.4 + 0,379 *
41.163 C31 1,502 £+ 0,384 1,328+ 0,542 1,85 + 0,437 1,797 £ 0445 1,579 £ 0,339 2,446  + 1,657 5,213 + 2,029
Metil-Alcanos
Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP Média =+ DP Média = DP

23.285 9,11,13MeC23 4 0,542 £ 0,208 0,628 £+ 0,148 0,543 + 0,152 0,574 £+ 0,15 0,406 £+ 0,107 0,121 + 0,062 *
28.330 9,11,13MeC25 2,235 + 0,889 3,105 + 045 2,455 £ 0,634 2,702 £+ 0481 2372 £ 0,426 1,384 £ 0,346 0,331 + 0,101
28.512 TMeC25 0,006 £+ 0,021 0,1 + 0,025 0,135 £+ 0,35 0,089 + 0,018 0,057 + 0,028 0,033 + 0,024 *
28.742 5MeC25 ° 0,027 £ 0,122 0,23 + 0,032 0,266 = 0,277 0,204 £ 0,055 * 0,003 + 0,015 0,018 £ 0,053
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Area Relativa dos Picos

Metil-Alcanos

Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média =+ DP Média =+ DP Média = DP Média = DP Média = DP Média =+ DP Média = DP
30.743 11,12MeC26 0,345 + 0,068 0,326 + 0,069 0,295 £+ 0,092 0,338 + 0,076 0,208 + 0,044 0,172 + 0,046 0,039 £ 0,041
33.093 9,11,13MeC27 14,813 + 1,487 | 15315 £+ 1,603 | 12,993 + 2591 13,436+ 1,229 | 11,267 <+ 1,012 10,97 + 1,751 0,341 + 0,143
33.292 TMeC27 0,298 + 0,1 0,261 + 0,028 0,804 + 3224 0,255 + 0,026 0,195 + 0,023 0,231 + 0,078 0,005 + 0,008
33.502 SMeC27 0,185 + 0,026 0,164 + 0,019 0,499 £ 2,045 0,156 £+ 0,031 0,107 + 0,024 0,133 + 0,023 0,026 + 0,027
35.350 12,13, 14MeC28 12 1,573 + 0,269 1,38 + 0,297 1,359 + 0,261 1,374 £ 0,183 0977 £ 0,172 1,282 + 0,475 *
37.570 9,11,13,15MeC29 15 15,2 + 1,483 | 15,102 <+ 1,859 | 16,028 + 3,038 | 15972 £ 1,304 | 12,043 <+ 1,191 14,232+ 2,285 0,345 + 0,122
41.767 13,15,17MeC31 20 5702 £ 0,768 5074 = 0,733 7,412+ 1,131 7254 £ 0,576 5,353 + 0,545 6,479 £ 097 0,155 + 0,055
42.199 3,5,7,10,12, 13,15MeC31 0,195 + 0,085 0,15 + 0,059 0,351 + 0,401 0314 £ 0,06 0,185 + 0,052 0,289 + 0,074 *
42.305 9, 12, 14MeC31 0378 + 0,188 0,225 £+ 0,126 0,724 + 1,307 0,509 + 0,098 0,251 + 0,105 0,54 + 0,157 0,024 + 0,027
42.774 3,5,7,11,13,15,16 MeC32 0,203 + 0,105 0,097 £ 0,041 0,206 + 0,054 0,206 + 0,032 0,121 + 0,03 0,256 + 0,191 0,13 + 0,104
45352 7,9 MeC33 0,085 + 0,08 0,055 £+ 0,082 0,147 £+ 0,065 0,159 £ 0,068 0,094 £ 0,051 0359 £ 0433 1,15 + 0,559
46.030 5,11, 13,14,15,16 MeC33 1,233 + 0,243 0,879 £ 0216 2,011 + 031 1,914 £ 0,149 1,292 £+ 0,13 1,508 + 0,204 0,021 + 0,024
51.990 13,15,16,17MeC35 0,198 + 0,108 0,087 + 0,037 0,48 + 0,078 0454 + 0,083 0,203 + 0,061 0,205 + 0,05 *
diMetil-Alcanos
Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média =+ DP Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP Média =+ DP Média = DP

33.663 11,15diMeC27 0,514 + 0,156 0,505 + 0,168 0,5 + 0,139 0,537 + 0,123 0,363 + 0,099 0,457 + 0,142 *
33.731 7, 11- 7,15 diMeC27 0,301 + 0,162 0232 + 0,155 0257 + 0,103 0222 £ 0,092 0,13 + 0,072 0,201 + 0,126 *
33.825 6,10 ¢ 11,15 diMeC27 0,322 £ 0,09 0,307 + 0,105 0319 £ 0,079 0,327 £+ 0,069 0214 £+ 0,08 0,296 = 0,097 *
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Area Relativa dos Picos

diMetil-Alcanos

Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média =+  DP Média =+  DP Média =+  DP Média =+  DP Média =+  DP Média +  DP Média =+  DP
33.977 4,8 ¢ 13,15 diMeC27 0,371 + 0,116 0328 £ 0,097 0338 + 0,073 0,33 + 0,076 0,179 £ 0,069 0273 £+ 0,084 0,075 £ 0,027
38.049 10,15diMeC29 0,708 + 0,131 0,631 £+ 0,145 1,217 £ 2,556 0814 £+ 0,12 0,519 £ 0,099 0,739 =+ 0,2 0,031 £ 0,066
39.691 9,13 diMeC29 17 0,9 + 0,24 0,532+ 0,104 0,774 £ 0,095 0,759 £ 0,083 0,456 £ 0,065 0,625 £ 0,108 *
43.776 3,7 diMeC31 2 0,667 £+ 0437 0,113 £ 0,032 0,25 + 0,031 0,246 £+ 0,029 0,131 £ 0,025 0,209 £ 0,073 *
Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média =+  DP Média =+  DP Média =+  DP Média =+  DP Média +  DP Média +  DP Média =+  DP
21.585 7C23:1,9C23:1 2 * * 0,014 £ 0,015 0,273 £ 0,066 1,796 £+ 0,299 0,732 £ 0,275 0433 £ 0,152
26.813 5C25:1,7C25:1, 9C25:1 0,181 + 0,081 0,194 £ 0,066 0,139 £ 0,054 0288 £ 0,059 0,928 £ 0276 0,656 = 0,232 1,131+ 0,309
27.020 2C25° 0 + 0 * * 0,011 + 0,011 0,002 £ 0,007 0,002 £ 0,008 0,331 £ 0,186
31.734 | 6C27:1,7C27:1,9C27:1 ’ 0326 + 0,088 0276 £ 0,077 0219 £ 0,064 0,289 £ 0,063 0,243 £ 0,062 0,234 £ 0,077 1917 + 0,621
31.901 zC27 0,118 + 0,151 0,114 = 0,02 0,1 + 0,03 0,117 + 0,018 0,066 £+ 0,02 0,047 £+ 0,029 0976 £ 0,447
34.222 8C28:1, 9C28:1 0287 £ 0,069 0246 £ 0,077 0266 + 0,058 0262 £ 0,057 0,143 £ 0,049 0,192 = 0,063 0,013 + 0,021
36.362 7C29:1,9C29:1 13 1,034 + 0214 0,795 + 0,181 0812 + 0,227 0948 + 0,181 0,606 + 0,113 0,523 £ 0,155 3391 £ 0,773
36.503 zC29 * * * * * * 0343 + 0,181
40.702 1(?83311::11: flcé‘jllli,glcscl;l’l 1,257 £ 0355 0,723 £ 0,204 0,997 £ 0,278 1,162 £+ 0,271 0479 £ 0,387 0,808 = 0,221 2,999 £ 1,57
sa.645 | 8O3 912(3%31:’110“3:1’ * * * * * * 0227 % 0,157
44812 | 9C33:1, 10C33:1, 13C33:1 0512 + 0371 0392 £ 0,486 0,653 + 0,303 0915 £ 0,423 0,651 £+ 0,294 2,25 + 2,448 6,848 + 3,301
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Area Relativa dos Picos

Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP
44.961 2C33 0057 + 0138 | 0026 = 008 | 0084 = 0061 | 0139 = 008 | 0055 = 0061 | 038 = 0532 1244 £ 0679
50.024 113%335511 1125%3;5511 * * * * 0,006 + 0027 | 0,198 + 0414 1 £ 0,581
50.210 23575 * * * * 0013 + 0043 | 037 = 0626 | 1432 = 0724
Alcadienos
Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP
31.004 22¢27 * * * * * 0,06 + 0059 | 0169 + 0055 | 0012 =+ 0,023
40.268 2231 "7 * * * * * * 0,54 £ 0274
44302 2233 % * * * * 0,031 + 0045 | 0266 + 0352 | 1151 = 0,776
44.473 22033 2 * * * * * 0,012 + 0,048 | 0121 £ 0,092
49.393 22C352 %" * * * * * 0,102 + 0239 | 0503 + 0337
49.596 2zC35b * * * * * 0052 + 016 | 0278 =+ 0,177
Pw Pp Pb Pbm Pbd Re Fg
TR Composto Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média =+ DP | Média + DP Média + DP
11.620 ni. ! * * * * * * *
19.644 ni. * * * * 0248 = 0047 | 0,091 = 006 | 0098 = 0,035
19.958 ni. * * 0,004 + 0011 [ 0045 = 0011 * * *
20338 ni. * * 0,023 + 0014 * * 0,061 + 0,056
23.982 ni. 0,004 = 0,024 * 0161 + 0155 | 0037 = 0062 | 0006 = 0024 | 0038 = 0112 0048 £ 0067
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Area Relativa dos Picos

TR Composto Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP | Média + DP Média + DP
25.833 ni. 0,002 + 0,01 * * 0,02 + 0016 * * *
29.242 ni. * 0,036 + 0044 | 0058 + 0032 | 0076 + 0025 | 0003 <+ 0012 | 002 + 002 | 0027 <+ 002
29.558 i’ 0,09 = 0064 | 0,106 <+ 0058 | 0,117 <+ 0044 | 0,118 = 0051 | 0025 = 0026 | 0057 < 0047 | 0002 + 0007
34.765 ni !l 0,006 + 0024 | 0011 £ 0028 | 0013 + 0,027 * 0,001 + 0003 [ 0012 £ 0,026 *
38.400 ni. 0,191 + 0127 | 0072 + 0063 | 0,177 + 0139 | 0155 + 0039 [ 0021 + 0041 | 0159 < 006 *
40.116 ni'® * * * * * * 0243 £ 0057

(TR) - Tempo de reten¢do (min) ; (DP) — desvio padrdo; (-) - composto ndo encontrado; (Z) - indica uma insaturagdo de posi¢do ndo identificada; (Me) - grupo metil; (*) - composto que apresentou porcentagem de
area do pico <0,001%; compostos com tempo de retengdo em azul apresentaram aumento estatisticamente significativo (ANOVA associado ao teste post-hoc Bonferroni, p<0,05) na proporgdo da area do pico em
forrageiras a0 menos com relagdo a recém-emergida, ja os tempos de retengdo em vermelho representam redugdo da concentragdo estatisticamente significante (ANOVA associado ao teste post-hot Bonferroni,
p<0,05) nas forrageiras; (n.i.) - hidrocarboneto ndo identificado; os niimeros sobrescritos em vermelho na segunda coluna indicam os componentes principais na ordem em que aparecem de acordo com o tempo de
retencao.
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Figura 8 — Cromatograma representativo das fracées de extrato cuticular de abelhas forrageiras. Os compostos que melhor explicam a variacio entre as fases do
desenvolvimento estio marcados em vermelho (ver Tabela III). O eixo X representa o tempo de retencio em que os compostos aparecem. O eixo Y indica a
intensidade do pico. Compostos menos representativos nesta fase do desenvolvimento podem aparecer basais. Picos de compostos que nio estdo indicados como
componentes principais, incluindo alguns mais intensos, nio ajudam a explicar a variacio entre os grupos.
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A. Discriminagdo das fases do desenvolvimento B. Discrimangao das fases do desenvolvimento excluindo-se Pw e Fg
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Figura 9 — Analise candnica baseada nos compostos revelados por Analise de Componentes Principais em cada fase do desenvolvimento estudada. A analise
discrimina quantitativamente os hidrocarbonetos cuticulares de todas as fases do desenvolvimento em estudo (Pw, Pp, Pb, Pbm, Pbd, Re e Fg). (A) Analise
comparativa incluindo todas as fases em estudo. (B) Analise comparativa retirando-se as fases Pw e Fg. Wilks’Lambda: p < 0,000001.
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(%) Porcentagem de grupos de hidrocarbonetos por fase do desenvolvimento
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Figura 10 — Proporciao dos grupos de hidrocarbonetos nas diferentes fases do desenvolvimento. As colunas representam as médias de compostos e as barras
representam o desvio padrio. Letras diferentes dentro de um grupo significam diferenca estatistica significante para p<0,05 no teste ANOVA associado ao teste
post-hoc Bonferroni. Os graficos menores inseridos em diMetil-Alcanos e Alcadienos sdo uma representacio em maior escala das barras de fases com baixa
proporcio de compostos, para que possam ser mais adequadamente visualizadas.
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4.2. Teste dos primers e confirmacgao das sequéncias
O resultado do teste dos primers para amplificacdo dos cDNAs de desaturases e
elongases encontra-se na Figura 11. As sequéncias foram validadas por
sequenciamento direto da regido inter-primers e PCR in silico (Tabela IV). As
posigdes de amplificacdo dos primers abrangendo a regido de dois éxons consecutivos

nos genes de desaturases e elongases podem ser observadas na Figura 12.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 B

Figura 11 — Teste dos primers desenhados para desaturases e elongases. Desaturases: 1-
GB51236, 3-GB51238, 4-GB48195, 5-GB48194, 6-GB48193, 7-GB45034, 8-GB42217 e 9-
GB42218. Elongases: 2-GB46038, 10-GB53873, 11-GB54396, 12-GB53872, 13-GB54401, 14-
GB51249, 15-GB54399, 16-GB54302, 17-GB45596, 18-GB51247 e 19-GB40681. B- controle
negativo (sem cDNA).

Tabela IV — Sequéncias validadas por sequenciamento direto da regiao inter-primers e PCR in
silico (-). (F) amplificacdo para sequenciamento com primer de sentido direto; (R) amplificacio
para sequenciamento com primer de sentido reverso.

Enzima Gene Primer Sequéncia (5'->3")

F -

GB48195 GCCAACCTTCGCCAAGTGCTCCTATGGCCACCG
R | CTTTATTCTCCGAAGGATTGATAAACTTGTCAT
ATGGTTTGTTTCCAAGGATATGAGCAGCGAG

AATGGGTGAGAGACCACAGAGTTCATCATAAA
TTCACAGATACTGATGCGGATCCACATAATGCA
CAACGAGGATTCTTCTTCTCGCATATGGGTTGG
GTAAAAC

GB31236 TCCAGTATCTGTGAATTTATGATGAACTCTGTG

GTCTCTCACCCATTCATAAATATGATTTTGGAA
AGCGGTTGTTTGAAGAAGCATCAAGCACGAAA
CGTAA

AGTGATTTGGAAAAAGATCCCATTGTCGTTTGG
F CAAAGAAGATTGTATATCGTGCTGATGCCTCTT
GB51238 TTGTGCTTTGTAATTCCTACATGGGAATCTT

DESATURASES R -

TATGATTTAAAAACTGTTCCCGAAGAAATGATT
F GCAAAACGAATAGCCAGAACTGGAAATGAATC

GB42218 GAGCTGCAACAAAAA

TATGCTTGTCCCAATAAAGCACAGAAATCAAT
R GAACGCAGTGGTAAGATTGGTTTTATAACCCCC
AAGTTCACCCGTAAG

CTCATACTCTTGCAGGAAGTAGGTTCGATATAT
F GACTGGATTTTATATCACAGGATTCATCATAAA

GB42217 TATTATGGGACTGTTAAAGATCCATACAAG

ATCCAGTCATATATCGAACCTACTCCTGCAAGA
R GTATGAGCAAGCATAAGGAATAATTTAATAAA
TCCTACGGCTTC

AAAATGGCCACTTCGATTACTTCTAATATTCCT
GB48193 F CTTTACCATAACCGGACAAAAAGATGTATACA
GATGGGCATTGGATCACAGAA
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Enzima

Gene

Primer

Sequéncia (5'->3")

R

CGAATATTAGAAGTAATCGGAAGTGGCCATTTT
GCTTTGTATGCCCTATGAGACCACAATCGATGT
ACTCCTGCAGTTATGCCGAATCCGGTAGTAAA

ELONGASES

GB54401

CGTACACAGCGCCCAAGCTTTGATATTCGATTG
CGGCTATCCAAAACTGGTAGCGGCACTTTTACT
GCAAACTCTCTAT

ACAGAATTGTACCAATTGTACAGTAGTGAGAT
GTTTTTTCCACCATAAGTATTTTTGATATTCCGG
TCCCAAAAT

GB51249

TCGCAGATCAGAGAACAACGAATTGGTTTATG
ATGAGCTCACCATTTCCTACTCTGTTTATCTGCT
TGAGCTACGTATAGGGGTGTAAAAGTTTAAAT
C

GB53872

AGTGTTACGAAAGCAGGAATT

GB54396

|| w || m

GB54399

TCGTATTCTTCACACTTCGAAAAAACAAAATCA
AGTGGACATTTCTACATGTTTACCACCATACGA
TAACCTCAATATGGCTCATGGGTTGTAAACACG
T

GTGAAGAATACCGTGTCAAGAAGATCCATTAT
TTTTGCGATGAAATACCACCAGGCAGCTGACA
AT

GB45596

TATGGGTTTTACCATAGTGTTTGTATACCTAGC
TTTATTGAACAAGATGTCGTGTCTGGTTTTTGG
ACAAAACAT

GB51247

GTCCTCTTCCTACCATGGTGATATGCCTGTGTT
ATGCGTATTTCAGCAAAGTTTTAGGACCGAGG
GATAATGGAGAAATCTCTCTATCC

GCTCATCATCATCCAATGGTTCACTCTGGG

GB46081

AAAAAATATTGTCTCCGTATAAACCAATAATA
ACCTCGGTGCAAATGGTCCAATTCGTAACCCT

GB46038

CCTTTATCGTTCTATTTGGAAACTTTTATGCCAA
AGCTTATATTGCTAAGGGCAAGCAAGCATATG
CGGAGAGGAA

TCCATGACAAGTGCATATTGCATCCAAAGTGG
AAAATCGCATCCTGATCGAATACCATTGATGCC
AAGAATCAAA

GB53873

TTTTATCATAGTGTTTGTATACCTAGCTTTATTG
AACAGGACGTAGTATGTGGTTTTTGGGGTCATG
GATGTTAAA

TTAATATATGAATCATTTCTGGTAATGTTCTAA
ATACTCCAATAATGGAAAACAATGAAAGTAAT
GAACTCAA
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A. Primers e genes codificadores de desaturases

GB51238 = e . . L - =
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Rl Fl
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Fl Rl
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Rl Fl
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Fl Rl
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Rl Fl
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Figura 12 - Posicionamento dos primers nas sequéncias dos genes codificadores de desaturases
(A) e elongases (B). Em marrom esta representada a regido transcrita do gene; nas areas
marrons mais estreitas estao as regioes nao traduzidas (UTRs). As linhas tracejadas representam
os introns. As barras verticais acompanhadsa das letras F e R indicam os primers sentido direto
(F), e sentido reverso (R).

4.3. Analise da expressao génica por RT-qPCR e correlagao com o perfil

de hidrocarbonetos cuticulares
Tanto para os genes de desaturases como para os genes codificadores de
elongases que apresentaram diferenca de expressdo estatisticamente significativa

durante o periodo de desenvolvimento analisado (fases Pw, Pp, Pbm, Re e Fg),
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verificou-se um padrao de aumento de expressao no estagio adulto (fases Re e Fg). Os
genes de desaturases que apresentaram expressao significativamente mais alta nos
adultos foram: GB51238, GB48195, GB42218, GB42217, e GB48193 (Figura 13). Os
genes de elongases com expressao significativamente mais abundante nas fases
adultas (Re e/ou Fg) foram: GB51249, GB53872, GB54396, GB45596 ¢ GB51247.
Os genes GB54401 e GB46038 apresentaram maior quantificacdo de transcritos em
Fg se comparados a Pp e Pbm, respectivamente. O gene de elongase GB40681
apresentou maior nivel de expressdo na fase adulta-farata Pbm (Figura 14).

A partir dos dados de expressao génica e do perfil de hidrocarbonetos, foi feito
um teste de correlacdo com a finalidade de inferir sobre o envolvimento destes genes
na biossintese de grupos de hidrocarbonetos cuticulares especificos. Dos genes
codificadores de desaturases, apenas o GB51236 ndo apresentou qualquer tipo de
correlagdo estatisticamente significativa (p>0,05), enquanto os demais foram
negativamente correlacionados com o grupo de compostos saturados e positivamente
correlacionados com o grupo de compostos insaturados (p<0,05) (Tabela IV). Dos
genes codificadores de elongases, seis (GB54401, GB51249, GB54396, GB45596,
GB51247 e GB53873) apresentaram dados de correlagdo estatisticamente
significantes (p<0,05) (Tabela V).
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Figura 13 - Andlise da expressio génica de desaturases por RT-qPCR. Os cédigos de acesso estio indicados em cada grifico. Foram avaliadas as quantidades
relativas de transcritos de seis desaturases. Diferentes letras sobre as barras de erro indicam diferenca estatistica significativa entre as fases do desenvolvimento
(p<0,05). Os graficos menores inseridos sio uma representacio em maior escala das barras relativas as fases de desenvolvimento com baixo nivel de expressio,
para que possam ser mais adequadamente visualizadas. Pw: pupa; Pp: pupa em apdlise; Pbm: adulta-farata; Re: recém emergida; Fg: forrageira.
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Figura 14 - Anailise da expressdo génica de elongases por RT-qPCR. Os codigos de acesso estio indicados em cada grafico. Foram avaliadas as quantidades
relativas de transcritos de dez elongases. Diferentes letras sobre as barras de erro indicam diferenca estatistica significativa entre as fases do desenvolvimento
(p<0,05). Os graficos menores inseridos sio uma representacio em maior escala das barras relativas as fases de desenvolvimento com baixo nivel de expressio,
para que possam ser mais adequadamente visualizadas. Pw: pupa; Pp: pupa em apdlise; Pbm: adulta-farata; Re: recém emergida; Fg: forrageira.
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Tabela V- Resultado do teste de correlacdo de Spearman R entre os perfis de expressido de genes de desaturases e de grupos de hidrocarbonetos. Valores marcados
em vermelho indicam significincia estatistica (p<0,05). (-) indica correlacio negativa.

Grupos de hidrocarbonetos

dSseaI;EiaciZs Alcna-nos Metil-Alcanos | diMetil-Alcanos | Ramificados | Saturados | Alcenos | Alcadienos | Insaturados
GB51238 0,600 -0,700 -0,400 -0,600 -1,000 1,000 0,975 1,000
GB48195 0,600 -0,700 -0,400 -0,600 -1,000 1,000 0,975 1,000
GB51236 0,100 0,000 -0,500 -0,100 -0,300 0,300 0,205 0,300
GB42218 0,500 -0,600 -0,200 -0,500 -0,900 0,900 0,872 0,900
GB42217 0,600 -0,700 -0,400 -0,600 -1,000 1,000 0,975 1,000
GB48193 0,700 -0,900 -0,300 -0,700 -0,900 0,900 0,975 0,900

Tabela VI- Resultado do teste de correlacdo de Spearman R entre os perfis de expressido de genes de elongases e de grupos de hidrocarbonetos. Valores marcados
em vermelho indicam significincia estatistica (p<0,05). (-) indica correlacio negativa.

Grupos de hidrocarbonetos

Genes de

elongases | n-Alcanos | Metil-Alcanos | diMetil-Alcanos | Ramificados | Saturados | Alcenos | Alcadienos | Insaturados
GB54401 0,300 -0,400 -0,300 -0,300 -0,900 0,900 0,821 0,900
GB51249 0,600 -0,700 -0,400 -0,600 -1,000 1,000 0,975 1,000
GB53872 0,600 -0,500 -0,500 -0,600 -0,800 0,800 0,718 0,800
GB54396 0,500 -0,600 -0,200 -0,500 -0,900 0,900 0,872 0,900
GB54399 | -0,500 0,700 -0,100 0,500 0,300 -0,300 -0,462 -0,300
GB45596 0,700 -0,900 -0,300 -0,700 -0,900 0,900 0,975 0,900
GB51247 0,700 -0,900 -0,300 -0,700 -0,900 0,900 0,975 0,900
GB40681 | -0,600 0,300 0,600 0,600 -0,200 0,200 0,154 0,200
GB46038 0,600 -0,700 -0,400 -0,600 -0,200 0,200 0,359 0,200
GB53873 0,800 -0,900 -0,300 -0,800 -0,600 0,600 0,718 0,600
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4.4. Analise evolutiva das desaturases e elongases de insetos

Todas as desaturases incluidas na analise filogenética pertencem a subfamilia da
Primeira Desaturase (Figura 4, Apéndice A). As desaturases se agruparam em clusters
de acordo com a similaridade de fun¢do (posicdo onde ¢ formada a insaturagdo no
acido graxo), sendo claro o processo de duplicagcdo génica para expansao desta familia
de enzimas nos insetos. Alguns eventos de duplicagdo génica também podem ser
descritos dentro de ordens especificas, como ¢ o caso das All desaturases de
Lepidoptera (Figura 15). Todas as desaturases de A. mellifera apresentaram maior
similaridade com as A9 (16>18) desaturases.

Para as elongases foram observados dois grandes grupos (Figura 16), distintos
pelo seu dominio funcional (Figura 5, Apéndice B). Trés elongases de 4. mellifera
estdo localizadas no cluster das S/MUFAs (GB53873, GB53872 ¢ GB45596),
enquanto oito estdo no cluster das PUFAs (GB51249, GB51247, GB54401,
GB54302, GB54396, GB54399, GB40681 e GB46038). Estd claro, através da
topologia da arvore, que estes genes, assim como os codificadores de desaturases,
vem sofrendo processos de duplicagdao entre os insetos desde a origem da classe e

dentro de cada ordem.
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| A9(18>16) &

A9(16>18)

Figura 15 - Arvore filogenética das desaturases de insetos. Estas enzimas foram classificadas com base no grau de
similaridade de enzimas com func¢io conhecida. Cluster em azul apresenta maior similaridade com A14 desaturases; cluster
em amarelo apresenta maior similaridade com A9(18>16) desaturases; cluster em laranja apresenta maior similaridade com
A1l desaturases. As demais apresentam maior similaridade com A9(16>18) desaturases. Cores dos ramos: azul,
Hymenoptera; vermelho, Diptera; verde, Lepidoptera; amarelo, Coleoptera; lilis, Crustacea; laranja, Chelicerata. As
enzimas de A. mellifera estio grafadas em azul. A barra indica substituicdes para aquele tamanho de ramo. Os valores nos
nos indicam o suporte de ramo para 500 replicacdes de bootstrap. Foi utilizado um padrio de nomenclatura com a primeira
letra indicando o género e as trés letras seguintes indicando a espécie, seguido do niimero de acesso da enzima (ver Tabela II).
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Figura 16 - Arvore filogenética das elongases de insetos. Estas enzimas foram classificadas com base em seus dominios
funcionais, obtendo-se dois clusters: SIMUFA (area azul) e PUFA (area cinza). Cores dos ramos: azul, Hymenoptera;
vermelho, Diptera; amarelo, Coleoptera; lilias, Crustacea; laranja, Chelicerata. As enzimas de A. mellifera estio grafadas em
azul. Valores de suporte de ramos em aLRT. A barra indica substituicdoes para aquele tamanho de ramo. Foi utilizado um
padrio de nomenclatura com a primeira letra indicando o género e as trés letras seguintes indicando a espécie, seguido do
nimero de acesso da enzima (ver Tabela II).
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5. Discussao
5.1 O perfil de hidrocarbonetos cuticulares

Os hidrocarbonetos cuticulares sao produzidos em um estagio para serem
usados principalmente no estagio subsequente do desenvolvimento (Guo e Blomquist,
1991; Young e Schal, 1997). Os niveis destes compostos sdo praticamente constantes
na cuticula nos estagios larval e pupal da mariposa Spodoptera eridania. Estes
compostos sdo acumulados internamente no inseto (nos endcitos) antes de cada
evento de muda (primeira metade de cada fase larval) para posteriormente compor a
nova cuticula da fase seguinte (Guo e Blomquist, 1991), uma vez que ndo sao
reabsorvidos na muda e sdo utilizados na formag¢ao do envelope que recobre a
cuticula (Young e Schal, 1997; Schal ef al., 1998). Aqui demonstramos que o perfil
de hidrocarbonetos cuticulares da abelha A. mellifera apresenta variacdo quantitativa
durante o processo de formagao e maturagao da cuticula. Este pool de hidrocarbonetos
sera utilizado para a reconhecimento na colmeia e impermeabilizagao da cuticula.

Os perfis de hidrocarbonetos se modificam com o avanco da diferenciacao e
maturacao cuticular durante o desenvolvimento pupal e adulto-farato até a fase adulta
da abelha operaria A. mellifera. A analise multivariada dos principais componentes
revelou diferencas quantitativas significantes (p<0,000001) entre a cuticula pupal
(fases Pw e Pp), a cuticula adulta em formagao (fases Pbm, Pbd e Re) e a cuticula
completamente formada (Fg).

Apos sete dias de emergéncia da abelha, Blomquist et al. (1980a) verificaram
um aumento na propor¢ao de compostos saturados, contudo s6 foram verificados os
n-alcanos, condizendo com os resultados aqui encontrados. Estes autores observaram
aumento nas fracdes C25 ¢ C27, e um decréscimo nas fragcdes de C31, C31:1, C33,
C33:1 e C35:1 cuticulares. Aqui ndo foi identificado o composto C33 e os niveis dos
alcanos C25 e C27, e dos compostos insaturados na fracdo de C31:1 a C35:1 (ver
Tabela III) tiveram aumento nas suas propor¢des se compararmos as forrageiras com
as demais fases do desenvolvimento. Nunes et al. (2009) demostraram um aumento
nas fragoes de C27, C27:1 e C31:1 em operarias mais velhas da abelha sem ferrao
Schwarziana quadripunctata, similar ao que estamos demonstrando em 4. mellifera
(ver Tabela III).

Kather ef al. (2011) mostraram que o perfil de hidrocarbonetos das forrageiras
consiste principalmente de n-alcanos. Estes compostos, juntamente com os alcenos

(ver Figura 10), apresentaram maior propor¢ao em forrageiras que em recém
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emergidas, como aqui observado. Ainda segundo Kather et al. (2011), os alcenos
apresentam este aumento no estdgio adulto por, possivelmente, atuarem no
reconhecimento intra e inter-colonial, fato ja observado por Chaline et al. (2005) e
Dani et al. (2005), uma vez que n-alcanos sao menos informativos (Blomquist et al.,
1980b; Krasnec e Breed, 2013). Contudo, o foco dos trabalhos quase sempre foi a
fun¢do dos hidrocarbonetos como composto semioquimico, ndo a sua participacao na
formacao e maturagao cuticular.

Nossos resultados diferem dos de Blomquist et al. (1980b), onde se tratando da
propor¢ao de hidrocarbonetos cuticulares de operarias adultas, os alcanos representam
cerca de 48% do total e os componentes insaturados 52%, ja que aqui foram
encontrados aproximadamente 70% e 30%, respectivamente, em forrageiras. Isto
pode se dar pelos diferentes métodos utilizados para a verificagdo da posicao das
insaturacgoes - aqui usamos o método de derivatizagao de Carlson (1989), baseado em
reagdes com enxofre, enquanto Blomquist et al. (1980b) utilizaram uma técnica
baseada em mercuracdo de compostos seguida de oxidagdo por grupo metoxi (metil
ligado a oxigénio).

Similarmente a Blomquist ef al. (1980b) encontramos alcenos com tamanho de
cadeia de 23 a 35 atomos de carbono em abelhas adultas, porém, enquanto Blomquist
et al. (1980b) s6 encontraram alcadienos de cadeias com 28, 30 e 32 atomos de
carbono, aqui foram encontrados alcadienos para todos os tamanhos de cadeia entre
28 e 35 4tomos de carbono.

Comparando-se com outro modelo de abelha social, Melipona marginata,
abelhas imediatamente antes da emergéncia (ou ecdise) e recém-emergidas (pos-
ecdise) apresentaram maiores concentragdes de compostos saturados que as
forrageiras, porém a concentracdo de compostos insaturados se mostrou maior que a
dos saturados na fase de forrageira (Abdalla et al., 2003).

Os resultados da literatura sobre (1) as alteracdes no perfil de hidrocarbonetos
cuticulares em consequéncia de resposta imune (Richard et al., 2008; Richard et al.,
2012), (2) a relacdo entre a alimentagdo e a incorporacio de acetato marcado com '*C
para integrar hidrocarbonetos seguida do acumulo destes compostos no corpo
gorduroso de larvas de Lepidoptera (Guo e Blomquist, 1991) e ninfas de B.
germanica (Young e Schal, 1997), (3) a identificacdo destes hidrocarbonetos na
cuticula recém sintetizada e a manutencdo de seus niveis em cada fase de

desenvolvimento (Guo e Blomquist, 1991; Young e Schal, 1997), somados aos
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resultados aqui obtidos durante a maturagao da cuticula adulta de 4. mellifera, servem
para reafirmar a ideia de que estes compostos sao fundamentais para a estrutura da
cuticula, seja como barreira contra perda de agua e contra patdogenos, seja para a
comunicacdo quimica, e ainda sugerem uma cuticula informativa desde a pupa a
forrageira. Outro ponto a ser ressaltado € que, de nosso conhecimento, este ¢ o
primeiro estudo da evolucdo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares durante o

periodo de formagao e maturagdo da cuticula adulta em um inseto social.

5.2. Expressao génica de desaturases e elongases e correlacio com os
perfis de hidrocarbonetos no contexto de formacdo e maturacio da
cuticula adulta
Em ninfas de B. germdnica foi estabelecida estreita associacdo entre a

alimentacdo durante os ciclos de muda e a incorporagdo de acetato marcado com Hc
em hidrocarbonetos cuticulares (Young e Schal, 1997). Durante as fases em que a
larva do Lepidoptera Trichoplusia ni se alimenta, hd intensa biossintese de
hidrocarbonetos, reduzindo somente no momento proximo a ecdise. Estes compostos
nao sao reaproveitados e, proximo aos episoddios de muda, sdo sintetizados de novo e
estocados internamente para mais tarde integrar o envelope da nova cuticula (Dwyer
et al., 1986). Extrapolando estes resultados deduz-se que a sintese de hidrocarbonetos
em ninfas de hemimetdbolos e em larvas de holometabolos estd diretamente
relacionada a alimentagdo e ao processo de muda e progresso do desenvolvimento.
Nossos dados mostram aumento significativo na propor¢do de alcanos, alcenos e
alcadienos (ver Figura 10) ao final da muda imaginal. Este aumento ocorre em
auséncia de consumo de alimento e, provavelmente, as custas de materiais e energia
estocados nos adultos-faratos.

Biologicamente, um fator que explica a correlagdo entre a expressao génica € o
perfil de hidrocarbonetos ¢ o fato da biossintese de hidrocarbonetos e seu transporte a
cuticula serem regulados conjuntamente, sendo maior a quantidade de
hidrocarbonetos produzidos e transportados a cuticula em estagios em que o inseto se
alimenta (Dwyer et al., 1986), no caso do trabalho aqui apresentado a fase adulta da
abelha em relacdo aos estagios pupais e adultos-faratos. Entretanto, a desaturase
GB51236 (ver Figura 13) e as elongases GB54401, GB54399, GB40681, GB40638 ¢
GB53873 (ver Figura 14) ndo apresentaram aumento significativo na quantificacao

relativa de transcritos nas fases em que a abelha deve se alimentar, o que no caso de
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abelhas Re pode ser explicado pelo momento da coleta, no ato da emergéncia da
célula de cria quando a abelha ainda ndo se alimentou. Wang et al. (1982) mostrou
através da incorporacdo de acetato marcado com '*C, injetado no abdémen, que em
Musca domestica L. a atividade das enzimas desaturases aumenta apos a emergéncia
apresentando alto indice de correlacdo com a sintese de alcenos.

Os genes codificadores das desaturases GB51238, GB48195, GB42218,
GB42217 apresentaram elevado nivel de transcritos nas operarias adultas se
comparado aos demais genes de desaturases, além de alto indice de correlacao
positiva com os compostos insaturados, alcenos e alcadienos, tornando-os potenciais
candidatos a participarem da biossintese destes grupos de hidrocarbonetos cuticulares.

Curiosamente, nenhuma elongase apresentou  correlagdo  positiva
estatisticamente significativa com os grupos de compostos saturados, incluindo os
alcanos e hidrocarbonetos ramificados. As elongases que apresentaram correlacao
positiva significante o fizeram com grupos de compostos insaturados, incluindo os
alcenos e alcadienos (ver Tabela V). Como a propor¢ao de insaturados aumenta por
meio da reducdo da propor¢do de compostos saturados, ocorre uma correlacao
negativa destes compostos com as elongases que aumentam seu nivel de expressao na
fase adulta, sugerindo que as elongases aqui estudadas podem participar da
biossintese de compostos saturados e insaturados. Os genes de elongases GB51249 e
GB45596 foram os que apresentaram maior nivel de transcritos e também obtiveram
alto valor de correlagdao, sendo os melhores candidatos para testes posteriores de
silenciamento para verificagdo de fun¢ao relacionada a produgao de hidrocarbonetos
cuticulares.

Os aumentos nos niveis de expressdao génica das desaturases e elongases de A.
mellifera condizem com o aumento de volume dos endcitos e reticulo endoplasmatico
liso em abelhas operarias recém-emergidas e forrageiras relatado por Hepburn et al.
(1991), fortalecendo a ideia de que as enzimas aqui analisadas estdo diretamente
envolvidas na biossintese destes compostos.

Variagdo na expressao de desaturases também foi observada em outra espécie
de Hymenoptera, além da aqui caracterizada para 4. mellifera. Larvas de rainhas e
operarias da abelha Bombus terrestris apresentam expressao diferencial do gene
codificador da enzima acil-CoA desaturase (similar & A9 desaturase AF417841 de
Musca domestica). Este gene € expresso mais intensamente ¢ mais cedo em rainhas,

durante o primeiro estdgio larval. J4 no 4° estdgio larval, a quantificagdo dos
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transcritos ¢ um pouco maior em operarias (Pereboom et al., 2005). As desaturases,
assim, afetam a producdo de feromodnios de acordo com a necessidade do animal
(Vogel et al., 2010).

A sintese e deposi¢do dos hidrocarbonetos cuticulares tém relagdo com os
episodios de muda regulados por ecdisterdides. Tegumentos da mosca Sarcophaga
bullata tratados com 20-hidroxiecdisona (20E) apresentam maior capacidade de
incorporagdo de acetato (8-9 vezes mais) em hidrocarbonetos, especialmente em torno
de 22 a 26 horas apos a aplicagdo de 20E (Armold e Regnier, 1975). A elevacao nos
niveis de ecdisterodides possivelmente favorece as reagdes de elongacdo da molécula
de acido graxo precursora de hidrocarbonetos. As desaturases GB51238, GB48195,
GB42218, GB42217, e GB48193 (Figura 13) apresentam tendéncia de aumento de
expressao génica no estagio adulto, apos o pico de ecdisteroides. Padrao semelhante ¢
observado para genes envolvidos na maturacao e pigmentacao cuticulares (Pinto et
al., 2002). O aumento significante da expressao dos genes codificadores de elongases
de A. mellifera (GB54401, Fg>Pp; GB51249 e GB51247, Fg>Pw, Pp, Pbm e Re;
GB53872 ¢ GB54396, Re>Pw, Pp, Pbm e Fg; GB45596, Fg>Pw, Pp ¢ Pbm;
GB40681, Pbm>Pw, Pp, Re e Fg; GB46038, Fg>Pbm) (Figura 14), em seguida ao
pulso de ecdisterdides na fase Pp (ver Figura 3F-H) corrobora os resultados de
Armold e Regnier (1975) obtidos em S. bullata através de aplicacdo de 20E e
quantificacio da incorporacdo de acetato marcado com “H em hidrocarbonetos. E
possivel que nos casos em que a quantificagdo da expressao gé€nica apresentou-se
maior em Fg e Re seja necessario um nivel basal de 20E, enquanto para o gene
GB40681, que tem maior expressao na fase Pbm, o inicio da redugdo dos niveis de
20E circulantes seja o suficiente.

Outros reguladores, além de 20E, tém sido relacionados a biossintese de
hidrocarbonetos. Em mariposas, feromonios dependentes da biossintese de acidos
graxos, que se utiliza da a¢do de desaturases, tem seus niveis elevados apos a injecao
de neuropeptidio ativador da biossintese de feromoénios (Pheromone Biosynthesis-
Activating Neuropeptide, PBAN) (Foster e Roelofs, 1996; Foster, 1998). Este
neuropeptidio também tem sido relacionado ao inicio do processo de pigmentacdo da
cuticula (revisado em Zitnam e Adams, 2012).

Além das desaturases e elongases aqui abordadas, outras enzimas (ou genes que
as codificam) t€m sido estudadas no contexto da formagdo e maturagao da cuticula de

A. mellifera e outros insetos.
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A enzima laccase 2, fundamental para a pigmentagdo e maturagdo cuticular,
mostrou aumento de expressao no periodo de maturagdo da cuticula em 7. castaneum
(Arakane et al, 2005). Em A. mellifera, o nivel de expressao do gene da lacase 2
aumenta conforme ocorre a formagdo da cuticula adulta (Elias-Neto et al., 2009;
2010). A expressao do gene th e da respectiva proteina, com papel fundamental na
matura¢dao da cuticula, aumenta no ultimo dia do desenvolvimento adulto-farato,
sendo mantida nos adultos jovens de Tribolium castaneum (Gorman e Arakane,
2010).

DDC e TH, enzimas importantes para a maturacdo cuticular, também sao
importantes para a producdo de hidrocarbonetos (Marican et al., 2004; Wicker-
Thomas e Hamann, 2008). O tratamento de fémeas de D. melanogaster com um
supressor de TH causa elevacdo nos niveis de alcenos e redugdo nos niveis de
alcadienos e n-alcanos, sendo os dois primeiros usados como feromonio sexual por
esta espécie. Moscas mutantes para Ddc tém seus hidrocarbonetos restaurados pela
adicao de dopamina e foi sugerido que os genes codificadores de DDC e TH podem
estar regulando o gene codificador da enzima desatF, uma desaturase importante para
na produc¢do dos hidrocarbonetos usados como feroménios em Drosophila.

Os genes ebony e tan, também codificadores de enzimas importantes para a
esclerotizagdao e pigmentacdo da cuticula, atuantes no metabolismo de dopamina, nao
apresentam relacao com a biossintese de hidrocarbonetos. Sendo assim, modificagdes
do perfil de hidrocarbonetos ndo sao consequéncia de defeitos no processo de
esclerotizagao e pigmentacao (Wicker-Thomas e Hamann, 2008).

Sendo assim ¢ coerente supor que as enzimas das vias de sintese de
hidrocarbonetos cuticulares sejam reguladas por um processo paralelo, sujeito ao
efeito hormonal de 20E e importante para a formag¢do da cuticula, mais

especificamente a formacao do envelope.

5.3. Evolu¢ao de desaturases e elongases em Hymenoptera
As desaturases vem evoluindo por centenas de milhdes de anos entre os insetos
(Roelofs et al., 2002), sendo responsaveis pela produgdo de feromonios distintos,
especificos de cada espécie, servindo de atrativo sexual e impedindo a hibridizacao
interespecifica (Liu et al., 2004).
As A9 desaturases sao comuns a todos os insetos (Roelofs e Rooney, 2003). Em

lepidopteros, foi encontrado um padrao de duplicagdes independentes de genes
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codificadores de A-9 e A-11 desaturases importantes para a producdo de feromonios
(Knipple et al., 2002; Roelofs e Rooney, 2003; Liénard et al., 2008) e que apresentam
o mesmo dominio das subfamilia de enzimas Primeira desaturase (Apéndice A).
Apesar de serem encontradas em espécies filogeneticamente distantes, as enzimas
acil-CoA A-11 desaturases de lepidopteros sao homodlogas as acil-CoA A-9
desaturases de outras ordens de insetos (Knipple et al., 1998) indicando divergéncia
de funcdo posterior a separagao das ordens de holometdbolos, causada por eventos de
duplicagdo génica (Figura 15) (Liénard et al., 2008).

As desaturases A9(14-26) ndo apresentam alto grau de similaridade com as
desaturases bioquimicamente ja caracterizadas, normalmente relacionadas a producao
de feromonios, € ndo formam um clado especifico na arvore filogenética, além disso,
as representantes de lepidopteros estdo mais relacionadas as A9(14-26) de dipteros
que de sua propria ordem (Liu et al., 2004).

Segundo Roelofs e Rooney (2003), as Al4 desaturases possivelmente se
diversificaram antes da separacdo das ordens Diptera e Lepidoptera, o que ¢
corroborado pela filogenia aqui apresentada, mostrando sequéncias de desaturases de
himendpteros apresentando maior similaridade com A14 desturases (valor de suporte
de ramo = 0,982), formando um cluster com as desaturases representantes de
lepiddpteros (ver Figura 15, area azul).

Ao menos trés genes (desatl, desat? e desatF) estao relacionados com a
biossintese de hidrocarbonetos que funcionam como feromoénios usados para o
reconhecimento do parceiro em D. melanogaster (Dallerac et al., 2000). Wicker-
Thomas et al. (2009) também relataram a agdo dos genes desat! e desat F nos
endcitos, indicando que a sintese de feromoénios insaturados de Drosophila ocorre
nessas cé¢lulas.

Enquanto desatl e desat? sao originados de duplicacao (Fang et al., 2009), o
gene desatF originou-se de uma unica retrotransposicao , sendo este o unico gene
desta familia que ndo possui introns (Bai et al., 2007). E possivel que a evolugio
dessa familia de genes tenha sido influenciada por processos de selecao sexual e
adaptacao ecologica (Keays et al., 2011). Os dois genes A9-desaturase duplicados em
tandem, desatl e desat2, codificam produtos responsaveis pela adicdo da primeira
dupla ligacao nos precursores de acidos graxos insaturados, construindo monoenos
em moscas D. melanogaster de ambos os sexos. Desatl, Desat 2 ¢ Desat F atuam

sobre diferentes substratos. A ancestral Desat 1 ¢ uma A9-desaturase que introduz a
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primeira dupla ligagdo na posicdo A9 do acido palmitico (C16:0) para produzir A7-
hidrocarbonetos, ou menos comumente acido estedrico (C18:0), para gerar A9-
hidrocarbonetos em machos e fémeas. O gene desat 2 também codifica uma A9-
desaturase, que tem como substrato o acido miristico (C14:0) para produzir w5-acidos
graxos e, assim como desatF', ¢ expresso em fémeas (Dallerac et al., 2000).

Um problema para se construir arvores génicas de desaturases ¢ que suas
respectivas sequéncias apresentam um baixo nivel de homogeneidade, exceto em
casos de duplicagao génica recente. Também sdao observados casos de possivel perda
de funcao do gene ou formagao de pseudogenes (Roelofs e Rooney, 2003), entretanto,
a formacao de pseudogenes nao pode ser destacada em arvores obtidas a partir de
sequéncias de aminoacidos. Outro problema encontrado para a andlise evolutiva
destas enzimas ¢ que as sequéncias preditas ndo necessariamente corroboram suas
fungdes (posigdo especifica onde a insaturagdo sera formada) (Tripodi et al., 2006), o
que dificulta a analise com base na similaridade das sequéncias (Hashimoto et al.,
2008).

O extenso tempo de evolugao das desaturases faz com que as taxas de
substituicdo sejam elevadas, com muitos sitios ja sobrecarregados. Genes que
codificam proteinas/enzimas que interagem com acidos graxos, através de
duplicagdes, acumulam mutagdes podendo adquirir novas fungdes (revisado em
Karanth et al., 2009). O nivel de conservagdo dessas enzimas ¢ elevado na regido que
compreende os boxes de histidina, mas relativamente baixo fora dessa regido,
especialmente no dominio amino terminal (Knipple ef al., 1998). Este fato pode ser
observado no Apéndice A, onde se tem o alinhamento das sequéncias utilizadas para a
construgdo da arvore filogenética das desaturases de insetos. No alinhamento, a regido
N-terminal apresenta-se com muitos gaps, que sao menos frequentes na regido entre
os boxes de histidina conservados.

Dados computacionais ¢ filogenéticos podem ser usados para predizer as
fungdes das desaturases (Roelofs e Rooney, 2003; Liu ef al., 2004). Liu et al. (2004)
sugerem que membros de clusters de desaturases que apresentam um valor de
bootstrap no suporte do ramo >90% provavelmente tem a mesma func¢ao, justificando
a comparacao das sequéncias de desaturases de Hymenoptera com outras de fun¢ao ja
conhecida, porém a caracterizacdo bioquimica ainda ¢ muito importante,
especialmente para o grupo das Al10,11 desaturases, j4 que neste grupo pequenas

diferencas nas sequéncias que caracterizam as fungdes sao sutis.
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Quatro genes relacionados com a funcao desaturase, pertencentes a subfamilia
Primeira Desaturase que age na formacao de alcenos, tendo como alvo predito o acido
estearico (C18:0) para formar acido olé¢ico (C18:1) foram previamente identificados
em A. mellifera (Hashimoto et al., 2008). Entretanto, com as atualizagdes nas versoes
da sequéncia genomica desta abelha (a versao 4.5 ¢ a mais recente) € com a avaliacao
da expressdo génica, foi possivel detectar ao menos seis membros da subfamilia
Primeira Desaturase (Apéndice A) e suas sequéncias apresentaram maior similaridade
(testada por BLASTP) com A9(16>18) desaturases. Apenas sequéncias de
aminoacidos de desaturases de lepidopteros apresentaram maior similaridade com
A1l desaturases. Esses dados nao excluem a possibilidade de enzimas de
himendpteros também realizarem essa fungdo, porém, caso o fizerem, seria
provavelmente através de um processo evolutivo convergente e paralelo.

As elongases também podem afetar o comportamento sexual de uma espécie,
como demonstrado por Chertemps et al. (2007) ao estudar o gene elo F de D.
melanogaster. Fémeas submetidas ao silenciamento deste gene mediado por RNAI se
tornavam menos atraentes para os machos. Efeito contrario foi observado em machos
que sofreram inducdo da expressdo de elo F tornando-os atraentes para outros
machos. A acdo desta enzima ¢ importante para a elongacao de dienos resultantes da
reacdo catalisada por Desat F.

Foram previamente identificados em A. mellifera dois genes codificadores de
elongases da subfamilia S/MUFA, com fun¢do na sintese de alcanos e alcenos, e
quatro da subfamilia PUFA, com funcdo de elongacdo da cadeia dos compostos
poliinsaturados (Hashimoto et al., 2008). Porém, utilizando-se a versdo mais atual do
genoma (versao 4.5) e a analise do perfil de expressdo génica, foi possivel detectar
trés membros da subfamilia S/MUFA e oito da subfamilia PUFA (Figura 14, Figura
16, Apéndice B).

Os eventos de duplicagdo podem gerar dois ou mais genes, similares ou nao,
com as mesmas funcdes, fungdes similares ou funcgdes divergentes (revisado em
Sankoff, 2001). Variedade de duplicacdes foi encontrada para as desaturases dos
insetos, como previamente abordado por Roelofs e Rooney (2003) e Fang et al.
(2009). Na analise filogenética de familias de enzimas codificadas por multiplos
genes de espécies proximamente relacionadas, as sequéncias se agruparao em clusters
ordenados por tipo de enzima ou proteina, ou gene, ou ainda pela ordem das

duplicagdes, mas nao por espécies (Roelofs € Rooney, 2003).
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As desaturases GB51238, GB48195 e GB42217, com elevado nivel de
expressao nas operarias de 4. mellifera adultas e correlagdo positiva significativa com
alcenos e alcadienos, além de correlacdo negativa com os compostos saturados,
apresentaram, assim como as demais desaturases de 4. mellifera analisadas, maior
similaridade com as A9(16>18) desaturases. Porém ¢ possivel que ao menos uma
delas tenha fun¢do de formar a segunda insaturagdo como ocorre no caso da enzima
desat F em D. melanogaster (Dallerac et al., 2000) favorecendo, no caso e A.
mellifera, a formagao de diferentes hidrocarbonetos para a comunicagdo quimica.

As duas elongases mais expressas no estagio adulto (GB51249 e GB45596) sao
duas das trés elongases que apresentaram alto indice de correlagao positiva com os
alcadienos, porém a primeira foi agrupada no grande cluster de PUFAs e a segunda
no cluster das S/MUFAs, indicando uma relagdo de agdo sequencial no substrato, com
GB45596 aumentanto a cadeia de carbono de hidrocarbonetos saturados e
monoinsaturados, estes servindo de substrato para a acdo da enzima codificada por
GB51249 para producao de alcadienos. A expressao do GB51247, que codifica outra
elongase, apresentou alto indice de correlagdo com alcadienos e esta enzima se
agrupou com as PUFAs, porém, apesar da diferenga estatistica significante entre Fg e
os estagios pupais e adulto farato, o nivel de expressdao do gene GB51247 foi baixo,
exigindo cautela ao realizarmos inferéncias sobre sua funcdo no processo de
biossintese de hidrocarbonetos cuticulares.

A expressao dos genes de elongases GB54401 e GB54396 mostrou correlagao
negativa com o grupo de compostos saturados e positiva com os alcenos. Enquanto
GB54401 apresentou maior expressao (p>0,05) em Fg comparando-se a Pp, GB54396
apresentou maior quantificagdo de transcritos em Re comparando-se as demais fases
do desenvolvimento analisadas (Pw, Pp, Pbm e Fg). A expressao do gene GB53873
mostrou correlacdo negativa significativa com metil-alcanos. Nao houve diferenca
significativa de expressao deste gene durante as fases do desenvolvimento abordadas,
ndo nos permitindo fazer qualquer tipo de inferéncia de acordo com seu
posicionamento no cluster S/IMUFA de elongases.

Dentro do contexto de formagao e maturacao da cuticula adulta, propomos um
modelo de biossintese de hidrocarbonetos cuticulares (Figura 17). Sendo assim, as
enzimas utilizadas no modelo proposto se apresentam como melhores candidatas para
estudos posteriores de silenciamento génico para verificacdo de sua fungdo na

biossintese dos hidrocarbonetos.
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A. Formagdo de compostos saturados

CH3-(CH2)14-co-s(:oAﬂ> CH,-(CH,);735-CO-COA —— > Hidrocarbonetos

. elongagdo " Descarboxilagdo .
Acido palmitico associado a gac Acidos graxos de C19 a C35 por uma enzima saturados: de C19 a C35

coenzima A citocromo P450

B. Formagdo de compostos insaturados

GB51238/ GB51238/
GB48195/ GB48195/
GB45596 ?
CH-(CH2),,-CO-SCoA 8B42217 ? . ey (CH.) . (CH),-CO-CoA — 20220 ey (CH,) g 51-(CH),-CO-CoA—B222L7 25y (cH.),. -(CH),-CO-CoA

. - . . . elongagdo Segunda insaturagao
Acido palmitico associado a Acido graxo insaturado Acidos graxos insaturados de Descarboxilagdo
coenzima A Cle:1 C23:1aC35:1 por uma enzima GB51249

citocromo P450 elongagdo

Primeira insaturagao

Descarboxilagdo
por uma enzima
citocromo P450

Alcadienos: C27:2,
C31:2,C33:2e
Alcenos: de C23:1 C35:2
aC35:1

Figura 17 - Possivel via de biossintese dos hidrocarbonetos cuticulares em A. mellifera levando-se
em consideracio o nivel de expressdo génica, a correlacio da expressio dos genes com o perfil de
hidrocarbonetos e a posicdo nas arvores geradas pelas analises evolutivas. Os hidrocarbonetos
das vias foram sugeridos com base na Tabela III A. Formacao de hidrocarbonetos saturados.
Partindo-se de um acido palmitico associado a coenzima A e previamente formado por
elongacido, a cadeia continua a ser elongada, formando os hidrocarbonetos saturados que
apresentam de 19 a 35 atomos de carbono. B. Formacdo de hidrocarbonetos insaturados.
Partindo-se da maior semelhanca das desaturases aqui estudadas com as A9(16>18) desaturases,
trés das enzimas desta classe apresentam-se como op¢ao para formar a Primeira e Segunda
insaturacio, enquanto os compostos monoinsaturados seriam elongados pela enzima codificada
pelo gene GB45596 e os diinsaturados pela enzima codificada pelo gene GB51249. Ao fim de todo
0 processo é necessario que haja descarboxilacdo da cadeia de acido graxo para formar um
hidrocarboneto.

Elias-Neto (2012) propds a hipotese de abelhas sociais e solitarias apresentarem
diferencas de timing na maturagdo da cuticula adulta, uma vez que as abelhas sociais
passam mais tempo na colonia e demoram mais a iniciar a atividade de
forrageamento, além de emergirem com a cuticula menos pigmentada e esclerotizada
se comparada a da forrageira, enquanto as abelhas solitdrias emergem prontas para o
contato com o ambiente externo. Os perfis de hidrocarbonetos e de expressao génica
aqui apresentados fortalecem esta hipotese mostrando o aumento na propor¢ao de n-
alcanos e hidrocarbonetos insaturados e da expressao de genes potencialmente
envolvidos na biossintese destes compostos, nas forrageiras em comparacao com as
recém-emergidas. E nosso objetivo investir em andlises comparativas de
transcriptomas e perfis de hidrocarbonetos cuticulares de abelhas sociais e solitarias,
os quais poderdo aprofundar nossa compreensdo evolutiva e funcional sobre a

formacao e maturacao da cuticula adulta.
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CONCLUSOES
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6. Conclusoes

1. A andlise quantitativa dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares de operarias A.
mellifera separou com elevado nivel de significancia estatistica (p<0,000001)
todas as fases do desenvolvimento estudadas, representando cuticulas
especificas dos estadgios pupal e adulto, ou cuticulas em processo de sintese e
deposicao do periodo adulto-farato. A propor¢cdo de n-alcanos e compostos
insaturados se elevam com a maturagao da cuticula sugerindo que contribuem
para sua estrutura;

2.A analise qualitativa dos perfis de hidrocarbonetos nao revelou variagao
significante durante o periodo de formacao e maturagao da cuticula adulta;
3.0s genes codificadores de desaturases e elongases diferencialmente expressos
apresentaram aumento significativo de transcritos ap6s a ocorréncia do pico de
ecdisteroides que desencadeia o processo de formagao e maturagao da cuticula
adulta, sugerindo regulacdo da expressao destes genes pelos hormonios da

muda;

4. A filogenia molecular mostrou que as desaturases e elongases vém sofrendo
processos de duplicacdo génica durante o curso evolutivo e formam clusters
comuns aos himenopteros e a outras ordens de insetos holometabolos;

5. Os dados permitem inferir que as desaturases codificadas pelos genes
GB51238, GB48195 e GB42217 tém fungdo andloga a da enzima Desat F de

Drosophila, catalisando uma segunda insaturacao no acido graxo nascente.
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Apéndice A

Alinhamento de sequéncias completas de aminoacidos utilizadas para a construgdo da
arvore filogenética das desaturases. A direita tem-se o niimero de aminoacidos da
sequéncia at¢ o fim do fragmento. Embaixo tem-se o niimero de aminoacidos do
bloco e o grafico do nivel de conservacao do aminoacido nas sequéncias. Acima, setas
azuis indicam o inicio dos boxes de histidina que caracterizam a enzima e as setas
vermelhas indicam o fim destes boxes— uma sequéncia de A. mellifera tem um box
faltando, porém a expressao do seu gene foi comprovada. Aminoacidos idénticos em
todas as sequéncias sao indicados por “*”, substituicdes conservadas sdao indicadas
por “:” e semi conservadas por “.”. Para a nomenclatura das sequéncias, foi utilizado a

primeira letra do género e as trés primeiras letras do nome especifico, seguido do

numero de acesso da sequéncia.
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Apéndice B

Alinhamento de sequéncias completas de aminoacidos utilizadas para a construgdo da
arvore filogenética das elongases. A direita tem-se o nimero de aminoacidos da
sequéncia at¢ o fim do fragmento. Embaixo tem-se o ntiimero de aminoacidos do
bloco e o grafico do nivel de conservagdo do aminoacido nas sequéncias. Acima, a
seta azul indica o inicio do sitio que caracteriza a enzima e a vermelha indica o fim
deste sitio. Uma elongase de A. mellifera nao apresentou o sitio, porém sua expressao

foi comprovada. Aminoacidos idénticos em todas as sequéncias sdao indicados por

13 344 (1952

, substituigdes conservadas sao indicadas por “:” e semi conservadas por “.”. Para
a nomenclatura das sequéncias, foi utilizado a primeira letra do género e as trés

primeiras letras do nome especifico, seguido do niimero de acesso da sequéncia.



Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
Bimp_XP_003492943
Bter_XP_003401773
Bimp_XP_003484516
Rpul_JAA57286
Dpul_EFX88828
Bimp_XP_003490999
Bter_XP_003399502
Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
Amel_ GB51249
Bimp_XP_003491013
Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_003399613
Nvit_XP_001599942
Hsal_ EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
Dpul_EFX74345
Dpul_EFX74502
Dpul_EFX74346
Dpul_ EFX74501
Dpul_ EFX74503
Dpul_EFX76305
Mrot_XP_003700519
Nvit_XP_001599867
Amel_GB46038
Bimp_XP_003484909
Bter_XP_003396173
Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter_XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Bimp_XP_003489235
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Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
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Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_ XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
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Bimp_XP_003492943
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Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
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Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_ XP_003399529
Hsal_ EFN85774
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Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_| 003399613
Nvit_XP_001599942
Hsal_EFN76719
Tcas_XP_968636
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Amel_GB54302
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Mrot_XP_003700519
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Bimp_XP_003484909
Bter_XP_003396173
Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_ NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_ NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_! 974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel_NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
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Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
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Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_003399613
Nvit_XP_001599942
Hsal_ EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
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Nvit_XP_001599867
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Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter_XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
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Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_ XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
Bimp_XP_003492943
Bter_XP_003401773
Bimp_XP_003484516
Rpul_. JAR57286
Dpul_EFX88828
Bimp_XP_003490999
Bter_XP_003399502
Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
Amel_ GB51249
Bimp_XP_003491013
Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_| 003399613
Nv1t XP_| 001599942
Hsal_EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
Dpul_EFX74345
Dpul_EFX74502
Dpul_EFX74346
Dpul_ EFX74501
Dpul_ EFX74503
Dpul_EFX76305
Mrot_XP_003700519
Nvit_XP_001599867
Amel_GB46038
Bimp_XP_003484909
Bter_XP_003396173
Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_ NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter_XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_ XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
Bimp_XP_003492943
Bter_XP_003401773
Bimp_XP_003484516
Rpul_. JAR57286
Dpul_EFX88828
Bimp_XP_003490999
Bter_XP_003399502
Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
Amel_ GB51249
Bimp_XP_003491013
Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_| 003399613
Nv1t XP_| 001599942
Hsal_EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
Dpul_EFX74345
Dpul_EFX74502
Dpul_EFX74346
Dpul_ EFX74501
Dpul_ EFX74503
Dpul_EFX76305
Mrot_XP_003700519
Nvit_XP_001599867
Amel_GB46038
Bimp_XP_003484909
Bter_XP_003396173
Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_ NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter_XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Rpul_JAA58008 125 114

Dpul_ EFX85691 110
Amel_GB53872 88
Amel_ GB53873 121
Amel_GB45596 121
Bimp_XP_003490277 120
Bter_XP_003401825 120
Hsal_ EFN75445 120
Mrot_XP_003707508 120
Tcas_XP_970514 118
Dmel_NP_730187 118
Bimp_XP_003488925 121
Bter_ XP_003398598 121
Bimp_XP_003488983 119
Bter_XP_003398349 119
Bimp_XP_003488976 120
Bter_XP_003402700 120
Bter_ XP_003401771 120
Bimp_XP_003492944 117
Bter_ XP_003401772 124
Bimp_XP_003486801 120
Bter_XP_003401883 121
Bimp_XP_003492943 121
Bter_ XP_003401773 121
Bimp_XP_003484516 120
Rpul_JAA57286 110
Dpul_EFX88828 115
Bimp_XP_003490999 115
Bter_XP_003399502 115
Mrot_XP_003700522 115
Hsal_EFN75681 115
Nvit_XP_001600048 115
Tcas_XP_971599 115
Amel_ GB51249 135
Bimp_XP_003491013 118
Bter_ XP_003399534 115
Mrot_XP_003700524 142
Nvit_XP_001599996 115
Hsal_EFN86956 138
Tcas_XP_968784 115
Dmel_NP_730841 115
Dmel_ NP_730843 114
Tcas_XP_968706 115
Amel_GB51247 115
Bimp_XP_003491006 115
Bter_XP_003399522 115
Mrot_XP_003700456 143
Nvit_XP_001600017 115
Tcas_XP_971544 115
Dmel_NP_730846 115
Dmel_NP_649754 114
Dpul_EFX76285 114
Amel_GB54396 111
Bimp_XP_003491027 111
Bter_ XP_003399529 111
Hsal_ EFN85774 107
Mrot_XP_003700518 111
Nvit_XP_001599838 111
Dmel_NP_651060 118
Amel_GB54401 41
Bimp_XP_003490969 144
Bter_XP_003399613 144
Nvit_XP_001599942 148
Hsal_EFN76719 221
Tcas_XP_968636 115
Dmel_ NP_788716 148
Amel_GB54302 116
Bimp_XP_003490977 127
Bter_XP_003399465 127
Mrot_XP_003700520 127
Nvit_XP_001599914 152
Tcas_XP_968563 116
Dmel NP_651063 113
Dpul_ EFX74343 115
Dpul_ EFX74342 115
Dpul_EFX74344 115
Dpul_EFX74345 114
Dpul_EFX74502 116
Dpul_EFX74346 114
Dpul_ EFX74501 114
Dpul_ EFX74503 114
Dpul_EFX76305 109
Mrot_XP_003700519 115
Nvit_XP_001599867 115
Amel_GB46038 123
Bimp_XP_003484909 120
Bter_XP_003396173 120
Mrot_XP_003703286 120
Hsal_EFN80181 120
Tcas_XP_966527 120
Dmel_ NP_001097580 116
Dmel_NP_729666 109
Amel_GB54399 119
Tcas_XP_967030 138
Dmel_NP_651062 114
Dmel NP_651104 114
Amel_ GB40681 110
Bter_XP_003399626 110
Nvit_XP_001607111 110
Nvit_XP_001603768 111
Mrot_XP_003704078 110
Hsal_EFN76075 85
Hsal_EFN76074 211
Bimp_XP_003489235 133
Bter_XP_003395770 133
Mrot_XP_003700216 133
Nvit_XP_001602545 136
Dmel_ NP_649955 107
Dmel_ NP_649956 99
Dmel NP_731419 108
Dmel_ NP_649958 108
Dmel_NP_649957 104
Dmel_NP_732912 104
Dmel NP_611365 104
Dmel_NP_725820 108
Tcas_XP_974047 111
Tcas_XP_973993 118
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Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel_NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
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Bter_XP_003401771
Bimp_XP_003492944
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Bimp_XP_003486801
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Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
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Bter_XP_003399613
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Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel_NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
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Dmel_ NP_730843
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Nvit_XP_001600017
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Dmel NP_649754
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Bimp_XP_003484909
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Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_ NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_ NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
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Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
Bimp_XP_003492943
Bter_XP_003401773
Bimp_XP_003484516
Rpul_JAA57286
Dpul_EFX88828
Bimp_XP_003490999
Bter_XP_003399502
Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
Amel_ GB51249
Bimp_XP_003491013
Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_003399613
Nvit_XP_001599942
Hsal_ EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
Dpul_EFX74345
Dpul_EFX74502
Dpul_EFX74346
Dpul_ EFX74501
Dpul_ EFX74503
Dpul_EFX76305
Mrot_XP_003700519
Nvit_XP_001599867
Amel_GB46038
Bimp_XP_003484909
Bter_XP_003396173
Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter_XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
Bimp_XP_003492943
Bter_XP_003401773
Bimp_XP_003484516
Rpul_JAA57286
Dpul_EFX88828
Bimp_XP_003490999
Bter_XP_003399502
Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
Amel_ GB51249
Bimp_XP_003491013
Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter XP_003399613
Nvit_XP_001599942
Hsal_ EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
Dpul_EFX74345
Dpul_EFX74502
Dpul_EFX74346
Dpul_ EFX74501
Dpul_ EFX74503
Dpul_EFX76305
Mrot_XP_003700519
Nvit_XP_001599867
Amel_GB46038
Bimp_XP_003484909
Bter_XP_003396173
Mrot_XP_003703286
Hsal_EFN80181
Tcas_XP_966527
Dmel_NP_001097580
Dmel NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681

Bter XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
Hsal_EFN76074
Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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Rpul_JAA58008
Dpul_ EFX85691
Amel_GB53872
Amel_ GB53873
Amel_GB45596
Bimp_XP_003490277
Bter_ XP_003401825
Hsal_ EFN75445
Mrot_XP_003707508
Tcas_XP_970514
Dmel NP_730187
Bimp_XP_003488925
Bter_XP_003398598
Bimp_XP_003488983
Bter_XP_003398349
Bimp_XP_003488976
Bter_XP_003402700
Bter_XP_003401771
Bimp_XP_003492944
Bter_ XP_003401772
Bimp_XP_003486801
Bter_XP_003401883
Bimp_XP_003492943
Bter_XP_003401773
Bimp_XP_003484516
Rpul_JAA57286
Dpul_EFX88828
Bimp_XP_003490999
Bter_XP_003399502
Mrot_XP_003700522
Hsal EFN75681
Nvit_XP_001600048
Tcas_XP_971599
Amel_ GB51249
Bimp_XP_003491013
Bter_XP_003399534
Mrot_XP_003700524
Nvit_XP_001599996
Hsal_ EFN86956
Tcas_XP_968784
Dmel_NP_730841
Dmel_NP_730843
Tcas_XP_968706
Amel GB51247
Bimp_XP_003491006
Bter_XP_003399522
Mrot_XP_003700456
Nvit_XP_001600017
Tcas_XP_971544
Dmel_NP_730846
Dmel NP_649754
Dpul_ EFX76285
Amel_GB54396
Bimp_XP_003491027
Bter_XP_003399529
Hsal_ EFN85774
Mrot_XP_003700518
Nvit_XP_001599838
Dmel_NP_651060
Amel_GB54401
Bimp_XP_003490969
Bter_XP_003399613
Nvit_XP_001599942
Hsal_ EFN76719
Tcas_XP_968636
Dmel_NP_788716
Amel_GB54302
Bimp_XP_003490977
Bter_XP_003399465
Mrot_XP_003700520
Nvit_XP_001599914
Tcas_XP_968563
Dmel NP_651063
Dpul_ EFX74343
Dpul_ EFX74342
Dpul_ EFX74344
Dpul_EFX74345
Dpul_EFX74502
Dpul_EFX74346
Dpul_ EFX74501
Dpul_ EFX74503
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Mrot_XP_003700519
Nvit_XP_001599867
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Bimp_XP_003484909
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Tcas_XP_966527
Dmel_NP_001097580
Dmel_NP_729666
Amel_GB54399
Tcas_XP_967030
Dmel_NP_651062
Dmel NP_651104
Amel_GB40681
Bter_XP_003399626
Nvit_XP_001607111
Nvit_XP_001603768
Mrot_XP_003704078
Hsal_EFN76075
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Bimp_XP_003489235
Bter_XP_003395770
Mrot_XP_003700216
Nvit_XP_001602545
Dmel_NP_649955
Dmel_ NP_649956
Dmel NP_731419
Dmel NP_649958
Dmel NP_649957
Dmel_NP_732912
Dmel NP_611365
Dmel NP_725820
Tcas_XP_974047
Tcas_XP_973993
Tcas_XP_975397
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