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Resumo

A familia génica das carboxilesterases (CCEs) é muito diversa e, em insetos, esta
dividida em trés principais classes. Duas classes, Detoxificantes e Processamento de
horménios e feroménios, contém genes majoritariamente cataliticos envolvidos com o
metabolismo de xenobioticos e degradacdo de moléculas de hormonios que sinalizam
processos importantes como a ecdise. No entanto, alguns destes genes ja foram
implicados na resisténcia a organofosforados (OP) e carbamatos (CX) em diversas
espécies artropodes. A classe Desenvolvimento neuronal contém genes ndo cataliticos,
com excecdo do codificante para a enzima acetilcolinesterase que é alvo de OP e CX.
Este gene também ja foi implicado na resisténcia a inseticidas por insensibilidade do
sitio alvo. Isso faz com que essa familia seja importante no monitoramento e controle de
insetos vetores e pragas agricolas. Todos os membros possuem o dominio COesterase
que é caracterizado pela dobra alfa/beta hidrolase que posiciona os trés residuos da
triade catalitica (Ser-Glu-His ou Ser-Asp-His) no fundo da cavidade de ligacdo com o
substrato. Estes genes evoluiram por duplicacdo, em sua maioria por recombinagédo
desigual, e por isso as cOpias tendem a ficar dispostas em clusters no genoma. Nesse
trabalho foram identificados 1299 CCEs homologas em 36 espécies (33 de insetos) e foi
observada uma média de 36 sequéncias por espécie. Ixodes scapularis (71) e P.
humanus (17) possuem o maior e 0 menor numero de CCEs, respectivamente. Outros
vetores, como Cu. quinquefasciatus e Ae. aegypti, também apresentaram nimero acima
da média. Os himendpteros possuem um um namero menor de sequéncias em relacdo a
média, exceto N. vitripennis. Sessenta e um por cento das sequéncias possuem 0s trés
residuos cataliticos, 56% s&@o secretadas, 34% intracelulares e 10% mitocondriais.
Regibes transmembranares foram encontradas em 27% das sequéncias. No total foram
identificados 39 clados e, como esperado, em alguns casos, com 0 aumento da
amostragem ndo houve suporte estatistico corroborando a classificacdo proposta por
Oakeshott e colaboradores em 2010. A maior diferenca em relacdo a classificacdo
anterior foi observada para a classe Detoxificante. Esta possui clados contendo proteinas
de espécies de uma mesma ordem taxondmica e ndo relacionadas funcionalmente,
indicando que as duplicagdes ocorreram dentro das diferentes linhagens. Nessa classe, a
maioria dos genes possui a triade Ser-Glu-His e é enderecado para as trés localizacdes
celulares. Na classe Processadoras de horménios e feromonios, as JHE também
parecem ter evoluido independetemente em cada linhagem de inseto pois em
lepidoteros, dipteros e hemipteros estes genes ficam em clados distintos. Na classe
Desenvolvimento neuronal, diferente das outras duas, um nimero menor de duplicacbes
génicas para cada espécie é encontrado. Nesta classe, a presenca de regies associadas
com 0 ancoramento na membrana em alguns membros sugere que houve fusdo entre
dominios transmembranares e o dominio COesterase ao longo da histdria evolutiva. Os
resultados mostram que a classificacdo funcional é aplicavel apenas para a classe
Desenvolvimento neuronal. Para as outras duas classes os genes dentro das diferentes
linhagens taxonémicas sdo mais proximos filogeneticamente indicando que a evolucéo
da funcionalidade ocorreu separadamente em cada linhagem.



Abstract

The carboxylesterase (CCE) gene family is very diverse and is divided into three main
classes in insects. Two classes, Dietary/detoxification and Hormone/semiochemical
processing are catalytic and contain genes mainly involved with xenobiotic metabolism
and degradation of hormone molecules. However, some of these genes have been
implicated in the resistance to organophosphorus (OP) and carbamates (CX)
insecticides in several arthropod species. The Neurodevelopmental class contains non-
catalytic genes, with the exception of the gene encoding the enzyme
acetylcholinesterase that is the target of OP and CX. This gene has also been implicated
in insecticide resistance due to mutations that affect insecticide binding. This fact makes
CCE an important family in insecticide resistance monitoring and control of agricultural
pests and insect vectors. All CCE members have a COesterase domain, characterized by
an alpha/beta hydrolase fold that is responsible for correctly positioning the catalytic
triad (Ser-Glu-His or Ser-Asp-His). The genes in this family evolved by duplication,
usually by unequal crossing-over, so the copies tend to be arranged in clusters in the
genome. In this work 1299 CCEs were identified in 36 species (33 insects) and an
average of 36 sequences per species was observed. Ixodes scapularis (71) and P.
humanus (17) have the highest and lowest number of CCEs, respectively. Other insect
vectors such as Cu. quinquefasciatus and Ae. aegypti, also showed an increased CCE
number. Hymenoptera have a deficit in the number of sequences except N. vitripennis.
Sixty one percent of the sequences have catalytic residues, 56% are secreted, 34% are
intracellular and 10% are mitochondrial. Transmembrane regions were found in 27% of
the sequences. In total, 39 clades were identified and, as expected, in some cases,
inconsistencies when compared to Oakeshott et al classification in 2010 were found. In
the dietary/detoxification class a taxonomic instead of functional classification seems to
fit better the evolution of the genes found. In this class, most of the genes have the Ser-
Glu-His triad and didn’t show a specific celular localization. In the
hormone/semiochemical processing class, the JHE also appear to have evolved
independently on each insect lineage, lepidoteran, dipteran and hemipteran species are
grouped in different clades. The Neurodevelopmental class, contrasting with the other
two classes, showed a smaller number of genomic duplications for each species and
functional relationship among its genes. In this class, the presence of membrane
anchoring regions for some members suggests that transmembrane and COesterase
domains were fused during the evolutionary history. The results show that the
functional classification works only for the Neurodevelopmental class. However, for the
other two classes the taxonomic group appears to be more important than the function
of these genes for their classification.
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1. Introducao

1.1 Controle de insetos

No Brasil e no mundo, diversas doencas com impacto importante na salde
publica como a dengue, febre amarela, malaria, leishmaniose, entre outras, sdo
transmitidas por insetos vetores (Hemingway & Ranson, 2000). Além disso, outras
espécies de insetos prejudicam o comércio agropecudrio, como no caso de pestes
agricolas (McKee et al., 2008). Devido a estes e outros problemas, diversos métodos
foram desenvolvidos e podem ser empregados no controle de insetos como o uso de
agentes bioldgicos, busca ativa e eliminacdo dos criadouros e utilizacdo de inseticidas
(Braga & Valle, 2007a). Para a saude publica, doencas transmitidas por insetos vetores
sempre foram um grande problema em paises tropicais e subtropicais e com a expansdo
do habitat de diversas espécies, hoje isso tem se tornado um problema mundial. Por
exemplo, no caso da dengue, 0 mosquito da espécie Aedes aegypti (Linneaus, 1762) é o
principal vetor (Reed, 1900) e acredita-se que no mundo cerca de 2 milhGes de pessoas
vivam em areas de risco (WHO, 2006). Para o controle do Ae. aegypti no Brasil, mesmo
com o recente crescimento de programas que incentivam a eliminacdo de criadouros
domiciliares, a utilizacdo de inseticidas é considerada um dos principais méetodos para
diminuir o tamanho populacional do vetor (Fundacdo Nacional de Saude, 2002).
Historicamente, inseticidas organoclorados (OC) foram usados mundialmente tanto para
o controle de insetos vetores de doencas quanto de pestes agricolas. No entanto, esta
classe foi banida da maior parte dos paises devido a seus efeitos cumulativos no
ambiente (Waliszewski et al., 2003). Em 1967, com a reintroducdo do vetor da febre
amarela urbana e da dengue no Brasil, a utilizacdo de organofosforados (OP) pelos
programas de controle vetorial foi iniciada para o controle do mosquito Ae. aegypti. Sua
utilizacdo foi intensificada em 1986 devido aos frequentes surtos epidémicos
(Schatzmayr et al., 1986). Em 1999, o deteccdo de resisténcia a OPs em diversas
populacdes do pais catalisou a troca desse inseticida. Contra mosquitos na fase adulta,
passaram a ser utilizados inseticidas da classe dos piretréides (PY) em todo o pais e
contra os estagios larvais, iniciou-se o controle biolégico com o microorganismo
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) onde havia sido detectada resisténcia a OP
(Funasa, 2001). Atualmente, devido ao surgimento de populagdes resistentes tanto a

inseticidas neurotdxicos quanto ao baixo efeito residual de Bti, muitos municipios
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passaram a adotar reguladores do crescimento contra mosquitos no estagio larval (Braga
et al.,, 2004; Silva & Mendes, 2007; Martins et al., 2008). Esse breve historico
representa as medidas que foram tomadas até o momento em relagcdo ao controle do
mosquito Ae. aegypti no Brasil. Para outros vetores e pragas agricolas o panorama de
controle é diferente, o que complica ainda mais o padréo de dispersédo da resisténcia no
pais. Estas estratégias de controle, com alternancia de classe de inseticida, visam
dificultar o surgimento de resisténcia pois as diferentes classes possuem mecanismos de
acao distintos e a alternancia periodica diminui a pressdo seletiva sobre as populacdes
alvo (Georghiou, 1994; Zhao et al., 2010).

Em relagdo aos inseticidas, a maior parte deles sdo neurotoxicos e atuam no
sistema nervoso central (SNC) dos insetos, prejudicando o funcionamento normal dos
neurdnios (Tabela 1.1). Esses inseticidas se ligam a alvos diferentes que se localizam na
membrana celular do neurdnio e assim interferem na propagacdo do impulso nervoso
(Futuko et al., 1990; Davies et al., 2007). Os inseticidas da classe dos OCs possuem
como principal representante o0 DDT, cujo mecanismo de a¢do ainda ndo é muito bem
descrito. Sua atuacdo acontece no canal de sodio regulado por voltagem (Nay), que se
localiza na membrana do ax6nio de neurénios (Davies et al., 2007). Outros inseticidas
dessa classe atuam no receptor de acido gama-aminobutirico (GABA) que é responsével
por proporcionar o estado de hiperpolarizacdo nos neurénios, por meio do aumento da
permeabilidade a ions cloreto (Ware, 2000). Assim como o DDT, os inseticidas da
classe PY atuam se ligando ao Na,, causando um desequilibrio das cargas positivas e
negativas do meio intra e extracelular. 1sso provoca repetidas despolarizagdes que
causam super-estimulacdo e paralisia, podendo levar o inseto a morte (Davies et al.,
2007). As classes dos OPs e dos carbamatos (CXs), também atuam no SNC, porém
possuem alvo diferente dos OCs e PYs. Os inseticidas dessas duas classes inibem a
enzima acetilcolinesterase (AChE), fazendo com que o neurotransmissor acetilcolina
(ACh) se acumule na fenda sinaptica e mantenha o estimulo para o impulso nervoso,
também levando o inseto a morte (Fukuto, 1990).

O grupo de inseticidas reguladores do crescimento de insetos, mais conhecidos
como IGRs devido a sua denominagdo na lingua inglesa (Insect Growth Regulator),
atua modulando de maneira adversa processos fisiologicos essenciais para 0
desenvolvimento e crescimento do inseto como a troca do exoesqueleto (Graf, 1993).
Em comparacdo a classe dos inseticidas que atuam no SNC, os IGRs sdo menos toxicos

para outros metazoarios pois atuam no processo de troca do exoesqueleto que € uma
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caracteristica exclusiva de artropodes (Tunaz & Uygun, 2004). Além disso, atualmente
essa classe € vista como uma boa alternativa para o controle de populagdes resistentes
aos inseticidas neurotoxicos devido a radical diferenca em seus mecanismos de acao
(Martins et al., 2008; Suman et al., 2010). Os analogos de horménio juvenil (JHAs, do
inglés Juvenile Hormone Analogs), por exemplo, séo moléculas anédlogas ao horménio
encontrado na maioria dos artrépodes que estd envolvido no processo de muda. A
diminuicédo dos niveis de horménio circulante na hemolinfa sinaliza o processo de muda
além de regular outros processos fisiologicos importantes (Graf et al., 1993; Tunaz &
Uygun, 2004). Moléculas de JHA, quando aplicadas em insetos durante o estagio
embrionario, podem causar ma formacao do inseto e prejudicar a metamorfose. 1sso ja
foi demonstrado para a espécie Ae. aegypti, onde a maioria dos insetos morre no estagio
de pupa ou durante a emergéncia para a fase adulta (Braga et al., 2005). Outros IGRs
também podem ser usados no controle de insetos como os inibidores da sintese de
quitina (CSI, do inglés Chitin Synthase Inhibitors) e os agonistas de ecdisona (Tunaz &
Uygun, 2004). O mecanismo de acdo dos CSI ainda ndo foi bem descrito embora
existam evidéncias de que sejam eficazes no controle de insetos, inclusive em
populacdes resistentes a inseticidas neurotoxicos (Martins et al., 2008; Belinato et al.,
2009; Fontoura et al., 2012).

Tabela 1.1. Lista resumida das principais classes de inseticidas usadas no controle de

insetos e seus respectivos alvos ou efeitos (para classes sem mecanismo de acéo

elucidado).
Grupo Classes Alvo ou efeito
Organoclorados (OC) Canal de sodio ou
Receptor de GABA
Neurotoxicos  Organofosforados (OP) Acetilcolinesterase
Carbamatos (CX) Acetilcolinesterase
Piretroides (PY) Canal de sodio
Agonista de Ecdisona, horménio  Receptores de
da muda ecdisona/Inducéo de mudas
IGRs Inibe a metamorfose para

Analogos de horménio juvenil o
estagio adulto

Inibidor da sintese de quitina Inibe a producéo de quitina




O surgimento de resisténcia aos inseticidas usados atualmente no pais e no
mundo faz com que um programa de controle de vetores e pragas seja fundamental. Por
exemplo, no caso da dengue, a Rede MoRENAa que faz parte do Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD) veio como uma forma de monitorar as populacdes do
vetor para que a resisténcia aos inseticidas em uso seja detectada quando ainda estiver
em baixa incidéncia (Fundagdo Nacional de Saude, 2002). Em populages naturais,
devido a variabilidade genética, parte dos individuos pode ser resistente a algum
inseticida das diferentes classes. Devido as constantes aplicacdes esses individuos
sobrevivem e passam essa caracteristica para as proximas geracdes 0 que provoca o
surgimento de populagdes resistentes (Figura 1.1) (Chevillon et al., 1999; Lenormand et
al., 1999).
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Figura 1.1 Esquema mostrando o aumento da resisténcia em uma populagdo hipotética.
Os circulos azuis representam individuos sensiveis a um determinado inseticida e os
vermelhos os resistentes. Cada retangulo cinza representa uma fotografia da composigédo
genética da populacdo em cada geracdo, ap0s a exposicao a um inseticida. Os retangulos
verdes representam as aplicagdes de um determinado inseticida. A seta preta demonstra
0 passar do tempo.

A resisténcia pode ser provocada por raz@es distintas e por isso, esta dividida em
trés principais mecanismos que ja foram descritos em populacdes naturais: A) reducéo
da permeabilidade da cuticula (Medina et al., 2002); B) mutacGes pontuais e/ou
mudangas de expressdo nos alvos dos inseticidas (Hemingway et al., 2004; Russell et
al., 2004) e C) detoxificacdo através de alteracdo seja do nivel de expressdo ou seja da
especificidade enzimatica, o que permite melhor degradacdo ou sequestro das moléculas
de inseticida (Oakeshott et al., 2003; Vontas et al., 2001).



Os motivos da reducdo da penetrabilidade de inseticidas atraves da cuticula
ainda ndo sé&o muito bem caracterizados, embora existam evidéncias de que isso ocorra
em insetos (Medina et al., 2002; Ahmad et al., 2006). Em populagdes de Helicoverpa
armigera sensiveis e resistentes a piretroides, foi observado que a penetracdo do
inseticida foi mais lenta em insetos resistentes do que nos sensiveis (Ahmad et al.,
2006) indicando, portanto, que a diferenca de penetracdo do inseticida através da
cuticula pode ser uma das causas de resisténcia. A insensibilidade do sitio alvo é
caracterizada pela ocorréncia de mutagdes na sequéncia codificante do gene alvo de
inseticidas que resultam em substituicdes na sequéncia de aminoacidos e com isso
prejudicam a ligacdo do inseticida. Essas alteragdes podem ser identificadas através da
comparacdo da sequéncia génica da enzima alvo de individuos sensiveis e resistentes.
No caso do canal de sddio, por exemplo, algumas mutacdes ja foram identificadas em
diversas espéecies como, por exemplo, Musca domestica e Haematobia irritans e foram
associadas ao surgimento da resisténcia a inseticidas da classe PY (Williamson et al.,
1996; Guerrero et al., 1997). No caso da enzima AChE, trés mutacOes pontuais (G119S;
F290V; F331W) ja foram associadas como causas da insensibilidade a OPs e CXs em
espéecies como Anopheles gambiae, Culex pipiens e Tetranychus urticae (Weill et al.,
2003; Alout et al., 2007; Kwon et al., 2010). Entretanto, outras espécies como Ae.
aegypti, por exemplo, ndo possuem modificacdes descritas na sequéncia nucleotidica do
gene AChE associadas com a resisténcia e, portanto, acredita-se que as populagdes
resistentes a OP e CX desta espécie possuam alteraces em enzimas detoxificantes
(Weill et al., 2004).

Existem evidéncias de que, além de Ae. aegypti, em outras espécies as enzimas
envolvidas com o metabolismo de Xxenobidticos participam da detoxificacdo de
inseticidas (para uma revisdo ver Bass & Field, 2011). Este tipo de mecanismo é
denominado resisténcia metabdlica, onde membros de familias génicas participam
metabolizando ou sequestrando moléculas de inseticida circulantes no corpo do inseto
(Field et al., 1988; Vontas et al., 2001; Braga & Valle, 2007b; Puinean et al., 2010).
Uma melhor metabolizacdo do inseticida pode ser alcangada tanto por uma maior
especificidade entre enzima detoxificante e inseticida quanto por uma maior produgéo
de produto génico. Estes dois tipos de alteracdo ja foram descritos em populacdes
naturais de insetos e sdo causados por diferentes mecanismos. No caso de um aumento
na quantidade de produto génico, tanto a amplificacdo génica (Figura 1.2A) quanto

alteracdes no promotor do gene (Figura 1.2B) provocam o aumento de sua transcricao.
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Isso resulta em uma maior quantidade de enzimas disponiveis capazes de impedir o
acesso das moléculas de inseticida ao seu alvo. Para algumas espécies de insetos, como
Cu. quinquefasciatus e Myzus persicae, isso ja € bem caracterizado e um nimero maior
de transcritos destas enzimas é observado em individuos resistentes quando comparados
com susceptiveis (Raymond et al., 1989; Devonshire et al., 1998; Field et al., 1999; Cui
et al., 2006). No caso de maior especificidade, mutagdes pontuais na sequéncia
codificante do gene podem causar alteragdes que melhoram a ligacéo entre enzima e um
substrato, nesse caso, com o inseticida (Heidari et al., 2004a, 2004b) (Figura 1.2C).

Assim, diversos tipos de alteracfes nesses genes podem resultar no surgimento
de fenodtipos resistentes. Além disso, a ubiquidade com que os diferentes tipos de
alteragBes acontecem sugere que esses eventos podem representar um mecanismo
comum de adaptacio evolutiva em artropodes (Bass & Field, 2011). E importante levar
em consideracdo que diferentes mecanismos de resisténcia podem ocorrer
concomitantemente, conferindo carater multifatorial a resisténcia, o que torna sua
caracterizacdo uma tarefa complexa (Saavedra-Rodriguez et al., 2011; Silva et al.,
2012). Em Musca domestica, por exemplo, resisténcia a OPs foi associada a alteracdes
tanto em genes envolvidos com a resisténcia metabdlica quanto na sequéncia da enzima
alvo, AChE (Syvanen et al., 1994; 1996; Russel et al., 2004).

A Amplificacao B  Expressao alterada C Modificagao estrutural
Sensivel
3 3 3
Resistente — B — — I

Yo g @

Figura 1.2 Esquema dos trés principais tipos de alteracGes que conferem resisténcia a
inseticida. A) Amplificacdo génica; B) Alteracdo da expressdo génica e C) Modificagdo
estrutural causada por mutacéo.

1.2 Resisténcia metabdlica em insetos

As principais familias génicas implicadas na resisténcia a inseticidas sao
representadas pelas enzimas glutationa S-transferases (GST), monooxigenases de

funcdo multipla (CYP), carboxilesterases (CCE) e, recentemente, alguns indicios
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também apontam que os transportadores ABC tem potencial envolvimento com a
resisténcia (Gahan et al., 2010; Bass & Field, 2011). As enzimas dessas familias génicas
atuam em diferentes fases da detoxificacdo de xenobilticos e proporcionam uma
excrecdo mais eficiente das substancias toxicas (Xu et al., 2005). Membros das familias
CCEs e CYPs participam da fase de modificacao estrutural do substrato (Fase 1), onde
atuam respectivamente hidrolisando e oxidando seus alvos. Membros da familia das
GSTs participam da fase de conjugacdo (Fase Il), onde atuam adicionando uma
molécula de glutationa aos substratos, tornando-os mais soltveis. Os transportadores
ABC estdo implicados na fase de exportacdo dos metabdlitos (Fase Ill) transportando

compostos tdxicos para fora das células (Xu et al., 2005) (Figura 1.3).

Metabolizagéo de xenobidticos

CCE F | Modificacao
cYp ase quimica

GST Fase Il Conjugacio
ABC Fase lll Exportacao
Excrecao

Figura 1.3 Fases da metabolizacdo de xenobidticos, desde a entrada no corpo do inseto
até sua excrecdo. Em amarelo estdo representadas as principais familias génicas
envolvidas no processo de detoxificagdo. Carboxilesterases (CCE) e monooxigenases de
funcdo multipla (CYP) sdo enzimas associadas a fase | ou fase de modificacdo quimica.
Glutationas S-transferase (GST) sdo associadas com a fase Il ou fase de conjugacéo.
Transportadores ABC estdo associados com a fase 111 ou fase de exportacao.

Por possuirem alta diversidade molecular, essas familias foram organizadas de

acordo com suas principais caracteristicas funcionais e relacionamento filogenético (Xu
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et al., 2005; Oakeshott et al., 2005; 2010; Friedman, 2011). Em insetos, a familia das
GSTs atualmente esta dividida em seis subclasses: Delta, Epsilon, Sigma, Omega, Theta
e Zeta (Friedman, 2011). Os membros dessa familia sdo capazes de tornar moléculas
naturais ou artificiais mais solGveis em agua através da conjugacdo de uma molécula de
glutationa ao substrato (Habig et al., 1974). A familia das CYPs mostra uma grande
expansdo em insetos quando comparada com outros eucariotos (Hlavica et al., 2011).
Seus membros estdo diretamente envolvidos com a biotransformacdo da maioria dos
xenobidticos atraveés da reacdo de oxidacdo, 0 que os torna mais sollveis para serem
excretados com maior facilidade (Feyereisen, 1999; Poupardin et al.,, 2010). Os
transportadores ABC sdo complexos proteicos transmembranares que utilizam energia
da hidrdlise de uma molécula de adenosina trifosfato para transportar diversos tipos de
substratos através da membrana celular como, por exemplo, componentes citotoxicos
presentes na célula (Davidson et al., 2008; Gahan et al., 2010; Licht & Schneider,
2011). A familia das CCEs atualmente estd dividida em trés grandes grupos:
Detoxificantes, Processadoras de hormonios e feromonios e Desenvolvimento neuronal
(Oakeshott et al., 2005, 2010; Montella et al., 2012). Nessa familia, os membros do
grupo detoxificante sdo 0s que majoritariamente estdo envolvidos com a resisténcia
metabolica (Oakeshott et al., 2005).

1.3 Carboxilesterases

1.3.1 Caracterizacao

A familia das CCEs é diversa e pertence ao grupo das alfa/beta hidrolases
(Lenfant et al., 2013) cujos membros possuem em comum o dominio COesterase
(dominio Pfam PF00135). A enzima AChE, que é alvo de OPs e CXs, faz parte desta
familia, tornando-a importante ndo s6 para estudos de resisténcia metab6lica como de
resisténcia por insensibilidade de sitio alvo. Nas CCEs existem membros cataliticos e
ndo cataliticos; os ativos participam da clivagem de substratos ésteres e, devido a sua
alta diversidade molecular e baixa especificidade de substrato, sdo de dificil
classificacdo. Seus membros apresentam sequéncia de aminoacidos com regides
conservadas, como o sitio catalitico, e regides de baixa conservagdo, principalmente nas
dobras entre as estruturas secundarias caracteristicas da familia (Figura 1.4A e B). Em
relacdo a sua conformacao tridimensional, as CCEs assim como as lipases (entre outras

enzimas), apresentam a dobra alfa/beta hidrolase (PF00561) caracterizada basicamente
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pela alternancia entre fitas-beta e alfa-hélices (Figura 1.4A e B) que sdo estabilizadas
por pontes dissulfeto estabelecidas entre residuos de cisteina conservados ao longo da
sequéncia proteica (Ollis et al., 1992). A estrutura formada por essa dobra se assemelha
a uma fileira de costelas e funciona adequadamente para o posicionamento dos trés
residuos cataliticos (triade) dentro da cavidade enzimatica (Figura 1.4C e D) (Nardini &
Dijkstra, 1999). A triade que corresponde ao sitio catalitico, caracteristica da familia, é a
parte mais conservada da proteina e a auséncia de algum desses trés residuos
impossibilita a reacdo de hidrélise (Gibney et al., 1990). Tipicamente, a triade é
composta por um residuo nucleofilico representado por uma serina ou cisteina, um
residuo &cido representado por um acido glutdmico ou é&cido aspartico e um residuo de
histidina que se apresenta conservado (Figura 1.4D) (Cygler et al., 1993). Esses trés
residuos se localizam de forma espacada ao longo da sequéncia proteica embora,
quando a proteina assume a sua conformacao nativa, os trés ficam tridimensionalmente

préximos para fazer a hidrdlise do substrato (Cygler et al., 1993; Krejci et al., 1991).



‘ ' HIS - 471
. SER-226 GLU - 357

Figura 1.4 Visdo tridimensional da estrutura cristalizada de um membro da familia
CCE (PDB: 2FJ0) responsavel pela degradacdo de horménio juvenil na espécie
Manduca sexta. E possivel observar na visao longitudinal (A) e transversal (B) as fitas-
beta em amarelo e alfa-hélices em vermelho formando a estrutura conservada da dobra
alfa/beta hidrolase. C) Destaque para o molde da cavidade e os residuos cataliticos e de
ligagdo com o substrato em relacdo a estrutura tridimensional. D) Visualizacéo
aproximada do centro ativo com detalhe para o molde da cavidade enzimatica em
branco obtido pela ferramenta online POCASA (http://altair.sci.
hokudai.ac.jp/g6/service/pocasa/). Os aminoacidos ressaltados em vermelho situados no
fundo da cavidade representam os residuos cataliticos serina, acido glutdmico e histidina
que foram abreviados como “SER-226, “GLU-357" e “HIS-471” respectivamente. Em
verde os residuos que constituem os sitios de ligacéo.
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Apesar de o dominio conservado COesterase ser uma caracteristica comum para
0s membros dessa familia, alguns ndo possuem a triade catalitica como, por exemplo, as
neurotactinas, gliotactinas e neuroliginas (De la Escalera et al., 1990; Auld et al., 1995;
Song et al., 1999). A auséncia de um ou mais residuos da triade indicam que o membro
ndo é cataliticamente funcional, o que é corroborado por trabalhos que descrevem essas
proteinas. As neuroliginas, por exemplo, possuem papel importante na formagdo e
manutencdo das regides de sinapse entre neurdnios (Song et al., 1999; Biswas et al.,
2008), as neurotactinas ja foram associadas com processos de adesdo celular (Darbouxl|
et al., 1996) e as gliotactinas tém papel fundamental no desenvolvimento e manutencéo
da barreira entre sistema nervoso e circulatério em insetos (Auld et al., 1995). Esses
membros, com exce¢do das glutactinas, atuam presos a membrana citoplasmatica das
células neuronais e possuem regides hidrofébicas associadas ao ancoramento em
membranas, 0 que ndo ocorre no grupo catalitico desta familia (Figura 1.5). Um outro
membro da familia que possui dominio extra é a enzima AChE, na qual uma regido na
porcao carboxi-terminal da proteina foi associada a formacéo de tetradimeros (PF08674;
Figura 1.5) (Dvir et al., 2004).

NH2 COOH

| COmsteraseGROOIZS | M
 COmsterase(ROOI) M
Newotactinas (ST [N OSSO

Neuroliginas

Gliotactinas

Glutactinas “ COesterase (PF00135)
Acetilcolinesterase COesterase (PF00135) -
Membros cataliticos COesterase (PF00135)

Figura 1.5 Esquema comparativo de regiGes caracteristicas de proteinas bem
caracterizadas pertencentes a familia das CCEs. Os retangulos na cor verde no inicio da
porcdo N-terminal correspondem ao peptideo sinal (PS). Os retangulos amarelos
representam o dominio COesterase de membros cataliticos e 0s vemelhos o dominio
COesterase de membros ndo cataliticos. Retangulos rosas representam a sequéncia de
aminoacidos hidrofobicos que estd envolvida com o ancoramento da proteina na
membrana celular (TM). O retangulo azul (AChE4) representa o sitio de
tetradimerizacdo da enzima acetilcolinesterase (PF08674) (adaptado de Oakeshott et al.,
2005).
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1.3.2 Classificacao

Alguns trabalhos ja foram feitos com o intuito de compreender e melhor
classificar esta familia génica tdo complexa (Ranson et al., 2002; Oakeshott et al., 2005;
2010). Oakeshott e colaboradores em 2005 propuseram a primeira classificagéo para a
familia das CCEs utilizando todas as proteinas homdélogas encontradas nos genomas de
An. gambiae (51) e Drosophila melanogaster (35). Adicionalmente, o autor utilizou
outras 35 CCEs que tinham funcdo ja& descrita com o intuito de embasar sua
classificacdo. As CCEs foram organizadas em trés grupos principais: Detoxificantes,
Processadoras de hormonios e feroménios e Desenvolvimento neuronal. Nesses grupos
foram identificados ao todo 14 clados, de acordo com seu relacionamento filogenético e
evidéncias sobre sua possivel funcdo. Apo6s a publicacdo desse trabalho e com o
sequenciamento do genoma de novas espécies de insetos, outros trabalhos foram
publicados utilizando a classificacdo de 2005 para organizar os homélogos dessa familia
(Claudianos et al., 2006; Strode et al., 2008; Yu et al., 2009; Tsubota & Shiotsuki,
2010a; Lee et al., 2010; Ramsey et al., 2010; Reddy et al., 2012). Em 2010, Oakeshott e
colaboradores publicaram um novo trabalho organizando as trés principais familias
génicas detoxificantes (GST, CYP e CCE) para a espécie Nasonia vitripennis da ordem
Hymenoptera. Nessa analise os autores utilizaram sequéncias preditas nos genomas das
espécies Apis mellifera, N. vitripennis e Tribolium castaneum, além das utilizadas no
trabalho de 2005 e identificaram 13 clados para as CCEs (Figura 1.6). Fazendo uma
comparagdo entre as duas classificacbes fica claro que o aumento do numero de
sequéncias na analise causou grandes diferencas na classificacdo desta familia proteica,
sendo o grupo Detoxificante o que sofreu maior nimero de alteracGes (Oakeshott et al.,
2010). Isso mostra a complexidade de se obter uma boa classificacdo para essa familia
que possui papel importante na resisténcia a inseticidas (Montella et al., 2012).

A. Detoxificantes

Esse grupo é constituido por proteinas cataliticas envolvidas na detoxificagdo de
xenobidticos. Entretanto, em 2005, Oakeshott e colaboradores mostraram que esse
grupo também abriga proteinas previamente associadas a resisténcia metabélica como,
por exemplo, 0 membro estA2 de Cu. pipiens (Raymond et al., 1989). O grupo é

monofilético e é constituido por trés clados que foram identificados como: A — enzimas
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detoxificantes de xenobioticos de himenopteros, B — alfa-esterases e enzimas similares
geralmente microssomais, C — fungdo desconhecida (Figura 1.6). Para os himenopteros
a maior representacéo estd no clado A, que contém genes envolvidos com o processo de
detoxificacdo, sendo esta a razdo do nome dado ao clado. O clado B contém as alfa-
esterases de dipteros identificadas por Oakeshott e colaboradores (2005), além das de
himenopteros e coledpteros. Um trabalho que antecedeu a classificacdo feita em 2005
descreve a organizacdo de onze genes de alfa-esterases em D. melanogaster e mostra
que eles estdo dispostos in tandem e possivelmente surgiram devido a duplicacdo por
recombinacéo desigual (Robin et al., 1996). No clado C existe uma representacdo maior

de genes da espécie T. castaneum, da ordem Coleoptera (Oakeshott et al., 2010).

B. Processadoras de hormonios e feromoénios

As proteinas organizadas nesse grupo sdo majoritariamente cataliticas e estdo
envolvidas na degradacdo de substratos que sinalizam processos fisiologicos
importantes em artropodes como, por exemplo, o processo de ecdise (Hammock et al.,
1985). Esse grupo e constituido por quatro clados: D - Esterases tegumentares, E - Beta-
esterases secretadas, F - Esterases de Hormonio Juvenil dos Dipteros, G — Esterases de
Horménio Juvenil dos Lepidopteros. Dois trabalhos que antecederam a classificacdo de
2005 mostraram indicios sobre a organizacdo e evolucdo de alguns desses genes em
Drosophila, como no caso das Esterases de Hormonio Juvenil dos Dipteros (Clado F) e
Beta-esterases (Clado E). Esses trabalhos mostram que esses genes ficam organizados
in tandem e possuem sintenia conservada para a maioria das espécies estudadas (Crone
et al., 2007; Robin et al., 2009). Um maior nimero de genes da espécie N. vitripennis
em relagdo a Ap. mellifera (ambas da ordem Hymenoptera) foi encontrado no clado D, o
que indica uma expansdo de genes relacionados com degradacéo de feroménio para essa
espécie (trés desses genes sdo candidatos a degradacdo de feromonios, Oakeshott et al.,
2010). Por outro lado, a auséncia de genes de An. gambiae e Ae. aegypti indica que eles
podem ter sido perdidos em mosquitos. Além disso, no clado E foram encontrados
membros candidatos a degradacdo de hormdnio juvenil na espécie N. vitripennis. Ainda
nesse clado, € importante citar a presenca das proteinas E4 e FE4 que ja foram
associadas a resisténcia metabdlica a organofosforados na espécie My. persicae (Field et
al., 1998; 1999; Field & Blackman, 2003). O clado F é um dos clados que possui sua
funcdo bem estabelecida na degradacdo de horménio juvenil no que diz respeito a
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ordem Diptera (Oakeshott et al., 2005; Bai et al., 2007; Crone et al., 2007). Em 2010,
Oakeshott e colaboradores ressaltaram a existéncia de um membro candidato a Esterase
de horménio juvenil (JHE, do inglés Juvenile Hormone Esterase) na espécie T.
castaneum devido a presenca do motivo “GQSAG” proximo a serina nucleofilica e pela
relacdo filogenética com outras sequéncias ja caracterizadas como JHE em outras
espécies da ordem Coleoptera. No mesmo ano, Tsubota e colaboradores caracterizaram
esse gene como sendo o Unico que realiza esta fungdo em T. castaneum (Tsubota et al.,
2010). O clado G contém genes de JHE da ordem Lepidoptera e também contém as

CCEs de An. gambiae sem funcdo conhecida.

C. Desenvolvimento neuronal

Esse grupo abriga proteinas com sequéncia proteica conservada e caracteristicas
diferentes dos dois grupos anteriores, como a auséncia da triade catalitica em muitos
casos. Apenas 0s genes da enzima AChE, que atua na fenda sinaptica hidrolisando o
neurotransmissor acetilcolina (Futuko, 1990), sempre possuem a triade completa. Essa
enzima, alvo de OPs e CXs, quando sofre mutacfes pontuais na sequéncia codificante
impedindo a ligagdo do inseticida, é associada a resisténcia por insensibilidade do sitio
alvo. Outros membros sdo bem estudados como as neuroliginas que ndo sdo cataliticas e
participam do desenvolvimento do SNC. Em Drosophila, as enzimas neuroliginas 1 e 2
foram descritas por participar do desenvolvimento, crescimento e diferenciacdo pos-
sinptica de juncbes neuromusculares (Banovic et al., 2010; Sun et al., 2011). Esse
grupo € constituido de seis clados: H — Glutactinas, | — Funcdo desconhecida, J —
Acetilcolinesterases, K — Gliotactinas, L — Neuroliginas e M — Neurotactinas. Na
classificacdo de 2005, as glutactinas (clado H) faziam parte do grupo de processadoras
de hormdnio e feromdnio e na classificacdo de 2010 foram reposicionadas nesse grupo
(Oakeshott et al., 2010). Um dado interessante € que o numero de genes em cada clado
pode variar por espécie. Por exemplo, no clado M dipteros e coledpteros possuem dois

genes e as duas espécies de himenopteros so possuem um (Oakeshott et al., 2010).
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Figura 1.6 Cladograma esquematico representando a organizacdo dos 13 clados da
familia CCE que foram identificados por Oakeshott (2005). As barras laterais delimitam
os clados que estdo incluidos nos trés grandes grupos descritos pelo autor, em verde —
esterases envolvidas em processos fisiologicos de detoxificacdo, Azul — esterases
envolvidas no processamento de hormonios e feroménios e vermelho — esterases
envolvidas no desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso central (Adaptado
de Montella et al., 2012).

1.4 Evolucéo de familias génicas

Uma familia génica € um grupo de genes homologos que compartilham
caracteristicas similares e evoluiram a partir de um ancestral comum através de
duplicacdes. Em espécies proximas essas familias podem apresentar composi¢do muito
similar, 0 que pode ndo acontecer entre espécies que divergiram ha mais tempo. Isso
ocorre pois esses genes estdo sujeitos a dinamica natural do genoma que, por sua vez,
estd sujeito a eventos de ganho e perda de conteudo, como duplicacBes, deleces,
translocaces, inversdes e insercdes (Figura 1.7). Além disso, as caracteristicas de cada
gene serdo importantes para a sua fixagdo ou perda em uma populacdo (Lynch & Katju,
2004; Hahn et al., 2007). Embora ja houvesse relatos sobre eventos de duplicacdo

génica desde 1930, Ohno foi um dos primeiros autores a tentar explicar 0s mecanismos
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de duplicacéo e destacar sua importancia na contribuicdo da diversidade e evolucdo das
espécies (Zhang, 2003). As duplica¢bes variam quanto ao seu tamanho e regido do
genoma, podendo englobar desde uma parte de um gene, um segmento com varios
genes (duplicacdo segmentar; Stankiewicz et al., 2004; Sharp et al., 2005),
cromossomos inteiros (aneuploidia; Hassold et al., 2007) ou até mesmo genomas

completos (ploidias; Kellis et al., 2004).
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Figura 1.7 Esquema mostrando alguns eventos de rearranjo cromossomico. Em cinza
estd representado um cromossomo hipotético. Em vermelho estdo representadas as
regides antes e depois de cada evento (delecdo, duplicacdo e inversdo). Em verde e azul
estdo representados cromossomos hipotéticos numerados como 11 e 20
respectivamente. As regides delimitadas por colchetes estdo envolvidas nos eventos de
insercdo e translocacgdo entre os dois cromossomos.

Ap6s um evento de duplicacdo, 0s genes ancestrais e suas copias sdo chamados
de genes paralogos enquanto genes que surgiram a partir de um evento de especiacdo
sdo chamados de ortdlogos. Quando comparamos familias génicas em genomas de
espécies diferentes podemos encontrar genes ortélogos e paralogos, ilustrado na Figura
1.8 (Tatusov et al., 1997). Ao longo da evolucdo esses genes sofrem modificacfes nas
diferentes espécies, tais como outras duplicacdes e delecdes, o que dificulta a inferéncia
de paralogia e ortologia para os diversos membros de uma familia génica (Durand &
Hoberman, 2006). A inferéncia do relacionamento filogenético entre todos esses genes é

a melhor maneira de tentar compreender como evoluiram.
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Figura 1.8 Cladograma esquematico mostrando as relacGes entre dois genes hipotéticos
(A e B) que foram duplicados no ancestral comum de trés taxons (Humano, Cachorro e
Peixe). As barras laterais agrupam os genes hipotéticos que de acordo com a relacdo
mostrada na arvore esquematica sdo considerados ortélogos, paralogos e homologos. Os
circulos cinzas representam os eventos de especiacao.

Nas diferentes espécies, as familias génicas podem apresentar variacdes no
namero de copias, mostrando que os membros dessa familia seguem caminhos
evolutivos distintos. A diferenca de nicho ecoldgico e outras caracteristicas intrinsecas
das espécies fazem com que estas, e seus genes, estejam sob pressdes seletivas
diferentes. Em muitos casos a mesma familia génica pode ter composicoes
completamente distintas entre espécies proximas. Por exemplo, em uma comparagdo
feita nos genomas de 12 espécies de Drosophila viu-se que cerca de 40% das familias
génicas diferem em numero de copias (Hahn et al., 2007). Essas diferencas sdo ainda
mais proeminentes para espécies que divergiram ha mais tempo, como é descrito para a
familia génica dos receptores nucleares de horménio em Homo sapiens, Caenorhabditis
elegans e D. melanogaster (International Human Genome Sequencing Consortium,
2001).

Alguns mecanismos de duplicacdo génica ja foram descritos, mas a importancia
de cada um deles para a evolugdo das diferentes familias génicas ainda é controversa
(Nei & Hooney, 2005). Cada mecanismo de duplicacdo deixa assinaturas na copia final
e, em muitos casos, podemos inferir por qual mecanismo a cépia foi gerada. Na
transcri¢do reversa, a duplicacdo ocorre atraves da retrotranscricdo de uma fita de RNA
transcrito em uma fita simples de DNA que depois é inserida aleatoriamente no genoma.
A nova cOpia é desprovida tanto da estrutura génica exon-intron quanto do promotor
que sdo encontrados originalmente no gene copiado. Além disso, também é possivel

observar tracos da sequéncia referente a cauda poliadenilada comum em transcritos
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maduros (Zhang, 2003) (Figura 1.9A). Um trabalho realizado em humanos mostra que
cerca de 70% dos pseudogenes foram originados por retrotransposi¢do enquanto o resto
surgiu por recombinacgéo (Torrents et al., 2003).

A recombinacdo desigual acontece durante a replicacdo do DNA através do
pareamento de cromossomos homologos e geralmente as cdpias sdo dispostas em
sequéncia (Figura 1.9B) (Zhang, 2003). Em alguns casos isso pode ocorrer diversas
vezes formando um grupo de genes em uma regido do genoma como € visto, por
exemplo, em Drosophila para as beta-esterases (Robin et al., 2009). Alguns trabalhos
mostram evidéncias sobre a existéncia de regides do genoma mais susceptiveis para o
acontecimento de duplicacdo génica do que outras, como no caso das sequéncias Alu,
que representam cerca de 10% do genoma humano (Bailey et al., 2003). Erros de
escorregamento da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA gendmico também
sdo comuns e podem causar o0 surgimento de pequenas regides duplicadas. Além disso,
durante a replicagéo, a presenca de segmentos de DNA muito similares, muito comum
quando outras duplicagdes ja estdo presentes in tandem, pode favorecer a formacéo de
alcas que posteriormente aumentam ainda mais 0 nimero de cdpias do segmento de
DNA (Figura 1.9C). Algumas doencas humanas sdo causadas por duplicacdes génicas
como, por exemplo, a doenca de Charcot-Marie-Tooth. Esta doenca é causada pelo
aumento de dosagem do gene myelin protein zero que ocorre devido a eventos de
duplicacdo do mesmo (Heyer et al., 2011; Maeda et al., 2012). Nos eventos de
recombinacdo desigual, ao mesmo tempo que ocorre a duplicacdo de uma regido o
mesmo segmento pode ser deletado no cromossomo homélogo (Figura 1.9B). Delecdes
também podem ser mediadas pelo pareamento de dois genes homdlogos vizinhos,
resultando na formacdo de uma alca que leva a possivel delecdo de um segmento do
genoma (Figura 1.9D). Em alguns casos, a delecdo de genes importantes pode ocasionar
o0 surgimento de fendtipos menos adaptados ao ambiente como em algumas doencas
genéticas (Emanuel & Shaikh, 2001). A sindrome de ictiose, por exemplo, é causada
pela delecdo do gene esteroide sulfatase presente no cromossomo X (Mohandas et al.,
1979; Bonifas et al., 1987). Efeitos deletérios também podem ser provocados por
inversdes como caracterizado para a Hemofilia A, onde modificacbes na estrutura
génica do fator VIII devido a inversdo de uma regido gendmica prejudicam a
integridade do gene, provocando o desenvolvimento da doenga (Emanuel & Shaikh,
2001).
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Figura 1.9 Esquema de diferentes mecanismos de duplicacdo génica. A -
retrotransposicdo; B — duplicacdo e delecdo de um segmento por recombinacdo génica;
C — duplicagédo de um segmento in tandem devido a um erro de replicacdo e D — delegéo
de um segmento mediada pela formacdo de uma alca entre dois genes paralogos. A
imagem com fundo cinza representa um segmento gendmico hipotético incluindo a
estrutura de um gene e duas regides Alu (adaptado de Hurles, 2004 e Emanuel &
Shaikh, 2001).

Apols a duplicacdo do gene progenitor, a fixacdo de sua cdpia ocorre pelo
aumento de sua frequéncia na populacdo até um ponto em que faca parte
permanentemente do pool génico deste grupo. Depois da fixacdo, quatro possiveis
caminhos podem ser seguidos pela cdpia durante o processo evolutivo. Em um deles, a
copia pode ser degradada pelo acimulo de mutacGes até que as caracteristicas comuns
com a cépia progenitora, tais como estrutura génica e conservacdo da sequéncia, ndo
sejam mais detectadas (Figura 1.10A). Em outro panorama, a cdpia pode se manter
funcional, com a mesma funcdo ancestral ou desenvolver uma nova fungéo
(neofuncionalizacdo; Figura 1.10B), ou ainda compartilhar a funcdo ancestral com o
gene progenitor (subfuncionalizacdo; Figura 1.10C e D) (Hurles, 2004; Zhang, 2003;
Conant & Wolfe, 2008). Ainda sdo poucos os exemplos que mostram claramente o
trajeto de genes que evoluiram por alguma dessas maneiras, mas alguns estudos ja
apontam indicios consistentes.

Na neofuncionalizacdo, tanto a cOpia quanto o gene progenitor podem sofrer
modificagdes e assim assumir novas fungdes (Conant & Wolfe, 2008). Um exemplo que
aponta indicios do surgimento de uma nova funcdo foi visto em peixes que habitam
areas frias e possuem uma proteina anticongelante essencial para sua sobrevivéncia. Um
estudo mostrou que essa proteina pode ter sido originada através da duplicacdo do gene
que codifica a enzima acido salicilico sintetase que, em sua forma original, também
presente no peixe, possui funcdo completamente diferente (Deng et al., 2010). No caso
da subfuncionalizacéo, tanto a copia quanto o gene ancestral permanecem com a mesma
funcdo incialmente, mas alteragbes podem levar cada um deles a assumir parte da
fungdo ancestral. Por exemplo, dois genes envolvidos com a via metabolica de
degradacéo da galactose (GAL1 e GAL3) possuem evidéncias de terem evoluido de um
ancestral comum em Saccharomyces cerevisiae. GAL1 atua fosforilando moléculas de
galactose transformando-as em galactose-1-fosfato enquanto GAL3 atua como co-
indutor para a expressao dos genes da via. Entretanto, a espécie Kluyveromyces lactis

nédo possui 0 gene GAL3, indicando que GALL1 deve exercer as duas fungdes. O mesmo
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¢ visto para mutantes da espécie S. cerevisiae que nao expressam GAL3 (Meyer et al.,
1991).

Existe ainda muita controvérsia a respeito da manutencdo da nova copia por
selecdo quando ela mantém a mesma funcédo do gene progenitor (Swanson, 2003). Isto
porque em muitos genes o desbalanco da dosagem por si sO ja seria deletério e seria
eliminado por selecdo natural (Qian & Zhang, 2008; Birchlera & Veitia, 2012). No
entanto, em diversos casos, a duplicacdo da quantidade de transcrito pode ser favoravel,
como, por exemplo, no caso de genes relacionados a detoxificacdo de xenobidticos. Um
bom exemplo de resposta adaptativa a pressdo de selecdo a inseticidas é o do gene de
carboxilesterase em espécies do mosquito Culex que, em individuos resistentes, esta
amplificado no genoma (Yan et al., 2012). Além disso, quando a duplicacdo da
dosagem ndo é deletéria, a presenca de uma segunda cdpia pode servir como um
tamponamento contra a presenca de alelos nulos (Rabinow et al., 1991). Foi observado
que processos celulares mais béasicos, como regulacdo da transcri¢do, transducdo de
sinais, genes de desenvolvimento, entre outros, acumulam menos duplicagfes, enquanto
que os genes relacionados com o metabolismo e resposta a stress, especialmente stress
ambiental, acumularam mais copias durante a evolucao (Vogel & Chothia, 2006). Além
disso, em muitos casos, apesar de manter as funcOes originais do gene, existem
diferengas importantes no padrdo de expressdo da nova copia (Huminiecki & Wolfe,
2004). No caso dos genes kindlin, que tém funcdo de adesdo e sdo importantes no
processo de migracdo celular, o padrdo de expressdo dos trés genes paralogos em
vertebrados é diferente nos tecidos avaliados. Um deles inclusive é expresso apenas em
leucdcitos, mostrando a especializacdo no padrdo de expressdo, possivelmente
ocasionado pela redundancia funcional ap6s a duplicacdo (Khan et al., 2011).

Degradagao

*

Cépia progenitora Nova funcao

— B

2

Subfuncéo

Figura 1.10 Esquema mostrando os tipos de consequéncias que podem ocorrer para as
copias duplicadas: A — degradacgéo (ou pseudogenizagédo); B - desenvolvimento de uma
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nova funcdo (neofuncionalizacéo); C — cada cOpia passa a assumir uma parte da fungéo
ancestral (subfuncionalizacdo) e D — ambas as copias compartilham a funcdo ancestral
(adaptado de Hurles, 2004).

Ao longo da evolucao, genes homologos podem divergir ao ponto de assumirem
funcBes diferentes e genes que ndao compartilham um ancestral comum podem assumir
funcOes similares, por convergéncia evolutiva (Zhang, 2003; Hurles, 2004). No entanto,
assinaturas nas sequéncias desses genes (ou sequéncia de amino&cidos de suas
proteinas) e a avaliacdo de seus padrdes evolutivos em arvores filogenéticas podem nos

dar a direcdo quanto a origem de determinada funcao.

1.5 Taxonomia de Artrépodes

O filo Arthopoda ¢é conhecido por ser o0 maior do Reino animal e é responsavel por
grande parte da biodiversidade conhecida no planeta (Edgecombe, 2010). As espécies
que fazem parte desse filo compartilham caracteristicas que sustentam o monofiletismo
do grupo como, por exemplo, o processo de ecdise, ou muda, do exoesqueleto. Além
dos caracteres morfologicos, a monofilia do filo também é suportada por caracteres
moleculares, porém, para alguns ramos internos ainda existe controvérsia (Edgecombe,
2010). Atualmente esse filo esta dividido em quatro subfilos: Chelicerata, Myriapoda,
Crustacea e Hexapoda (Edgecombe, 2010) (Figura 1.11). O subfilo Chelicerata abriga
as classes Xiphosura (ex: caranguejo-ferradura) e Arachnida (ex: aranhas, escorpides e
carrapatos) e apresenta fortes indicios de ser monofilético. O subfilo Myriapoda abriga
as classes Chilopoda, Diplopoda, Symphyla e Pauropoda. Os subfilos Crustacea e
Hexapoda formam um grupo monofilético bem suportado por caracteres moleculares
chamado de Pancrustacea (Edgecome, 2010; Trautwein et al., 2012). Hexapoda possui
duas classes: Entognatha e Insecta, sendo a Ultima detentora de grande parte da
diversidade de espécies do grupo (Figura 1.12).
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Figura 1.11 Esquema resumido dos subfilos que constituem o filo Arthropoda. Em
vermelho esté destacado a subfilo Hexapoda (Adaptado de Edgecome, 2010).

A diversificacdo da classe Insecta ocorreu no permiano e jurassico, quando novos
padrdes morfologicos e moleculares surgiram em um curto periodo de tempo (Whitfield
& Kjer, 2008). Para analises filogenéticas esse tipo de panorama torna dificil a
compreensdo dos padrdes de divergéncia em ramos mais antigos devido a répida
diversificacdo (Whitfield & Kjer, 2008). O uso de dados moleculares ajudou a resolver
algumas questdes taxondémicas como, por exemplo, a relacdo entre as ordens do grupo
Holometabola (Trautwein et al., 2012). No entanto, mesmo dados moleculares séo
fortemente influenciados pela rapida diversificacdo, ja que a unica informacdo a que
temos acesso é a dos genes de organismos atuais que foram influenciados pelo curto
periodo de evolucdo conjunta e longo periodo posterior de evolucdo das diferentes
linhagens.

No presente trabalho foram utilizados dados de 33 espécies de seis ordens
taxondmicas da classe Insecta. Para o grupo dos Holometabolas, estdo representadas as
ordens Diptera, Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera e para os Paraneoptera, as
ordens Hemiptera e Phthiraptera. Essas ordens estdo ressaltadas em vermelho na Figura
1.12 onde esta representada a taxonomia atual dos hexapodas (adaptada de Trautwein et
al., 2012). O monofiletismo de holometabolas e de suas ordens é bem suportado tanto
por caracteres moleculares (dados filogenémicos, rDNA, mDNA e marcadores
nucleares) quanto caracteres morfoldgicos. Entretanto, para os Paraneoptera ainda existe
discordancia entre os caracteres avaliados (principalmente moleculares) e por isso, 0
posicionamento taxondmico desse grupo ainda ndo foi bem estabelecido. Além desses

grupos taxondmicos, também foram incluidos duas espécies de artropodes da classe

23



Arachnida que faz parte do subfilo Chelicerata e uma espécie do filo Nematoda, externo

aos Artropodes.
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Figura 1.12 Representacdo taxonomica atual da classe Insecta. Linhas pontilhadas
indicam pouco suporte para a monofilia do grupo. Os circulos coloridos representam o
tipo de dado que suporta as relacbes entre os nos (ver legenda no pé da figura). As
ordens que possuem espécies incluidas no presente trabalho estdo destacadas em
vermelho (Adaptada de Trautwein et al., 2012).
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1.6 Bioinformatica

A bioinformética utiliza conhecimentos das areas de ciéncia da computacédo e
matematica para organizar e analisar informacdes biologicas em larga escala para
melhor compreender problemas bioldgicos (Luscombe et al., 2001; Goodman, 2002).
Com o inicio do projeto de sequenciamento do genoma humano na década de 1980, a
bioinformatica veio disponibilizar métodos automaticos capazes de lidar com o grande
volume de dados gerados (Goodman, 2002). Em 1997 foi iniciada a criacdo de
laboratorios dedicados a essa nova area no Brasil focados em estudar inicialmente
organismos de interesse comercial. A bactéria Xillela fastidiosa, que ataca plantacdes de
laranja causando grandes prejuizos na economia, por exemplo, foi a primeira a ter o
genoma mapeado em territério nacional (Neshich, 2007). Posteriormente, outros
organismos de interesse médico e econdmico comecaram a ser estudados, permitindo o
desenvolvimento e avanco da area no pais (Neshich, 2007). Dados atuais publicados
pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) mostram que no mundo
inteiro mais de trés mil genomas de eucariotos ja foram ou estdo em processo de ser
sequenciados (NCBI, 2013). Em espécies de insetos, 15 genomas ja foram
completamente montados e 261 estdo em andamento (NCBI, 2013). Em 2011, o projeto
The 5.000 insect genome project aumenta a expectativa de crescimento desse nimero e
destaca a importancia da bioinformatica para o sucesso do projeto (Levine, 2011).

Apds o sequenciamento de um genoma, por exemplo, o processo de montagem
dos fragmentos, predicdo e anotacdo demandam conhecimentos tanto da area bioldgica
quanto da informatica para que os dados possam ser organizados de forma coerente
(Goodman, 2002). Além disso, apenas 0 mapeamento de um genoma isoladamente nédo
consegue desvendar problemas bioldgicos relevantes. Para isso sdo utilizados processos
automatizados para analisar dados de fontes importantes de informacdo como, por
exemplo, os de expressdo génica para alcangar uma melhor compreensdo dos sistemas
bioldgicos. A criacdo de algoritmos para automatizar o processamento dessa informacao
é crucial frente ao constante aumento do volume de dados, porém, as etapas de decisdo
e execucdo devem ser baseadas no conhecimento biologico prévio (Goodman, 2002). A
interacdo entre areas € uma das principais caracteristicas da bioinformatica tornando
possivel a compreensdo de problemas bioldgicos complexos através da manipulacéo e

analise de dados em larga escala (Luscombe et al., 2001).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Identificar proteinas homologas da familia génica das carboxilesterases (CCE) em
33 genomas de insetos anotados e classifica-las de acordo com a evolucdo dos

diferentes membros.

2.2 Obijetivos especificos

e Identificar proteinas homologas da familia CCE em 33 genomas ja publicados
de espécies da classe Insecta, 2 de Arachnida e 1 de Nematddeo;

e Predizer a localizagéo celular dos membros identificados;
e Organizar as proteinas através de analises filogenéticas;

e Classifica-las de acordo com seu relacionamento filogenético, predicao da
localizagdo celular e informac6es disponiveis na literatura e em bases de dados
publicas;

e Compreender a evolucdo da familia CCE.
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3. Material e métodos

3.1 Bases de dados

Os bancos de dados de proteinas preditas para os genomas das 36 espécies
selecionadas foram baixados dos seguintes sitios publicos: VectorBase
(http://www.vectorbase.org/), FlyBase (http://flybase.org/), Hymenoptera Genome
Database  (http://nymenopteragenome.org/), BeetleBase  (http://beetlebase.org/),
AphidBase (http://www.aphidbase.com/), Silkworm Genome Database
(http://silkworm.genomics.org.cn/), WormBase (http://www.wormbase.org/) e NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/) (Tabela 3.2). O banco de proteinas anotadas
manualmente (UniProt) do Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/) foi baixado e
formatado para ser utilizado em buscas realizadas com a ferramenta BLAST,

localmente.
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Tabela 3.2 Lista de genomas com predi¢do génica utilizados neste trabalho. Categoria

taxondmica, nome da espécie, endereco de onde foi obtido o banco de dados, verséo

usada, tamanho do genoma (Mb) e numero de gene preditos. Em alguns casos nao

existe uma predicdo final (-).

Ordem Familia Espécie FTP Versdo Genoma Genes
Diptera Drosophilidae  Drosophila ananassae http://flybase.org/ 1.3 176 15,276
Drosophilidae  Drosophila erecta http://flybase.org/ 1.3 134 15,324
Drosophilidae  Drosophila grimshawi http://flybase.org/ 1.3 138 15,270
e http://flybase.org/ 544 118 13,703
melanogaster
Drosophilidae  Drosophila mojavensis ~ http://flybase.org/ 1.3 161 14,849
Drosophilidae  Drosophila persimilis http://flybase.org/ 1.3 138 17,325
Drosophilidae ,?;ZZZ‘SZZ?SCW http://flybase.org/ 207 127 16,363
Drosophilidae  Drosophila sechellia http://flybase.org/ 1.3 115 16,884
Drosophilidae  Drosophila simulans http://flybase.org/ 1.4 111 15,983
Drosophilidae  Drosophila virilis http://flybase.org/ 1.2 172 14,680
Drosophilidae  Drosophila willistoni http://flybase.org/ 1.3 187 15,816
Drosophilidae  Drosophila yakuba http://flybase.org/ 1.3 127 16,884
Culicidae Aedes aegypti http://www.vectorbase.org/ 1.2 1376 15,419
Culicidae Anopheles gambiae http://www.vectorbase.org/ 3.6 278 13,683
Culicidae Culex quinquefasciatus  http://www.vectorbase.org/ 1.2 579 18,883
Hymenoptera  Apidae Apis melifera http://hymenopteragenome.org/ 1.1 236 10,157
Apidae Apis florea ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ 1.0 -
Apidae Bombus impatiens ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ 2.0
Apidae Bombus terrestris ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ 1.0
Megachilidae ~ Megachile rotundata ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ 1.0 - -
Pteromalidae  Nasonia vitripennis http://hymenopteragenome.org/ 1.2 295 18,000
Formicidae Acromyrmex echinatior  http://hymenopteragenome.org/ 3.8 300 17,278
Formicidae Atta cephalotes http://hymenopteragenome.org/ 1.2 290 18,153
Formicidae Camponotus floridanus ~ http://hymenopteragenome.org/ 3.3 240 -
Formicidae Herpegnathos saltator http://hymenopteragenome.org/ 3.3 330
Formicidae Linepithema humile http://nymenopteragenome.org/ 1.2 251
Formicidae ggg;;r;z?y mex http://hymenopteragenome.org/ 1.2 250 17,177
Formicidae Solenopsis invicta http://hymenopteragenome.org/ 2.2.3 484 16,569
Hemiptera Aphididae Acyrthosiphon pisum http://www.aphidbase.com/ 2.1 464 -
Reduviidae Rodhnius prolixus http://lwww.vectorbase.org/ 1.0 -
Coleoptera Tenebrionidae  Tribolium castaneum http://beetlebase.org/ 3.0 204 16,404
Lepidoptera Bombycidae ~ Bombyx mori http://www.silkdb.org/ glean 432 14,623
Phthiraptera  pelicudidae Pediculus humanus http://www.vectorbase.org/ 1.2 108 10,773
Ixodida Ixodidae Ixodes scapularis http://lwww.vectorbase.org/ 1.1 - -
Mesostigmata Phytoseiidae ~ Metaseiulus occidentalis ~ ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/ 1.0 88 -
Rhabditida Rhabditidae Caenorhabditis elegans  http://www.wormbase.org/ 8.1 100 19,735
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3.2 Busca e identificacdo das sequéncias proteicas

A busca e identificacdo das sequéncias proteicas foi realizada usando o pipeline
FAT (Functional Analysis Tool; Seabra-Junior et al., 2011), que utiliza os programas
HMMER (Finn et al., 2011) e BLAST (Altschul et al., 1990) localmente. A busca pelos
membros da familia Carboxilesterase (CCE) foi realizada utilizando o dominio Pfam
das COesterases (PF00135) disponivel na base de dados do Protein family database
(Pfam) (Punta et al., 2011) pelo programa HMMER. O programa BLAST foi usado para
buscas utilizando as sequéncias obtidas como query contra 0 banco de dados UniProt
(Swissprot) com o intuito de inferir similaridade e assim identifica-las preliminarmente
(Figura 3.13). O pipeline inicia sua execugdo selecionando as proteinas através do
programa HMMsearch com um perfil de dominios de interesse configurado. Os
dominios conservados no banco Pfam sdo representados como hidden markov models
(HMM), modelos estatisticos que, de maneira simplista, representam a probabilidade de
se encontrar um determinado aminoécido em uma posi¢do especifica da sequéncia. Eles
sdo construidos a partir de uma regido conservada de um alinhamento multiplo de
proteinas homdlogas conhecidas e bem caracterizadas (seed) que depois é enriquecido
automaticamente por comparacdo com sequéncias disponiveis no banco SwissProt que é
maior e mais diverso. Este HMM ainda podera ser manualmente encurtado caso suas
extremidades tragam muitos resultados falso positivos, o que ndo foi 0 caso nesta
dissertacdo. O HMM possui informacdo de uma regido conservada entre diversas
proteinas homadlogas, e por isso os algoritmos de busca por similaridade que o utilizam
como, por exemplo, 0 HMMsearch e 0 HMMscan sdo considerados mais sensiveis na

busca por homélogos distantes que o BLAST.

Proteinas
selecionadas

Base de Proteinas
preditas

Figura 3.13 Esquema do pipeline usado para as buscas nos genomas como descrito para
0 programa FAT (Seabra-Junior et al., 2011). Os retangulos cinza e verde simbolizam
0s dados de entrada para 0s programas que estdo representados nos quadrados azuis no
fluxo de dados.
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3.3 Pipeline de processamento de informacéo

Devido ao grande numero de sequéncias a serem analisadas, um pipeline
secundario foi criado para processar de forma automatica os resultados obtidos através
das ferramentas CD-search Batch (disponivel no sitio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) (Marchler-Bauer et al., 2009),
TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2007) e TMHMM (Krogh et al., 2001) (Figura 3.14).
A ferramenta CD-search Batch identifica os aminoacidos conservados dos dominios
existentes na proteina sendo analisada. No caso das CCEs, queremos identificar os
aminoacidos importantes para a funcéo catalitica como, por exemplo, 0s que compdem
o sitio catalitico e a cavidade de ligacdo com o substrato. O TargetP que é direcionado
para predizer a possivel localizagdo celular de proteinas levando em consideragdo a
sequéncia do peptideo sinal, foi utilizado para distinguir CCEs citosdlicas,
mitocondriais e secretadas. O programa TMHMM identifica sequéncias hidrofébicas ao
longo da proteina e por isso foi utilizado para caracterizar as hélices transmembranares
presentes nos membros do grupo chamado de neuronal das CCEs (Oakeshott et al.,
2005) como, por exemplo, as neurotactinas (De la Escalera et al., 1990). Todas essas
informacdes foram extraidas e codificadas de forma padronizada nos cabecalhos dos
arquivos das sequéncias, em formato FASTA, para melhorar a visualizagdo da arvore
filogenética. Também foi incluido no pipeline um passo de exclusdo de sequéncias de
mé qualidade que prejudicavam as analises filogenéticas devido a falta de sobreposicao
no alinhamento multiplo.

Em uma andlise do resultado do programa HMMsearch foi observado que havia
uma relacdo direta do e-value obtido com a area de cobertura das CCEs selecionadas,
pois o dominio conservado ocupa cerca de 85.47% (405.5 aminoacidos em média)
(Pfam, 2013). Em muitos casos, apesar do e-value ser significativo e menor do que o
ponto de corte normalmente aceito (P < 0,0001), foi observado que a sequéncia era
muito menor do que o tamanho médio dos membros dessa familia (550 aminoacidos;
Cygler et al., 1993), embora possuisse parte do dominio COesterase. Portanto, um novo
ponto de corte foi calculado para o e-value. Para tal propdsito e para que este método de
calculo pudesse ser validado, analises preliminares foram feitas avaliando as CCEs dos
12 genomas de Drosophila disponiveis. Estas sequéncias foram escolhidas por ja terem
sido extensamente avaliadas na literatura, tornando possivel uma melhor identificacéo

da presenca de falsos positivos e negativos para relaciond-los com o e-value obtido. A
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partir dessas analises, as CCEs que possuiam valor de e-value maior que 1e-58 na busca

HMM foram excluidas do restante das anélises.

Fasta das proteinas
selecionadas

Resultado
HMMsearch

Arquivo fasta codificado

Tabela de correlagdo ——

Figura 3.14 Esquema do pipeline usado para executar os programas de predicao e editar
os resultados de forma codificada nos cabecalhos dos arquivos em formato FASTA. Os
retdngulos cinzas, azuis e verdes representam respectivamente 0s arquivos que Sao
gerados pelo pipeline FAT, os scripts e programas executados e 0s arquivos gerados.

3.4 Andlises

As sequéncias selecionadas foram alinhadas pelo programa MAFFT (Katoh et al.,
2002). A construcdo da arvore filogeneética foi feita baseada em anélises de maxima
verossimilhanca utilizando o programa RaxML (Stamatakis, 2006) usando a matriz de
substituicdo Jones Taylor Thornton (JTT) (Jones et al., 1992). Para avaliar a confianca
nos ramos da arvore filogenética, foi realizado uma analise Bootstrap com 500 réplicas.
As analises estatisticas e graficos desta dissertacdo foram feitos utilizando o pacote R (R

Development Core Team).
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4. Resultados

4.1 Sequéncias encontradas

Ao total 1620 sequéncias foram encontradas pelo pipeline FAT. A média foi de
45 sequéncias por espécie mas para algumas esse numero variou bastante. O nimero de
sequéncias encontradas nos genomas nao parece ter relagdo com o fato de a espécie ser
transmissora de doencas, apesar de algumas espécies de vetores como Ixodes
scapularis, Rhodnius prolixus, Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti apresentarem
um ndmero total de sequéncias superior a média observada. Em contraste, a espécie
Pediculus humanus apresentou apenas 22 sequéncias. Além disso, outras espécies,
como Bombyx mori e Tribolium castanaeum, que ndo transmitem doengas a humanos,

também apresentaram um nmero expressivo de sequéncias (Figura 4.15).
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Ordem Espécie X=45

Rhabditida Caenorhabiditis elegans : 58
Mesostigmata Metaseiulus occidentalis | 47
Ixodida Ixodes scapularis 103
Lepidoptera Bombyx mori 76
CO|‘30ptera Tribolium castanaeum 61
Phthiraptera Pediculus humanus ~je— 22
Rodhnius prolixus 72
Acyrthosiphon pisum 49
Culex quinquefasciatus
Aedes aegypti
Anopheles gambiae 50
Drosophila melanogaster
Drosophila willinstoni
Drosophila virilis
Drosophila pseudoobscura ———— )
Diptera Drosophila mojavensis [ — 4
Drosophila yakuba —e—— 4]
Drosophila ananassae e———— 4]
Drosophila sechellia
Drosophila persimilis
Drosophila erecta
Drosophila simulans
Drosophila grimshawi — pe—— 36
Nasonia vitripennis 48
Megachile rotundata e— 20
Bombus terrestris
Bombus impatiens
Apis florea
Apis mellifera
Hymenoptera Harpegnathus saltator | e— 28
Camponotus floridanus [ — 43
Solenopsis invicta — ———— 39
Atta cephalotas
Linepithema lumile
Pagonomyrmex barbatus
Acromyrmex echinatior —me———— 28

Hemiptera

82

T S

66

T Y 1 S

[ o A guas g e 2

¢ T P s |

0 50 100
Numero de sequéncias

Figura 4.15 Numero total de sequéncias encontradas por espécie. As barras em azul
representam as espécies da classe Insecta, em laranja a classe Arachnida (ambas do filo
Arthropoda) e em verde a classe Secernentea (Filo Nematoda). As ordens taxondmicas
estdo representadas nas barras laterais.

A média de aminoécidos por sequéncia é de 545, o que corresponde aos
resultados descritos por Cygler em 1993 para CCEs cataliticas. Nessa regido da
distribuicdo € onde se encontra a maioria dos membros que possuem o dominio
COesterase completo e geralmente catalitico (Figura 4.16). O tamanho das sequéncias
variou de 42 a 2086 aminoacidos e, portanto, nas extremidades da distribui¢do estdo
presentes membros com caracteristicas bem diferentes. As sequéncias maiores que a
média possuem outras regides além do dominio COesterase como, por exemplo, as
neurotactinas, gliotactinas e neuroliginas, que possuem uma regido transmembranar ja
descrita (De la Escalera et al., 1990; Auld et al., 1995; Song et al., 1999). Além disso,
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outros genes possuem mais de um dominio COesterase e por isso possuem tamanho
acima da meédia observada (Figura 4.16). Nao existem indicios na literatura de que
CCEs quiméricos sejam funcionais, entretanto, para algumas CCEs de espécies de
deuterostomados foram encontrados mais de um dominio COesterase (Johnson &
Moore, 2012) e talvez isso possa ser resultado de eventos de duplicacdo (Zhang, 2003;
Hurles, 2004) ou de erros na predicdo génica (Nagy et al., 2008). O grupo de sequéncias
pequenas que possui dominio parcial de COesterase fica na extremidade esquerda da
distribuicdo (Figura 4.16) e, portanto, pode ser fruto de processos de pseudogenizagédo

(Zhang, 2003; Hurles, 2004) ou de problemas relacionados a predicdo génica.

Tamanho CCE - 36 espécies
N = 1620
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X = 545

Frequéncia
400 600
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200
|

[ I I I 1
0 500 1000 1500 2000

Tamanho
Figura 4.16 Distribuicdo de tamanho (em numero de residuos) das sequéncias

encontradas pelo pipeline FAT usando o perfil COesterase (PF00135) para as 36
espécies.

Devido a grande variagdo de tamanho encontrada entre as sequéncias, houve
dificuldade de se obter um bom alinhamento mdultiplo, pois as sequéncias menores
muitas vezes ndo possuiam regides que se sobrepusessem. Para resolver esse problema
de forma sistematica, os valores de score e e-value obtidos pelo programa HMMsearch
foram avaliados nos 12 genomas bem estudados de Drosophila disponiveis. O intuito
dessa analise foi avaliar o comportamento dos valores de e-value para genes funcionais

e ndo funcionais em um conjunto de sequéncias bem predito. Como pode ser observado
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na Figura 4.17, a distribuicdo de tamanho das CCEs nas 12 espécies de Drosophila
apresenta um perfil semelhante ao encontrado nas analises dos resultados de todos 0s
genomas avaliados (observado na Figura 4.16).
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Figura 4.17 Distribuicdo de tamanho das sequéncias de CCEs encontradas pelo pipeline
FAT para 12 espécies de Drosophila.

A grande variacdo de tamanho para os membros da familia CCE impacta na
variacdo dos e-values encontrados (Figura 4.18). Além disso, para as CCEs com menos
de 500 residuos, pode ser observada uma relacdo direta entre o tamanho e o valor do
respectivo e-value obtido pelo programa HMMsearch (Figura 4.18A). O fato de o
dominio conservado COesterase (PF00135) ocupar cerca de 85% (405 aa) da sequéncia
proteica vai influenciar diretamente o valor de e-value ja& que o score obtido no
alinhamento reflete de maneira direta o tamanho total da sequéncia e consequentemente
seu e-value (Figura 4.18B) sendo isto bem visualizado nestas sequéncias menores. No
entanto, para as sequéncias com mais de 500 residuos esta relacdo néo € téo clara, sendo
que sequéncias de um mesmo tamanho podem ter e-values muito diferentes como

mostra a Figura 4.18A.
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Figura 4.18 Grafico de dispersdo mostrando a relacdo entre o Logl0 do e-value e
tamanho da sequéncia (A) e entre o Logl0 do e-value e o score (B) para todas as
sequéncias encontradas pelo pipeline FAT. Os valores de e-value e score foram
extraidos do resultado do HMMsearch para a familia CCE (PF000135).

Para avaliar a relacdo do tamanho com o e-value de genes nao funcionais foram
utilizados dados de uma publicacdo que caracteriza a evolucdo do grupo de genes beta-
esterase em Drosophila (Robin et al., 2009). Nesse trabalho o autor identifica nove
genes ndo funcionais para as espécies D. ananassae (3), D. virilis (1), D. mojavensis
(2), D. buzzatii (2) e D. grimshawi (1). Os trés genes de D. ananassae foram
considerados nulos, pois possuem o dominio COesterase fragmentado. Os das espécies
D. virilis, D. mojavensis e D. buzzatii possuem substitui¢fes nos residuos da triade e por
isso sdo caracterizados como ndo cataliticos. O de D. grimshawi foi considerado um
pseudogene. Para confirmar a composicdo génica dos clusters e acessar as sequéncias
proteicas desses genes, o cluster de beta esterases de D. melanogaster foi visualizado no
navegador de genomas do sitio FlyBase (http://flybase.org/) através da palavra-chave
“est6” e a partir da aba de genes ortdlogos as sequéncias das outras espécies foram
acessadas.

Devido a continua curagem das predices génicas do flybase, a identificacdo dos
genes determinados por Robin e colaboradores (2009) sofreu algumas alteracdes e nem
todos os genes puderam ser encontrados. No conjunto de dados dessa dissertacdo, 0s
dois genes ndo funcionais de D. mojavensis estdo unidos em um unico arquivo fasta
(identificado como DMQOJ0171688) e o de D. grimshawi ndo foi encontrado. A espécie

D. buzzatii ndo possui genoma sequénciado e por isso também ndo esta incluida neste
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trabalho. Os genes de D. ananassae e D. virilis estdo de acordo com a descricéo feita
por Robin e colaboradores em 2009.

Com essas informacdes a localizacdo dos cinco genes foi ressaltada no grafico
de dispersdo (circulos cheios pretos na Figura 4.19). A Figura 4.19 mostra 0 mesmo
gréfico de dispersdo das sequéncias em Logl0 do e-value por tamanho que na Figura
4.18, mas agora divido em trés &reas importantes. Na area vermelha estdo as sequéncias
de menor tamanho e valores de e-value maiores do que 0 novo ponto de corte escolhido.
Na area verde se localizam as sequéncias com o dominio COesterase integro e na area
azul sequéncias com dois dominios COesterase. Neste grafico, os dois genes de D.
ananassae (DANA0128003 e DANA0123285) ocupam a area vermelha onde a maioria
das sequéncias possui tamanho menor que a média descrita para os membros cataliticos
e possuem e-value maior do que o ponto de corte escolhido. A sequéncia
DANAO0128001 que possui apenas um dos residuos cataliticos fica na regido
intermediaria entre as &reas vermelha e verde. O gene da espécie D. virilis
(DVIR0224488) se localiza no aglomerado de genes junto com os 11 membros de beta-
esterases cataliticos (identificados por Robin e colaboradores em 2009) que estdo
representados por circulos vermelhos na area verde. O gene da espécie D. mojavensis
(DM0J0171688; que possui 1.182 aminodcidos) possui dois dominios conservados
COesterase e por isso estd localizado na &rea azul. Ainda na regido azul foram
analisadas outras quatro sequéncias (DWI1L0251002, DWIL0244354, DYAKO0270791,
DVIR0224647, quadrados sem preenchimento na Figura 4.19) que ndo foram estudadas
por Robin e colaboradores em 2009. Para essas sequéncias também foi observada a
presenca de dois dominios COesterases, 0 que ndo é comum para 0s membros da
familia CCE, no entanto, Johnson e Moore em 2012 também descreveram a presenca de

genes com mais de um dominio COesterase em seus resultados.

37



Tamanho vs. Log10(E-value) -
Nao funcionais ou pseudogenes - CCE

© 7| . DANA0128003
]
®
uo) l DANA0123285
! A
DANA0128001
o ® @)
— o
o
TDU ~r DVIR0224488
T 2 3
L 0 |
= - B
(@]
(@) o
—l o
= 2 dominios
I pwiLo2s1002 [7] o
8 DWIL0244354D ® DMOJ0171688
o DYAK0270791 [T] [[] pviro224647
(=)
o €
&

[ [ I I I [ [
200 400 600 800 1000 1200 1400

Tamanho

Figura 4.19 Gréfico de dispersdao mostrando a relacdo entre o Log10 e-value e tamanho
da sequéncia encontrada pelo pipeline FAT para as 12 espécies de Drosophila. Os
circulos pretos destacam os genes ndo funcionais do grupo das beta-esterases, 0s
vermelhos os funcionais e as cruzes cinza representam o0s demais membros da familia
das CCE para as 12 espécies de Drosophila. Os quadrados pretos indicam outros quatro
genes com 2 dominios COesterase ndo estudados por Robin e colaboradores em 2009.
A) Area vermelha onde estio sequéncias com tamanho menor que a média e e-value
maiores do que o ponto de corte escolhido; B) area verde onde se concentram a maior
parte das CCEs com um Unico dominio inteiro e C) area azul onde se encontram
proteinas com dois dominios COesterase conservados.

4.2 Pipeline de processamento de informagéo

O pipeline criado extrai as informagOes relevantes dos arquivos finais das
analises (Multifasta, HMMsearch, TargetP, CD-search e TMHMM) e cria um arquivo

texto cujas informagdes sao delimitadas pelo caractere especial

“|5’

. As informagdes para
cada sequéncia analisada séo organizadas em linhas separadas, de acordo com o cddigo

de identificacdo de cada sequéncia. Como pode ser visto na Figura 4.20, a primeira
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coluna do texto, representada pela cor cinza, lista os cddigos de identificacdo das
sequéncias. Nas duas colunas seguintes, representadas pela cor laranja, ficam
organizados os dados oriundos do resultado do programa CD-search que correspondem
a predicdo dos residuos que compBdem a triade catalitica e a cavidade de ligacdo do
substrato. Nas colunas seguintes, em azul, ficam organizados os resultados oriundos da
predicdo da localizacdo celular feita pelo programa TargetP e o seu nivel de confianca
(1 corresponde a alta probabilidade da localizagdo estar correta, variando até 5 onde a
probabilidade da ocorréncia de falsos-positivo é alta) (Emanuelsson et al., 2007). A
coluna em vermelho lista 0 tamanho das sequéncias proteicas. Nas duas colunas em
verde ficam organizados os resultados do programa TMHMM, que informa a presenca
ou auséncia de hélices hidrofdbicas e no caso de proteinas que sejam transmembranares,
a segunda coluna verde informa a possivel orientacdo da hélice através do cddigo o
(outside) e i (inside) junto da posicdo do residuo inicial e final da hélice. Nas Gltimas
duas colunas ficam listados os valores de e-value e score obtidos pelo programa
HMMsearch executado pelo pipeline FAT.

DANA0120494| | |1|4|554|PredHel=0|Topology=0|1.6e-169|565.1
DANAO0120489| | IM|2|574|PredHel=0|Topology=0|8.2e-144|480.2
DANA0118167| | 4 £ |S|1|951|PredHel=1|Topology=0724-746i|2e-139]|465.7

Figura 4.20 Tabela gerada pelo pipeline desenvolvido para organizar as informacoes
relevantes do trabalho. Cédigo de identificacdo (cinza), residuos cataliticos e de ligacao
ao substrato (CD-search - laranja), predi¢do da localizacdo celular (TargetP - azul),
tamanho da sequéncia (vermelho), hélice transmembranar (TMHMM - verde) e e-value
e score (HMMsearch - preto).

Tendo como base as informacfes extraidas do arquivo de resultados descrito
acima, o pipeline também cria um arquivo em formato FASTA com a codificacdo dos
resultados para cada sequéncia em seu cabecalho. Assim, além do codigo de
identificacdo da sequéncia as informacdes do CD-search, TargetP e TMHMM, de forma

(Y32

compacta e delimitada por underscores pode ser visualizada facilmente mesmo em

analises posteriores. Como pode ser visto na Figura 4.21, o cabecalho € iniciado pelo
codigo de identificacdo da sequéncia em preto, seguido pelos aminoécidos preditos pelo
CD-search em laranja (com as posi¢des omitidas), a localizagéo predita pelo TargetP em
azul e a presenca ou auséncia (O ou Y respectivamente) de predicdo para hélice
transmembranar em verde. A orientacdo da hélice transmembranar € omitida no

cabecalho.
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TRGLFHKAICMSGNTLSPWAVTPQRNWPYRLAVQAGYTGENNVRDVWEFLNNAKGSDIIKANGEL CIDEEKKERIGFSFGPVIEPYVTSHCVVPKKPIEMMRTAWSNS
IPLILGGVSNEGLLLYSETKANPKCLNELDDCRFVVPIELNMDRDSALCREYGEQLRQCYYGDKTPSLDTLHEYLQMVSHEYFWFPIYRTVLSRLQYATGAPTYLYRFD
FDSKHFNHLRILSCGKKVRGTCHGDDLSYLFYNSLARKLKNHTREYKCIERLVGLWTHFATCGNPNFDPEQADLWQPVDAAAIEKHQLKCLNISDELKVIDVPDMRKL
MVWESFFRRDELL

Figura 4.21 Exemplo do arquivo FASTA das sequéncias ap0s a codificacdo das
informagdes dos programas de predicdo no cabecalho. As posi¢es dos residuos
identificados pelo programa CD-search e a topologia das hélices transmembranares
foram omitidas para facilitar intepretacdo dos resultados em analises subsequentes.

Além do processamento de informagdes, o pipeline também conta com uma
etapa de exclusdo de sequéncias de acordo com o e-value. Apos as analises dos
genomas de Drosophila descritas acima, levando em conta o tamanho das sequéncias e
seus respectivos e-values, foi configurado o valor de 1e-58 para servir como corte de
exclusdo de fragmentos de CCEs. No universo de 1620 sequéncias, 1299 possuiam
valores acima do corte e, portanto, passaram a compor 0 conjunto de sequéncias a serem
analisadas. A exclusdo de sequéncias pelo e-value eliminou sequéncias de tamanho
muito pequeno, e que poderiam atrapalhar os alinhamentos maltiplos, como pode ser
visto na comparacao feita antes e depois da aplicacdo desse passo pelo pipeline (Figura
4.22). Na Figura 4.22A, o ordenamento do tamanho das CCEs mostra a presenca de
sequéncias com tamanho inferior a 405 residuos (tamanho do dominio conservado
COesterase). J& na Figura 4.22B, o ordenamento mostra que esse extrato de sequéncias
ndo faz parte do novo conjunto de dados.

A

distribuicao do tamanho - CCE distribuicao do tamanho - CCE com corte

2000
]
2000

Tamanho
1000 1500
1
1500

Tamanho
1000
1

500
500
|

Figura 4.22 Ordenamento do tamanho das sequéncias antes e depois da execucdo do
passo de excluséo feita pelo pipeline de processamento de informacao.
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O impacto do corte no numero total de esterases € relevante para algumas
espécies como, por exemplo, R. prolixus que teve 83% (60) das sequéncias excluidas.
Este resultado é compreensivel, ja que a predi¢cdo génica usada para este inseto ainda
estava na versao “rascunho” e provavelmente possui problemas quanto a integridade
dos genes. Somente durante a escrita desta dissertacdo a predicdo génica estavel (V1.1)
foi liberada pelo VectorBase. Por outro lado, as espécies D. melanogaster, D.
mojavensis e Bombus terrestris ndo tiveram nenhuma sequéncia excluida pelo corte.

Apds o corte, a média de sequéncia por espécies passou a ser 36, € ndo mais 45 como

observado no conjunto original de sequéncias (Figura 4.23).

Ordem Espécie X=36
Rhabditida Caenorhabiditis elegans . 5)/58
MeSOSt'gm?ta Metaseiulus occidentalis 38/47
_Ixodida Ixodes scapularis 71/103
Lepldoptera Bombyx mori 65/76
COI.eoptera Tribolium castanaeum 48/61
Phthiraptera Pediculus humanus 17/22
Hemiptera Rodhnius prolixus 12/72
Acyrthosiphon pisum 31/49
Culex quinquefasciatus 69/82
Aedes aegypti 59/66
Anopheles gambiae 45/50
Drosophila melanogaster 58/58
Drosophila willinstoni 49/51
Drosophila virilis 40/42
Drosophila pseudoobscura 40/42
Diptera Drosophila mojavensis 42/42
Drosophila yakuba 37/41
Drosophila ananassae 38/41
Drosophila sechellia 36/40
Drosophila persimilis 38/40
Drosophila erecta 37/39
Drosophila simulans 33/36
Drosophila grimshawi 34/36
Nasonia vitripennis 46/48
Megachile rotundata 19/20
Bombus terrestris 25/25
Bombus impatiens 22/23
Apis florea 22/24
Apis mellifera 28/29
Hymenoptera Harpegnathus saltator 17/28
Camponotus floridanus 28/43
Solenopsis invicta 17/39
Atta cephalotas 21/35
Linepithema lumile 23/41
Pagonomyrmex barbatus 21/43
Acromyrmex echinatior 21/28
T T T
0 50 100

Numero de sequéncias

Figura 4.23 Numero total de sequéncias por espécie apos a exclusdo feita pelo pipeline
secundario. Ao lado das barras estdo representados o nimero total ap6s o corte seguido
pelo nimero inicial de sequéncias. As barras em azul representam as espécies da classe
Insecta, em laranjas a classe Arachnida (ambas do filo Arthropoda) e em verde a classe
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Secernentea (Filo Nematoda). As barras laterais na esquerda delimitam espécies das
respectivas ordens taxondmicas.

Com o intuito de avaliar se, ao eliminar as sequéncias com e-value abaixo do
novo ponto de corte estabelecido, estariamos causando algum tipo de viés, diversos
tipos de caracteristicas das sequéncias e seus e-values foram avaliadas. Do total de
proteinas identificadas (1620), é evidente que grande parte possui valores abaixo da
média de tamanho que é de 545 aminoacidos e muitas delas foram retiradas da andlise
por possuirem e-value maior do que o ponto de corte (Figura 4.24A). Em relacéo a
localizagdo celular feita pelo programa TargetP, os trés tipos de identificacdo
(mitocondrial, intracelular e secretada) tiveram proteinas com valor de e-value acima do
ponto de corte, sendo que no caso das intracelulares um nimero maior de sequéncias foi
excluido (Figura 4.24B-D). Na identificacdo de proteinas transmembranares feita pelo
programa TMHMM, os resultados também mostram que parte dessas sequéncias ficam
acima do ponto de corte e foram excluidas (Figura 4.241 e J). Em relacéo a identificacdo
da triade catalitica feita pelo programa CD-search, os resultados apontam que os dois
principais grupos de sequéncias que apresentaram triade catalitica (Ser-Glu-His e Ser-
Asp-His), ndo possuem proteinas acima da linha de corte e, portanto, nenhuma
sequéncia que possuia a triade catalitica completa foi excluida do trabalho (Figura
4.24E e F). Estes resultados mostram que ndo houve um viés importante com 0 novo
ponto de corte estabelecido e se este viés aconteceu foi no sentido de deixar que as
enzimas supostamente cataliticas (e mais provaveis de estarem envolvidas na resisténcia
a inseticidas) continuassem na andlise. Isso também acontece para o grupo de
sequéncias que apresentaram um residuo de glicina substituindo a serina nucleofilica da
triade (Figura 4.24G). Para o grupo de sequéncias que ndo apresentaram a triade
catalitica, com o esperado, fica evidente a presenca de proteinas com tamanho abaixo da
média (Figura 4.24H).
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Figura 4.24 Padrdo de dispersdo de proteinas encontradas de acordo com a relagdo ao
valor de e-value obtido na busca HMM e seu respectivo numero de residuos. A linha
vermelha no eixo y identifica o valor de corte (1e-58). A area preenchida em vermelho
claro representa o grupo de sequéncias excluidas com este ponto de corte. As linhas
cinzas sdo guias para facilitar a visualizacdo dos padrdes de dispersdo. Cada grafico
apresenta o padrdo de dispersao para 0s seguintes grupos de sequéncias: A) universo de
sequéncias encontradas pelo pipeline FAT; B) mitocondriais; C) intracelulares; D)
secretadas; E) triade SDH; F) triade SEH; G) triade GEH; H) triade incompleta; 1) sem
transmembrana e J) com transmembrana.

4.3 PredicOes

Do grupo de sequéncias selecionadas pelo novo ponto de corte (1299), 55%
(715) tiveram os residuos serina (Ser), acido glutdmico (Glu) e histidina (His) preditos
para a triade catalitica. Apenas 6% (73) possuiam acido aspartico (Asp) no lugar de
acido glutamico (Glu). Em 11% (150) a triade possuia um residuo de glicina (Gli) na
posicdo da serina catalitica caracterizando a triade Gli-Glu-His. Quando nenhum dos
residuos acima foram encontrados nas posigcdes esperadas para a triade catalitica estas

foram consideradas como incompletas, tendo ocorrido em 28% (361) das sequéncias.
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Nesse Ultimo grupo, na posi¢édo da serina nucleofilica foram identificadas substituicoes
por valina, alanina, &cido aspértico e arginina. Na posicdo do residuo &cido foram
identificadas substitui¢cOes por asparagina e alanina e na posigéo da histidina conservada
foram observadas substitui¢cGes por alanina, metionina, valina, arginina e lisina (Figura
4.25A).

O programa TargetP realiza a predicdo da localizagdo celular das sequéncias
através do peptideo sinal localizado na porcdo amino-terminal das proteinas
(Emanuelsson et al., 2007). As sequéncias com enderecamento predito para a via
secretoria representam 56% (730) das sequéncias enquanto que para a mitocondria 10%
(123). Proteinas que ndo tiveram peptideo sinal identificado foram consideradas como
citosolicas e representam 34% (446) das sequéncias (Figura 4.25B). Cerca de 27% (355)
do conjunto de sequéncias selecionadas sdo potencialmente transmembranares, pois
apresentaram predicdes de regides hidrofobicas que podem ter funcdo de ancoramento
na membrana. Ainda em relacdo ao programa TMHMM, é importante ressaltar que
devido a caracteristica hidrofobica de peptideos sinais, regides transmembranares
préximas a porcdo amino-terminal podem ser identificadas e por serem transitorias
devem ser consideradas como falso-positivas (Figura 4.25C). Tendo em vista essa
limitacdo, os dados da literatura que caracterizam as posicfes das alcas
transmembranares em neuroliginas, neurotactinas e gliotactinas, foram usados para
avaliar a orientacdo das hélices e separa-las de sinais de enderecamento. Com isso
foram identificadas 17% (226) de proteinas que potencialmente possuem regides
transmembranares e 10% (129) de peptideos sinais que se encontravam na extremidade
da porcéo amino-terminal (Figura 4.25D).
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A predicao dos residuos cataliticos - CD search B Predicao da localizacao celular - TargetP
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C predicao de regides transmembranares - TMHMM D Transmembrana e Peptideo sinal hidrofébico
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Transmembrana

..

Transmembrana

Peptideo sinal

Sem transmembrana Sem transmembrana

Figura 4.25 Estatistica dos resultados obtidos pelos programas de predi¢cdo. A) Predi¢do
dos residuos cataliticos usando CD-search; B) predicdo da localizacdo celular usando
TargetP; C) predicdo de hélices transmembrana usando TMHMM e D) reavaliacdo da
predicdo de hélices transmembrana usando a literatura. (roxo: hélice transmembrana
identificada, rosa: sem hélice transmembrana, e cinza: peptideos sinal hidrofébico
erroneamente classificados como hélice transmembrana pelo TMHMM).

4.4 Analises filogeneéticas de CCEs de artropodes

A anélise filogenética dos genes da familia CCE encontrada neste trabalho esta
representada na Figura 4.26. Trinta e oito sequéncias possuiam e-value menor que le-
58, mas ndo foram incluidas nessa analise devido ao modo de exclusdo da primeira
versdo do pipeline desenvolvido (Tabela Suplementar 2). A Tabela 4.3 mostra a relacéo
dos clados encontrados neste trabalho e os clados encontrados por Oakeshott e
colaboradores em 2010. Na tabela podemos ver que em alguns casos os clados
encontrados pelos autores também foram recuperados neste trabalho, como ocorre no

clado das gliotactinas onde encontra-se genes ortélogos em uma relacdo 1:1 entre as
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especies. Em contraste, em outros clados, como o das beta-esterases de Drosophila, os
genes encontrados pertencem a apenas uma Unica familia taxondmica (Diptera). Ao
total foram identificados 39 clados com valores de bootstrap acima de 60% (Figura
Suplementar 1). Como era de se esperar com 0 aumento da amostragem, em alguns
casos, ndo houve suporte estatistico corroborando a classificacdo proposta por
Oakeshott e colaboradores. O exemplo mais dréastico pode ser observado na classe
Detoxificante, onde os trés clados funcionais determinados por Oakeshott e
colaboradores em 2010 na realidade se misturam nos diferentes clados tdxon-especificos
encontrados (Figura 4.26). Um melhor detalhamento dos principais clados e categorias

funcionais de CCEs pode ser encontrado na Tabela 4.3.
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Desenvolvimento neuronal
AChE M. occidentalis SEH

Nio cat. Nao caracterizado 1 - novo AChE C. elegans SEH J
\ \ AChE1e2 SEH
\ AChE

SEH/SDH Glutactinas - Diptera Kt
% N&o cat. Drosophila AAA \ \ PcEhits: SHER)

& Nao cat. Glutactinas Néo caracterizado SEH/Nao cat. |
Esterases - C. elegans —_ eurotactinas Nao cat. + M

Nao cat. Nao caracterizado - Arachnida
K ———————— Naocat. + Gliotactinas Neuroliginas Nio cat. + L

SEH Nao caracterizado - B. mori —

D ————————— SEH Tegumentares \\
500 bootstraps -JTT 1
SEH/SDH JHE - Diptera
P

SEH Nao caracterizado
Hymenoptera

SDH Beta-esterases - Drosophila

Hymenoptera Detox - 1

Hymenoptera Detox - 2
Lepidoptera Detox - 2
Lepidoptera Detox - 1

SEH Beta-esterases - Multi ordens

SEH Beta-esterases - conservada

SEH JHE - Hemiptera ¢
SEH Nao caracterizado - T. castaneum

Hemiptera Detox - 1
Phthiraptera Detox - 1

Diptera Detox - 3

L Coleoptera Detox - 1
G SEH JHE - Lepidoptera R

Diptera Detox - 2
Diptera Detox - 1
Processadoras de hormonios e feromodnios | | Alfa-esterases e detoxificantes sr+ *

A BeC

Figura 4.26 Arvore filogenética ndo enraizada dos membros da familia CCE. Apenas os valores estatisticos (acima de 60%) sdo mostrados.
Clados com proteinas transmembranares estdo representadas por um sinal + vermelho. Clados com proteinas majoritariamente cataliticas
secretadas estdo representados pelo codigo que representa a triade catalitica de trés letras em azul (SEH ou SDH). Clados com proteinas
majoritariamente enderecadas para diferentes locais estdo representadas pelo cédigo SEH na cor laranja.
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Tabela 4.3 Clados identificados no presente trabalho e por Oakeshot e colaboradores em 2010. NUmero de genes encontrados (numero de
espécies); Presenca ou auséncia de regido transmembranar (TM); Enderecamento celular (S — secretadas, | — intracelulares e Sem padrdo) e
Triade catalitica.

Clados Oakeshott et al., 2010 Clados encontrados neste trabalho N2 de genes TM Enderecamento Triade
L - Neuroligina 137(35) + S N3o cat.
K - Gliotactina 37(32) + S N3o cat.
M - Neurotactina 31(28) I N3o cat.
J-AChE 1 20(20) - S SEH
J - AChE 2 33(31) - S SEH
J - AChE C. elegans 3(1) - S SEH
J - AChE - M. occidentalis 14(1) - S SEH
J - AChE — Arachnida 81(2) - S SEH
H - Glutactinas 31(30) - S N3o cat.
H - Glutactinas Diptera 54(15) - S SEH/SDH
H - Drosophila AAA 15(12) - S N3o cat.
N , 31(31) N3o
| - Nao caracterizado - S
cat./SEH
N3o caracterizado 1 - Novo 19(19) - S N3o cat.
Esterases - C. elegans 42(1) - Sem padrao SEH
N3o caracterizado - Arachnida 2(2) - I N3o cat.
N3o caracterizado - B. mori 8(2) - S SEH
D — Tegumentares 64(28) - S SEH
F - JHE — Diptera 64(16) - S SEH/SDH
F - Ndo caracterizado - Hymenoptera 13(11) - Sem padrao SEH

49



Tabela 4.3 Continuagédo

Clados Oakeshott et al., 2010 Clados encontrados neste trabalho N2 de genes TM Enderecamento Triade
E - Beta-esterase — Drosophila 32(12) - S SDH
E - Beta-esterase - multi Ordens 61(20) - S SEH/SDH
E - Beta-esterase conservada 30(28) - S SEH/SDH
E - JHE — Hemiptera 9(1) - S SEH
E - Ndo caracterizado - T. castaneum 12(1) - S SEH
G — JHE Lepidoptera 4(1) - S SEH
G — Lepidoptera 1 13(1) - S SEH
G — Diptera 1 12(3) - S SEH
G — Diptera 2 16(3) - S SEH
G — Hymenoptera 1 13(6) - S SEH

A — Detoxificantes 64(13) SEH
Hymenoptera Detox — 1 - |

Hymenoptera

B — Alfa-esterases Hymenoptera Detox — 2 13(12) - I SEH

C — Fungao desconhecida Diptera Detox—1 156(15) - I SEH
Diptera Detox — 2 62(15) - Sem padrao SEH
Diptera Detox — 3 18(15) - S SEH
Lepidoptera Detox — 1 13(1) - Sem padrao SEH
Lepidoptera Detox — 2 8(1) - I SEH
Coleoptera Detox — 1 14(1) - I SEH
Phthiraptera Detox— 1 2(1) - I SEH
Hemiptera Detox — 1 5(1) - Sem padrao SEH
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4.4.1 Desenvolvimento neuronal

Nesse grupo estdo organizados os seis clados (H-M; Figura 4.26) identificados
previamente por Oakeshott e colaboradores (2005, 2010). Além desses, foram idenficados
outros trés contendo proteinas de outros artropodes (N&o caracterizado 1 — Novo; Nao
caracterizado — Arachnida e N&o caracterizado — B. mori). Os clados Gliotactina, Neuroligina
e Neurotactina (K, L e M), como ja era esperado, sdo monofiléticos e os Unicos que possuem
proteinas ndo cataliticas com predicdo de regido hidrofébica associada ao ancoramento em
membranas. O clado J, das Acetilcolinesterases, contém proteinas majoritariamente
cataliticas e neste trabalho € possivel ver que ocorreram expansfes nas espécies da classe
Arachnida. O clado I, ainda ndo caracterizado, ¢ monofilético e anteriormente era
considerado como ndo catalitico. Entretanto, neste trabalho detectamos a presenca de
sequéncias de himendpteros que possuem todos os trés residuos cataliticos da triade (Ser-
Glu-His). O clado H, das Glutactinas, como ja descrito por Oakeshott e colaboradores em
2010, possui proteinas cataliticas e ndo cataliticas. O clado N&o caracterizado 1 — Novo €
monofilético e a presenca de um gene do quelicerado I. scapularis indica que esse gene
estava presente no ancestral dos artropodes. Isso sugere que esse gene tenha sido perdido no
ancestral dos himendpteros devido a auséncia de genes de todas as treze espécies dessa
ordem (Figura 4.29B). O clado N&o caracterizado — Arachnida possui dois genes nao
cataliticos, um de I. scapularis e um de M. occidentalis. O clado N&o caracterizado - B. mori
possui cinco proteinas cataliticas e trés ndo cataliticas de lepidoptero, além de um gene de C.
elegans.

As neuroliginas (Clado L) formam um clado monofilético com 94% de bootstrap.
Este clado agrupa cinco clados monofiléticos que foram identificados em insetos como
NLGN-1, 2, 3, 4 e 5 (Biswas et al.,, 2008). Além desses, dois outros clados foram
recuperados. O clado aqui denominado de NLGN-CE, mais externo, contém um gene do
quelicerado M. occidentalis, um de B. mori e 0s genes do nematodeo C. elegans. No outro
clado encontramos quatro genes de M. occidentalis (Clado NLGN-MO), em uma posi¢ao
mais interna (Figura 4.27). Nenhum gene de I. scapularis foi encontrado nesse grupo de
proteinas podendo isto ser devido a falta de genes homdlogos neste carrapato. Contudo, é
mais provavel ter acontecido por causa da exclusdo de sequéncias de baixa qualidade feita no
inicio das analises, ja que em M. occidentalis o gene foi encontrado. Nem todas as espécies
de insetos apresentaram todos os cinco clados de NLGN sendo que a representacdo do

namero de genes por espécie em cada clado estd listada na Tabela 4.4. Como pode ser
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observado, nenhum gene das doze espécies do género Drosophila foi encontrado no clado
NLGN-5, indicando que esse gene foi perdido no ancestral comum desse género. A auséncia
de NLGN-5 em D. melanogaster ja havia sido descrita por Biswas e colaboradores em 2008.
Também ndo foram encontrados genes das espécies D. grimshawi e D. persimilis nos clados
NLGN 1 e 3, respectivamente, indicando que delecBes podem ter ocorrido nestas espécies.
N&o foram encontrados também pelo menos um gene em algum dos sete clados para as
espéecies Acromyrmex echinatior, Pagonomyrmex barbatus, Atta cephalotes, Solenopsis
invicta, Camponotus floridanus, Harpegnathus saltator, Apis florea, Aedes aegypti,
Acyrthosiphon pisum, Rodhnius prolixus, Tribolium castaneum e Bombyx mori (Tabela 4.4).
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Figura 4.27 Neuroliginas (Clado L). Apenas valores de bootstrap maiores que 60% estao
mostrados. Os ramos que contém apenas genes das espécies das ordens Hymenoptera e
Diptera foram colapsados, assim como os da espécie C. elegans (nimero de genes esta
representado entre parénteses). As barras laterais a direita mostram a classificacdo ja
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existente para os ramos NLGN 1, 2, 3, 4 e 5 (Biswas et al., 2008) e os dois clados novos,
NLGN-CE e NLGN-MO. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o material
suplementar (Tabela S1).

Tabela 4.4 Numero de genes por espécie nos clados neuroliginas.

Neuroliginas (NLGN)

espécie 1 2 3 4 CE MO

Acromyrmex echinatior 1 1 1
Pagonomyrmex barbatus
Linepithema humile 1
Atta cephalotes

Solenopsis invicta
Camponotus floridanus 1
Harpegnathus saltator 1
Apis mellifera 1
Apis florea

Bombus impatiens
Bombus terrestris
Megachile rotundata
Nasonia vitripennis
Drosophila grimshawi
Drosophila simulans
Drosophila erecta
Drosophila persimilis
Drosophila sechellia
Drosophila ananassae
Drosophila yakuba
Drosophila mojavensis
Drosophila pseudoobscura
Drosophila virilis
Drosophila willinstoni
Drosophila melanogaster
Anopheles gambiae
Aedes aegypti

Culex quinquefasciatus
Acyrthosiphon pisum
Rodhnius prolixus
Pediculus humanus
Tribolium castaneum 1
Bombyx mori 1
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Ixodes scapularis
Metaseiulus occidentalis

[EEN
I

Caenorhabiditis elegans 5

O gene da neurotactina (Clado M) é descrito como exclusivo da classe Insecta
(Gilbert & Alud, 2005), entretanto, a deteccdo do gene ISCA013301 de I. scapularis indica
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gue esse gene estava presente no ancestral dos artrépodes (Figura 4.28A). Os resultados das
predicdes (TMHMM e CD-search) corroboram os dados da literatura, pois essas proteinas
possuem regido transmembranar na por¢cdo amino-terminal e ndo sdo cataliticas (Tabela 4.3).
Nesse clado, ndo foram encontrados genes para as espéecies D. persimilis, D. simulans, Acy.
pisum, R. prolixus, H. saltator, Ca. floridanus e ainda para o quelicerado M. occidentalis. A
falta destes genes pode ser devido a erros de predicdo, ja que ele pode ser encontrado em
espeécies proximas de todas as espécies com o gene ausente. As espécies D. melanogaster e B.
impatiens possuem 3 e 2 genes respectivamente (Figura 4.28A).

As gliotactinas (Clado K) formam um grupo monofilético com alto suporte (100% de
bootstrap). Como as neurotactinas, estes genes apresentam o dominio COesterase e uma
regido transmembranar, porém, localizada na porcdo carboxi-terminal (Tabela 4.3). A
presenca bem suportada de dois genes de espécies da classe Arachnida, MOCI39135590 e
ISCA020290, indica que as gliotactinas estavam presentes no ancestral do filo Artrépoda.
Nesse clado ndo foram encontrados genes apenas para as espécies R. prolixus e P. barbatus
do filo Arthropoda, enquanto D. melanogaster e Ap. mellifera possuem 5 e 2 genes
respectivamente (Figura 4.28B). Um clado de genes ndo caracterizados de B. mori (com um
de C. elegans) se agrupa com as gliotactinas, no entanto, sem suporte estatistico (Figura
4.26).
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Figura 4.28 A — Neurotactina (Clado M) e B — Gliotactina (Clado K). Apenas valores de
bootstrap maiores que 60% estdo mostrados. Para a melhor identificacdo das espécies utilize
0 material suplementar (Tabela S1).
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Diferente dos trés clados citados acima (Neuroliginas — L, Neurotactinas — M e
Gliotactinas — K), que ja possuem indicios sobre sua funcéo, o clado ndo caracterizado citado
no trabalho de Oakeshott e colaboradores (Clado 1) ainda permanece sem uma funcgéo
conhecida (Oakeshott et al., 2005; 2010). Os resultados da presente analise apontam que esse
gene ja existia no ancestral comum dos insetos e nematddeos devido a presenca do gene
F55D10.3 de C. elegans (100% de bootstrap, Figura 4.29A). Nenhum gene foi encontrado
em Arachnida o que pode indicar que houve perda desse gene nas espécies desse filo, ou que
eles foram excluidos em etapas anteriores do trabalho. Com excecdo de dez genes das
espécies da ordem Hymenoptera que apresentaram a triade catalitica predita como Ser-Glu-
His, todos os outros genes apresentaram substituicbes em algum dos trés residuos cataliticos.
Esses genes ndo possuem regides hidrofébicas que possam ser associadas ao ancoramento em
membranas j& que os resultados positivos obtidos pelo programa TMHMM se encontram na
extremidade amino-terminal das sequéncias e por isso foram associados a presenca de um
peptideo sinal de secrecdo. A maioria dos genes foram preditos como secretados ou
intracelulares, tendo sinal mitocondrial apenas o gene da espécie Acy. pisum (Figura 4.29A).
Um gene foi encontrado para cada espécie de inseto analisada e o relacionamento
filogenético entre eles € igual ao esperado pelo relacionamento taxondmico conhecido para
0S grupos.

Algumas proteinas que haviam sido organizadas no clado neurotactina (Clado M) no
trabalho publicado por Oakeshott e colaboradores em 2010 passaram a compor um novo
clado (Ndo caracterizado 1 — Novo) com bootstrap de 94%. Nenhuma das treze espécies da
ordem Hymenoptera e nem as espécies |. scapularis, Acy. pisum, B. mori e C. elegans estdo
presentes no clado. Esses resultados sugerem que esse gene possa ter sido perdido no
ancestral da ordem Hymenoptera e também no da ordem Lepidoptera. No entanto, no caso de
I. scapularis e Acy. pisum é mais provavel que esse gene tenha sido excluido da anélise em
etapas anteriores, ja que as espécies M. occidentalis e R. prolixus estdo representadas nesse
clado (Figura 4.29B). De acordo com os resultados obtidos pelos programas de predicao,
essas proteinas ndo sdo cataliticas, ndo possuem regides transmembranares e sdo enderecadas
para a via secretdria. A excecdo sdo 0s genes das espécies R. prolixus e D. ananassae
(RPRO014475 e DANA0116442) que possuem a triade Ser-Glu-His e, portanto, podem ser
cataliticos (Figura 4.29B).
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Clado|

F55D10.3 DDR GGNHDAAYSLADL S1 0
PHUMO090330 GEH PGNHGAMVIELQL S1 0
—EAPISOO7449 HAGLM3 O
RPR0O001507 SEQ PGDHSAIDVLTQL 12 Y
NVIT14182 SEH GGDHSAITQLQ S2 Y i 1
100 ——————MROT383856364 DEH GGDHDSIWLVQML S2 Y

100 AFLO380030702 SEH GGDHSSIELVQML S5 Y
AMEL18901 SEH GGDHSSIELVQML S4 Y
BIMP350407657 SEH GGDHSSIMDEQML S1'Y

100

BTER340717336 SEH GGDHSSIMDEQML S2 Y
HSAL03408 SEH GGDHSSITDEQML S5 Y
LLUM13053 SEH HSSITDEQML 12 Y
CFLO12700 SEH GGDHSSITDEQML S5 Y
AECHO01654 NEH GGDHNSIMDEQML S3 Y
PBAR24102 SEH GGDHSSINDEQML 13 Y
SINV15206 SEH SGDHSSITDEQML I5 Y
BMORO014463 DEH GGDHDAVVSCYNL 12 Y
TCAS013623 GEH PGNYGTVLIIVLL S2 Y
AGAP006956 GEH TGDHGTVTGNANL S3 Y
AAEL015072 GEH TGDHGTVLDFANL 14 Y
CPI1J015077 GEH TGDHGTVTCQNL I3 Y
DGRI0155624 DEK SGNHDAVNISHYQ S2 Y
DVIR0236311 DEK SGNHDAVNISHYQ S2 Y
DMOJ0169903 DEK SGNHDAINVHYQ S2 Y
DWIL0250533 DEK SGDHDAIFIAHYQ S1 0
DPER0174530 DEK SGDHDAILEWHYQ S1 O
DPSE0276584 DEK SGDHDAILEWHYQ S1 O
DANA0116672 DEK SGDHDAIRWCHYQ S3 Y
DYAK0256496 DEK SGDHDAVVEWHHQ S$1 O
DERE0138500 DEK SGDHDAVVEWHYQ S1Y
A DMEL0072195 DEK SGDHDAVVEWHYQ S1 O
DSEC0199751 DEK SGDHDAMVEWHYQ 12 Y

sodnj|eed - esdledouswAH

Nao caracterizado 1 - Novo

86 RPRO014475 SEH GEGHSAAEILYGL M3 Y
|_:TCA8005165 QI GRNHQSVLGFLTL §2 O
PHUM615320 GEH GIDHGSSTNIYGL §1 0
MOCI391334720 S GGIQSAI §1Y
100 AGAP010390 GEH GEEHGTGTKFVSL 8§10
h_O_Q:CPIJ009768 TEH GEEHTTPYSLTSM S3 O
AAEL003545 TEH GEEHTTPTLETSL S4 O
DMOJ0170090 GEH GEDHGSTMLELSL S1Y
DGRI0154694 GEH GEDHGSIFLELSL S1 0
DVIR0235025 GEH GEDHGSISLELSL S1 O
DWIL0244983 GES GEEHGSAYTLIHD S2 Y
DPER0175554 GEH GEEHGSAVLELSL S10
DPSE0277646 GEH GEEHGSAVLELSL S2 Y
DANAO0116442 SEH GEEHSAPNVLISL $1 0
DYAK0258607 GEH GEEHGSATSVLSL S2 Y
DERE0139012 GEH GEEHGSATSVLSL S2 0
DMEL0086625 GEH GEEHGSAVVSL S2 O
DSIM0209463 GEH GEEHGSANALLSL S2 O
DSEC0203033 GEH GEEHGSANALLSL S2 0

B

Figura 4.29 A - Clado N&o caracterizado (Clado 1). B — Clado Nao caracterizado 1 — Novo.
Apenas valores de bootstrap maiores que 60% estdo mostrados. Os genes em vermelho
apresentam substituicdes em algum dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de
algum deles. A barra lateral delimita o grupo de genes que séo cataliticos para as espécies da
ordem Hymenoptera. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar
(Tabela S1).

A primeira proteina a ser identificada como glutactina foi caracterizada na espécie D.

melanogaster em 1990. Ela foi descrita como uma proteina glicosilada semelhante as
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entactinas de vertebrados e localizada na matriz extracelular de membranas basais (Olson et
al., 1990). Seguindo a classificacdo mais recente, 0s membros deste grupo de genes séo
identificados como glutactinas (clado H) e estdo divididos em dois grupos: Glutactinas e
Glutactinas da ordem diptera (Oakeshott et al., 2010). Além desses, neste trabalho foi
encontrado um clado que contém os ortdlogos da glutactina caracterizada por Olson e
colaboradores em 1990. Este clado aparece como grupo irmao das glutactinas de diptera, mas
sem suporte estatistico (Figura 4.30). Neste clado as 12 espécies de Drosophila estdo
representadas (com quatro isoformas da espécie D. melanogaster). Todos 0s genes possuem
substituicdes por alanina nos trés residuos da triade catalitica e por isto o clado foi
denominado Drosophila AAA. O clado Glutactina contém apenas genes de insetos que
exibem substituicdes da serina nucleofilica por glicina, o que pode indicar a perda da
atividade catalitica. A maioria dos genes € enderecada para a via secretéria e nao possui
sequéncias hidrofébicas associadas ao ancoramento em membranas. O clado das Glutactinas
- Diptera contém genes de mosquito e Drosophila e é suportado por 97% de bootstrap. Nos
grupo Culicidae Glu-1 foi possivel verificar uma pequena expansdo para Ae. aegypti (Figura
4.30) em relagdo as outras duas espécies de mosquito, o que mostra que duplicacGes deve ter
ocorrido para essa espécie ou que houve perda desses genes em Cu. quinquefasciatus e An.
gambiae. O clado Culicidae Glu-2 é irmao do clado Drosophilia Glu-3 e contém dois genes
de cada espécie com excecdo de Ae. aegypti, que possui quatro. A previsdo da triade
catalitica na maioria dos grupos (Culicidae Glu-1 e 2 e Drosophila Glu-2) indica que estes
genes ainda possam ter algum tipo de funcéo catalitica. No entanto, no clado Drosophila Glu-
3 houve a perda dos residuos cataliticos (Figura 4.30). Enderecamento para a mitocondria foi
identificado para o clado Culicidae Glu-2, entretanto, para os demais genes foi identificado
sinal para a via secretoria.

O clado denominado como Esterases de C. elegans, apesar de ndo possuir suporte
estatistico, se agrupa, na arvore de méxima verossimilhanca, com os clados de glutactina

indicando que possam ter uma mesma origem (Figura 4.26, e detalhes na Figura S1).
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CladoH

NVIT13469 GEH GGGQGTSIIGLGL S2 Y B
- i ———MROT383847725 GEH GGGHGTSYTLMGL S1Y
AFLO380017841 GEH GGGHGTSLLQMGL S10
99 AMEL 15536 GEH GGGHGTSTTVMGL S2 O
HSAL11842 DEH GGGHDTSLLQVGL S1 0
LLUM23223 GEH GGGHGTSFLQLGL S1 Y
CFLO07795 GEH GGGHGTSFLQLGL $1Y
100 PBAR21163 GEH GGGHGTSVLALGL S1Y
SINV01026 GEH GGGHGTSFILGL $1 0
AECH09517 GEH GGGHGTSFLQLGL $1Y
ACEP00015936 GEH GGGHGTSFLQLGL S10
TCAS008710 GEH GGGHGTSTLLTGL S1 Y
—APIS000818 GEH GGGQGSSVSVTGL S2 Y
— L PHUM168070 GEH GGNQGSSYSLTGL I1Y
BMOR006456 GEH GGNQGSSGGVTGL S4 Y
ik ———AGAP013509 GEH GGGHGSTTWTGL 82 Y
| g9 ——CPIJ007638 GEH GGGHGSTTSITGL §1Y
AAEL004022 GEH GGGQGSTTFLTGL S1 Y
- ————DGRI0145312 GEH PGGHGSAALFTGL 52 Y
{05 ———DMOJ0163750 GEH PGGHGSAGVLTGL S1 Y
DVIR0231399 GEH PGGHGSAALFTGL $1 Y
DWIL0244328 GEH PGGHGSAPGLTGL S1 Y
100 — DPSE0280869 GEH PGGHGSAGQLTGL S1Y
L DPER0179752 GEH PGGHGSAGQLTGL S1 Y
DANA0118370 GEH PGGHGSAIQLTGI S1 Y
DSEC0205965 GE PGGHGSA 14 Y
DSIM0221493 GEH PGGHGSAKFLTGI S1 Y
DSEC0108289 GEH PGGHGSASFTGI 1
0
1
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L——DPER0189665 AAA GEMQAGTWEIISS S1Y
DANAO0118730 AAA GEMQAGTVHLSSN S
73 ———DERE0143844 AAA GEMQAGTWEISS S2
L DYAK0263799 AAA GEMQAGTVHTSSS S
10 DSIM0221960 AAA GEMQAGTTSESSS S2
DSEC0198575 AAA GEMQAGTQLQFSS S2
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DMEL0297934 AAA GEMQAGTQLQFSS S%
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DMEL0079331 AAA GEMQAGTQLQFSS S
DMEL0079330 AAA GEMQAGTQLQFSS S
AGAP010911 SEH GGAESAALIFCAL S1 YY

97 100 ———CPIJ002787 SDH GGWESAALIRCAL §2
CPIJ002786 SDH GGYASAALKFCIL S1 Y

10 AAEL000862 SDH GGWQSASYLYFTL S1
AAEL000889 SDH GGWQSASTSFFEL I1
EL000898 SDH GGWESAALITCGL S4

AAEL000905 SDH GGWESAVLVTCAI S1
6 | AAEL000904 SDH GGSQSAGLIFASN S1
97 AGAP010917 SEH GGGQSAAYKFASK St
I—mq_mq:AAELOOOQw SEH GGGQSAATFLLSL S4
CPIJ002785 SEH GGGQSAAYKFASL S1

DWIL0241430 SDH GGGQSACQGLFSN S1 0
DMOJ0162610 SDH GGGQSAGQGLTSN S1 0
DVIR0225935 SDH GGGQSAGQAIISN S1 O

100 DGRI0148643 SDH GGGQSAGQSLTSN S1

86 DPSE0287076 SDH GGGQSAGEGLFSN S
DANA0126910 SDH GGGQSAGQNLTSN S
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DERE0141594 SDH GGGQSAGQGITSN 14
DERE0134737 SDH GGGQSAGQGISN S1
DMEL0078010 SDH GGGQSAGQGITSN S1 O
DSEC0203851 SDH GGGQSAGQGISN S1 O
DSIM0213367 SDH GGGQSAGQGISN S1

Y
L AGAP011366 SEH GGGQSAGDILCTL M2 Y
CP1J004636 SEH GGGQSAGLNSCTL M2 Y
EL006101 SEH GGGQSAALLCTL M4 Y
100 AAEL006097 SEH GGGQSAAEILCTL M

AGAP011365 SDH GGGQSSAHSCTSL
CP1J004637 SDH GGMQSSSEIMMSL M
AAEL006104 SDH GGMQSSCDQIFNL M2 Y
AAEL006089 SDH GGMQSSCDQIANL M2 Y

DWIL0247811 VL GDFQVGAGIDCTN $10
_— DGRI0144369 VGL GDFQVSATQVCAN S2 O
—1-QQ—'EDVIR0230853 VL GDFQVGAGIICTN S10
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100 ——DPSE0285789 VGL GDFQVGATQACTN 520
DPER0190328 VGL GDFQVGATQACTN S2 O
|_o7] DANAO117553 VGL GDFQUGAAQACTN $1 0
DSEC0194268 VGL GDFQVGATQACTN 14 Y
DMEL0079353 VL. GDFQVGAGICTN S10
DERE0142604 VL. GDFQVGATQACTN S2 O
DYAK0255849 VL. GDFQVGATQACTN S1 0
DERE0142605 VAL GEYQVGAKDATA S1 Y
DYAK0255871 VNL GEYQVGAYDHATA $1Y
— DMEL0079354 VNL GEYQUGAYDHATA §1Y
{_os ——DSIM0220792 VNL GEYQUGAYDHATA S1 Y
DSEC0194279 VNL GEYQVGAYDHATA $1Y
— DANAO117554 VNL GEYQVGAYDHATA $1 Y
DPSE0285790 VNL GEYQVGAYATA S1 Y
DPER0190329 L ATA $1Y
DWIL0247895 VAL GEYQVGAHQVATA §1Y
DMOJ0170690 VNL GEYQVGAYATA S1 Y
DVIR0225707 VNL GEYQVGAYDHATA S2 Y
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Figura 4.30 Clado das glutactinas (Clado H). As barras laterais delimitam os diferentes
clados ja descritos na literatura. Os genes em vermelho apresentam substituicdes em algum
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dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. Para a melhor identificacao
das espécies utilize o material suplementar (Tabela S1).

O clado das acetilcolinesterases (AChE) (Clado J) contém proteinas que
desempenham sua fun¢do no SNC degradando o neurotransmissor acetilcolina na maioria dos
metazoarios. Para tal funcdo a preservacdo da triade catalitica é fundamental (Gibney et al.,
1990). Esse clado é monofilético e é suportado por valor de bootstrap de 68% (Figura 4.31).
Os genes desse clado sdo majoritariamente cataliticos apresentando &cido glutdmico como
residuo &cido da triade catalitica. A maioria apresenta sinal de enderecamento para a via
secretdria € nenhum apresentou regido transmembranar que pudesse ser associada com 0
ancoramento em membranas. A auséncia de regido transmembranar ja era esperada, pois
existem indicios de gque esta enzima fica ancorada na membrana, por causa de interacdo com
uma glicoproteina de ancoramento (lcardona & Rosenberry, 1996). Foram identificados
cinco ramos nesse clado, onde apenas o ramo denominado AChE - Arachnida ndo é bem
suportado. Os clados AChE - C. elegans e M. occidentalis possuem bootstrap de 100% e
78%, respectivamente, e contém genes pardlogos para cada uma das espécies (3 e 14
respectivamente). O clado AChE - Arachnida contém genes tanto da espécie M. occidentalis
quanto I. scapularis. Em alguns dos ramos internos, é possivel identificar genes ortélogos
para as duas espécies além de genes pardlogos, indicando que sucessivos eventos de
duplicacdo génica ocorreram, tanto no ancestral comum dessas duas espécies quanto apos o
processo de especiacdo de ambas. Em um trabalho recente, Temeyer e colaboradores usaram
52 sequéncias de AChE da espécie I. scapularis para mostrar a diversidade dessas enzimas e
discutir o qudo complexo pode ser o mecanismo de resisténcia nas espécies de carrapato
(Temeyer et al., 2013). Na presente analise o clado AChE - Arachnida contém 15 genes da
espécie M. occidentalis e 66 da espécie I. scapularis. O clado AChE 1 tem suporte estatistico
de 100% e contém genes ortdlogos das espécies das classes Insecta, Arachnida e de C.
elegans, indicando que esses genes possivelmente sdo os mais antigos para o clado das
acetilcolinesterases. Apenas o gene da espécie R. prolixus (RPRO013143) ndo apresenta o
dominio COesterase inteiro, o que pode ser devido a problemas na predicdo génica (a
predi¢dao génica usada para este inseto foi do tipo “rascunho” e somente durante a escrita
desta dissertacdo a predicdo génica estavel (V1.1) foi liberada pelo VectorBase). Como era
esperado, a auséncia de genes das doze espécies de Drosophila nesse ramo reforca os dados
da literatura que mostram que esse gene foi perdido no ancestral comum dos dipteros

superiores (Huchard et al., 2006). O clado AChE 2 possui bootstrap de 100% e contém genes
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ortélogos das espécies de insetos apenas. Os genes de todas as espécies de formiga, de B.
impatiens e de Acy. pisum ndo possuem o dominio COesterase completo (também
possivelmente devido a erros de predicdo génica) e por isso nao possuem todos os trés
residuos cataliticos da triade. O fato do clado AChE 2 conter apenas genes de insetos (Figura
4.31) evidencia que o mesmo foi originado de uma duplicacdo de AChE 1 no ancestral dos

insetos.

Clado J

78

100

I:“

ACE C.elegans
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Figura 4.31 Clado das acetilcolinesterases (Clado J). Os ramos denominados AChEL,
AChE2 e AChE C. elegans estdo delimitados por barras laterais e sinalizados pela cor rosa.
Os clados AChE - M. occidentalis e Arachnida foram colapsados e estdo indicados pela cor
cinza (numero de genes encontrado entre parénteses). Os genes em vermelho apresentam
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substituicdes em algum dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. Para
a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar (Tabela S1).

4.4.2 Processadoras de Horménios e feromonios

Nesse grupo estdo organizados quatro principais clados (D-G; Figura 4.26)
identificados previamente por Oakeshott e colaboradores (2005; 2010). Os membros desses
clados estdo associados com a degradacdo de hormonios e feroménios que sinalizam
processos fisioldgicos importantes como, por exemplo, a ecdise. Os genes mais estudados
nesse grupo sdo os das esterases de horménio juvenil (JHE do inglés Juvenile Hormone
Esterase) que degradam hormonio juvenil (HJ), possibilitando o processo de metamorfose
para adulto. Todos os clados desse grupo contém majoritariamente proteinas cataliticas,
secretadas e sem regides relacionadas com o ancoramento em membranas. O clado das
Tegumentares (clado D) é o Unico dos grandes clados determinados por Oakeshott e
colaboradores (2005; 2010) que é monofilético com bom suporte estatistico (97% de
bootstrap). O clado E ndo é monofilético, mas contém cinco clados monofiléticos, trés com
suporte estatistico (Beta-esterases — Drosophila, Beta-esterases — conservada e JHE —
Hemiptera) e dois sem suporte estatistico (Beta-esterases — Multi ordens e Néo caracterizado
— T. castaneum). O clado F ndo € monofilético e organiza dois clados monofiléticos com bom
suporte estatistico (JHE — Diptera e N&o caracterizado — Hymenoptera). Nesta analise o clado
JHE — Diptera parece estar mais relacionado com o clado Tegumentar (clado D) do que com
o clado Nao caracterizado — Hymenoptera. O clado G é monofilético (sem suporte estatistico)
e agrupa cinco clados bem suportados de JHE de lepidépteros e um, ndo monofilético, que
contém apenas genes da espécie T. castaneum.

O clado das Tegumentares (clado D; bootstrap de 97%) contém 64 genes apenas de
espécies de holometabolos (Figura 4.32). Das trés espécies de mosquito, apenas genes de Ae.
aegypti foram encontrados. A maioria dos genes sdo cataliticos e apenas o gene PBAR25296,
gue ndo possui a histidina da triade, e 0s genes contidos no ramo denominado de Drosophila
— néo cat. onde foi observado um residuo de glicina no lugar da serina nucleofilica para as
doze espécies de Drosophila, devem ter perdido a funcéo catalitica. O clado Drosophila — teg
1 fica numa posi¢do mais interna e € grupo irmédo do clado Drosophila — ndo cat e Aedes —
teg. O clado Drosophila — teg 2 fica em uma posicdo mais externa. As espécies das ordens
Lepidoptera e Coleoptera possuem dois genes cada que ficam em dois ramos (Lepidoptera —

teg e Coleoptera — teg) com suporte de 100% e 83% respectivamente. Os genes das treze
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espécies da ordem Hymenoptera ficam no ramo denominado de Hymenoptera - teg que
possui bootstrap de 100% (Figura 4.32).

Clado D

100

Drosophila - teg 2

I Coleoptera- teg

I Lepidoptera- teg

Hymenoptera - teg

Drosophila - teg 1

97

Aedes - teg

Drosophila - ndo cat.

75

Clado F

Figura 4.32 Clado Tegumentares (Clado D). As barras laterais delimitam os clados dos
grupos taxondmicos identificados. Os genes em vermelho apresentam substituices em
algum dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. Os clados JHE —
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Diptera e Nao caracterizado — Hymenoptera (clado F) estdo colapsados. Para a melhor
identificacdo das espécies utilize o material suplementar (Tabela S1).

O clado das beta-esterases (clado E) foi um dos que mais sofreu alteraces em relacéo
a Oakeshott e colaboradores, 2010, como pode ser visto na Figura 4.26. N@o existe suporte
para corroborar a relagéo entre os cinco clados encontrados na presente analise com o que foi
proposto pelos referidos autores. O clado Beta-esterases — Drosophila é monofilético e
contém genes envolvidos no processamento de moléculas de feromonios no sistema sensorial
de individuos machos (Chertemps et al. 2012). A maioria dos genes sdo secretados, ndo
transmembranares e um dado interessante € que, ao contrario da maioria dos clados
encontrados nesse trabalho, esse possui proteinas com acido aspartico como residuo acido da
triade catalitica nos membros cataliticos, enquanto na maioria é encontrado o acido glutamico
(Figura 4.33). Algumas diferencas de conte(do génico (principalmente referente ao nimero
de genes cataliticos encontrados) foram observadas na presente analise quando comparadas
com o trabalho de Robin e colaboradores em 2009. Os autores encontraram dois genes para a
espécie D. mojavensis e no presente trabalho apenas um gene que possuia dois dominios
COesterase ndo cataliticos (DM0OJ0171688) foi encontrado. Para D. persimilis e D.
peseudoobscura os autores encontraram trés genes cataliticos, enquanto que apenas 0s genes
DPSE0274979 e DPER0189268 foram considerados ndo cataliticos nesta tese. Além destes,
para D. ananassae, 0 gene DANA128001 também ndo possui 0 dominio COesterase inteiro.
Essas diferencas podem ser fruto do passo de exclusdo feito no inicio das analises ou de
modificacfes que ocorreram entre as versdes de predi¢do usadas para esta analise e o trabalho
de Robin e colaboradores (2009).
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DMOJ0159487 SEH GGAHSAALLLFCL S1Y
J_O_O_I:DVIR0224488 GNM GGGFGTSLFLFGY S1Y

100 DMOJ0171688 GNL GGAFGAALFLFGY 14 Y
J_O_Q‘:DVIR0224489 SEH GGAFSSGLLFFGY S10
DMOJ0171689 SEH GGAFSSALFFFGY S1Y

J—O—O— DGRI0149439 SDH GGCYSAALLFFGF S1 O

84 —:DMOJNHSQS SDH GGAFSAALLFFGY S1Y
DVIR0224491 SDH GGCFSSALFLFWF S2 Y

DVIR0224492 SDH GGGLSAALFLFGY S1Y
DVIR0224490 SDH GGAHSAALFLFGY S1Y
75 DMOJ0171690 SDH GGAHSAALFLFGY S1Y
DMOJ0171691 SDH GGIHSAALLLFKY S10
DWIL0254617 SDH GGAHSAAWLLFGY S1Y
—10_0_‘:DPSE0274979 S GGAHSAA 1Y
DPER0189270 SDH GGAHSAAWLLFGV S1Y
83 71 _1_0_q:DPERO189269 SDH GGAHSAGWLLFGY $1Y
94 DPSE0274978 SDH GGAHSAGWLLFGY S1Y
J_O_(:DPSE0274977 SDH GGAHSAAWLLFGY S1Y
DPER0189268 SD GGAHSAAWLLF S1Y
88 DANA0123286 SDH HSAAWLLFGF I5 Y
92 99 DERE0134114 SDH GGAHSAAWMLFGF S1Y

DYAK0266903 SDH GGAHSAAWLLFGF S1Y
DMEL0075736 SDH GGAHSAAWLLFGF S1Y
12 DSIM0212769 SDH GGAHSAAWLLFGF S1Y
DSEC0206812 SDH GGAHSAAWLLFGF $1 Y

49_9—':DANA0128001 S GGAHSAA S2 Y
DANA0128002 SDH GGAHSAAWLLFGY S1Y
99 —9_5_':DEREO1 34113 SDH GGAHSAAWLLFGY $1Y
DYAK0266902 SDH GGAHSAAWLLFGY S1Y

100
DMEL0075735 SDH GGAHSAALLLFGY S1Y
J-(:)_(:1EDSIMOZ12768 SDH GGAHSAALFLFGY S1Y
DSEC0206811 SDH GGAASAALFLFGY S1Y

Figura 4.33 Clado Beta-esterases - Drosophila. Os genes em vermelho apresentam
substituicdes em algum dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. As
barras laterais indicam os dois subgéneros de Drosophila citados no trabalho de Robin et al.,
2009. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar (Tabela S1).
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O clado JHE — Hemiptera é suportado por 100% de bootstrap e contém nove genes da
espécie Acy. pisum. Esse clado se agrupa proximo as beta-esterases conservadas na arvore de
méaxima verossimilhanca, mas sem suporte estatistico. Todos os genes sdo cataliticos e
apresentam um residuo de &cido glutdmico compondo a triade catalitica. A maioria é
enderecada para a via secretdria, com excecdo de APIS005888 e APIS10145, que sdo
intracelulares. Nenhuma regido hidrofébica associada ao ancoramento em membranas foi
encontrada. O nome do clado se deve ao trabalho de Ishikawa e colaboradores (2012) que
reconstruiram a via regulatoria de HJ na espécie Acy. pisum e identificaram 0s genes
APIS007757 e AP1S001447 como responsaveis pela degradacdo desse hormonio. A auséncia
de genes de R. prolixus nesse clado (Figura 4.34) pode ser reflexo da etapa inicial de
exclusao.

O clado Beta-esterase conservada € monofilético e é suportado por um bootstrap de
62% (Figura 4.34). Esse clado contém, em sua maioria, genes cataliticos com &cido

glutdmico compondo a triade, exceto na espécie T. castaneum onde foi encontrado um
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residuo de &cido aspéartico. A maioria dos genes possui sinal de secre¢do e ndo possui regifes
hidrofobicas associadas ao ancoramento em membranas. Nesse clado, quando presente no
genoma, apenas um gene para cada espécie foi encontrado, com excecdo da espécie L. humile
que possui trés genes, embora apenas um deles apresente o dominio COesterase completo.
N&o foram encontrados genes para as especies Atta cephalotes, Cu. quinquefasciatus, Acy.
pisum e R. prolixus. A espécie Ca. floridanus possui apenas um gene com dominio
COesterase incompleto. A presenca de apenas um gene para cada espécie indica que
duplicacbes génicas ndo sdo muito comuns para este gene, ao contrario do que ocorre em
outros clados de beta esterases.

O clado Beta-esterase - Multi ordem possui bootstrap de 86% e contém genes de
todas as especies de insetos incluidas nesse trabalho com excec¢édo das espécies de Drosophila
e P. humanus (Figura 4.34). E possivel que estes genes tenham sido perdidos nestas
linhagens. Um clado com dois genes de R. prolixus (RPRO00995 e RPRO015889) € grupo
irmdo deste clado, e é possivel que a falta do dominio COesterase completo nestes genes
tenha dificultado a andlise. Os genes AP1S000270, AP1S063340, CP1J006908 e AMEL10820
também ndo possuem o dominio COesterase inteiro e 0 gene AECH07641 possui uma
asparagina no lugar da serina nucleofilica. Para as espécies N. vitripennis, Ca. floridanus, T.
castaneum e An. gambiae podem ser observadas expansdes maiores quando comparadas com

as demais espécies (Figura 4.34).
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Parte do Clado E

APIS009503 SEH GGGESAALLLIAL S1Y
1S006386 SEH GGAGSSALILIGL S2 Y
1S004468 SEH GGGGSSALMMFGL S3 Y

100 PIS002569 SEH GGMGSAAIMLIVN $1 Y

PIS003333 SEH GGGESAAIMLVGM S1 O JHE - Hemiptera
PIS008270 SEH GGGESAVYLLVGM S2 Y
APIS005888 SEH GGYRSAYLFFAT 12 Y
PIS010145 SEH GGGQSVAYFLIAV I3 Y
APIS007757 SEH GGGQSAAYFLIAV S1Y W__|
86 ———PHUM499800 SEH GGGESAAISLWAL S1Y —
L___BMOR012585 SEH GGGESASEGFYAL 12 Y
GAP001101 SEH GGGESAAASLYAL S1 Y
—1'Q°—:£AEL012888 SEH GGGESAAASLYAL S2 Y
DMOJ0165370 SEH GGGESAALVLIAL S1 0
DGRI0158728 SEH GGGESAALVLIAL S1 Y
DVIR0230848 SEH GGGESAALVLIAL S1Y
DWIL0239503 SEH GGGESAAVVLIAL S1 Y
DPER0178651 SEH GGGESAAVVLIAL M2 Y
DPSE0275447 SEH GGGESAAVVLIAL S3 Y
DANA0114208 SEH GGGESAAYEIAL $1 O
DMEL0070594 SEH GGGESAAVVLIAL S2 Y
DEREO137111 SEH GGGESAAVVLIAL 82 Y
0137111 WVLIAL S2 Y .
DYAK0261886 SEH GGGESAAVVLIAL S2 Y Beta-esterase Conservada
TCAS014795 SDH GGGESAAVSLYAL S1 Y
NVIT17362 SEH GGGESAVLTLYAL I3 O
MROT383858940 SEH GCGESATITLYAL S1Y
FLO380027409 SEH GCGESAAITLYAL S1Y

100 —_RPRO009955 G GGPDGSS S1 Y =
{_RPRO015689 TV DTAAISLYGL I2 Y
[ —APIS006990 SEH GGAMSAAVILIAT S1 Y
85 APIS56647 SEH GGAMSASYLLIST S1 Y
PIS000631 SDH GGAMSAAILMGT S1 Y
PIS001181 SEH GGVMSAAIILLGT S2 Y
APIS003067 SEH GGAMSAAIILLGT S2 Y
PIS009024 SEH GGAMSAAIILLGT §2 Y
8 APIS000270 H GT 84 Y
PIS063340 H GT 14 Y
BMORO009874 SEH GGACSAALIFLAV S1 Y
TCAS015455 SEH GGCMSAAIILTGT S2 Y
4 _7CAS015265 SEH GGAMSAALILLGT $1 Y
|__——TCAS005150 SEH GGAMSAALLLVGT S1 Y
TCAS015266 EH GGDDTYILFAV §2 Y
TCAS011376 SEH GGLLSTSLILVSA S1 Y
Lot TCAS011395 SEH GGALSASFLPFGA S1 Y
TCAS011396 SEH GGAVSASFLPFGA S1 Y

EL012509 SEH GGAYSAAVILIGV S1 Y
PIJ006908 H IGV S1 Y
100 AGAP005373 SEH GGAYSAALILIGV 81 Y

GAP005372 SEH GGAYSAALILIGV §1 O
GAP005370 SEH GGAFSAAVILVGI 81 O
AGAP005371 SEH GGAFSAALILLGV §1 O

NVIT17173 SEH PGPGSGSLLLCVT $1 Y
BTER340712253 SDH GGAFSSMILLLGI S1Y
i % 5iMP350412384 SDH GGAFSSMILILGI S2 Y

00 BTER340712249 SEH GGALSASILLIGA S1Y
1 BTER340712251 SEH GGAMSAAILLMGI S1Y
MEL 10820 SE GGAMSAAILLM S1 Y

FLO380013733 SEH GGAISAAILLMGT S1Y
100 ——NVIT17394 SEH GGSYSASILLLST 12 Y
L——NVIT17425 SEH GGSFSASILFLTM 12 Y
NVIT17435 SEH GGGISAAILLISF 82 Y Beta-esterase Multi ordem
NVIT13147 SEH GGCLSAAVLLVGA S5 Y
NVIT13146 SEH GGAISAALLLVTI S2 Y
NVIT17436 SEH GGALSAAILLVGT S1 Y
NVIT13482 SEH GGALSAAILLVGV S1 0
NVIT13483 SEH GGGLSAAALLVAV S1 Y
NVIT50469 SDH GGGDSAAWV I1 Y
NVIT17523 SEH GGGDSAAIMLTDV S1 Y
NVIT17522 SEH GGGVSAAIMLSDI S3 Y
00 MROT383856964 SEH GGALSAAIFLAGA S1Y
00 AFLO380013703 SEH GGALSAALFLAAA S1Y
AMEL15327 SEH GGALSAAIFLAAA S1 Y
100 HSAL07004 SEH GGAMSAAILFAGV S1 Y
100 HSAL07003 SEH GGAMSAAIFLAGV S1 Y
HSAL07001 SEH GGAMSAAIFLAGV 81 Y
90 LLUM11849 SEH MSAALFLAGV I3 Y
FLO05632 SEH GGGLSAALFLAGI S1 O
00 FLO06989 SEH GGAQSAALFLTGT S1 O
e FLO05633 SEH GGAQSAALFLAGI S1 Y
S FLO06991 SDH GGAQSAALFLAGI S1Y
8 99 FLO15638 SDH GGAQSAALCLTGI S1 O
FLO06990 SEH GGAHSAALFLAGI 81 Y
INV05230 SEH GGALSAALFLAAT S1 Y
96 00 ACEP04573742 SEH GGALSAALFLTGS S1Y
AECH07642 SEH GGALSAALFLAGS S1 Y
PBAR17178 SEH GGALSAALFLAGL S1 Y
PBAR-jhe1 SEH GGALSAALFLAAT S1Y
INV07763 SEH GGALSAALYLSGV S1 Y
100 AECH07641 NEH GGALNAALYLSGV S1 Y
ACEP04573731 SEH GGALSAALYLSGV $10 —

100

Figura 4.34 Clado JHE — Hemiptera, Clado Beta-esterase — Conservada e Clado Beta-
esterase - Multi ordem. A estrela verde indica o gene APIS007757 que foi caracterizado por
participar da via de degradacdo de horménio juvenil na espécie Acy. pisum (Ishikawa et al.,
2012). Os genes em vermelho apresentam substituicGes em algum dos trés residuos da triade
catalitica ou auséncia de algum deles. As barras laterais delimitam o nome dado a cada clado
no presente trabalho. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar
(Tabela S1).
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O clado N&o caracterizado — T. castaneum nao possui bom suporte estatistico mas
contém doze genes da espécie T. castaneum sem funcdo conhecida. A maioria dos genes é
catalitica e possui &cido glutdmico compondo a triade catalitica. No entanto, os genes
TCAS000757, TCAS007922 e TCAS003378 ndo possuem o dominio COesterase completo e
por isso ndo apresentam todos os trés residuos da triade. Apenas o0 gene TCAS16251, que foi
predito como intracelular, ndo teve sinal de enderecamento para a via secretoria. Nenhuma
regido hidrofdbica associada com o ancoramento em membranas foi encontrada (Figura
4.35).

TCAS012856 SEH GGAESSDLSLLAL $4 Y
100 [————TCAS006732 SEH GGAQSAAFDLYSL §1'Y
L TCAS006733 SEH GGGESAALYSL S1Y
100 ——TCAS000803 SEH GGGQSAALDLLSL §1Y
L TCAS000804 SEH GGGQSAAIIDLSL S1Y
TCAS016251 SEH GGGHSAALDIIAL 11 Y
100 ———TCAS015089 SEH GGAQSAALNMMNL S1 Y
96 L TCAS000757 H LDLFTL S5 Y

TCAS007922 SE GGGQSAAWND S1 0
TCAS003378 S GGGHSAA S1Y
TCAS003375 SEH GGGQSAALDMSSY S10
TCAS005133 SEH GGGQSAADIDYAL S1Y

Figura 4.35 Clado Nd&o caracterizado — T. castaneum. Os genes em vermelho apresentam
substituicdes em algum dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. Para
a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar (Tabela S1).

O clado F é formado por dois clados proximos (JHE — Diptera e N&o caracterizado —
Hymenoptera), mas sem suporte estatistico (Figura 4.36). O clado denomidado de JHE —
Diptera tem suporte estatistico de 75% e contém 56 genes das quinze espécies de dipteros
incluidas nesse trabalho além de um gene de T. castaneum (TCAS13193) que se localiza na
parte mais externa do clado. Esses genes estdo envolvidos com a degradacao de HJ que é o
horménio responsavel pelo processo de metamorfose. A maioria dos genes € catalitica e
possui acido aspartico como residuo &cido da triade, o que difere do padrdo visto para a
maioria dos clados encontrados. Esses genes sdo enderecados para a via secretoria e nédo
possuem regides associadas com o ancoramento em membranas. Os genes CP1J007141,
CP1J004323, CP1J004066 e CPI1J007135 de Cu. quinquefasciatus, AAEL005178 de Ae.
aegypti, DWIL0251004, DWIL0250577 e DWIL0251002 de D. willistoni e TCAS013193 de
T. castaneum nd&o possuem o dominio COesterase inteiro. Os genes DPER(0184684,
DPSE0278751, DPSE0278754 e DPER084695 apresentaram uma serina no lugar do residuo
acido da triade; para o gene DERE0139114 foi encontrada uma alanina e para 0 gene

DANAO0114484 uma treonina. O gene DWIL0251003 apresentou uma arginina no lugar da
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serina nucleofilica. Essas alteraces podem indicar perda de funcéo para esses genes, ja que
ndo possuem as caracteristicas descritas por Cygler e colaboradores (1993) necessarias para
possuir a capacidade catalitica. A topologia desse clado mostra que os genes de Drosophila e
dos mosquitos ficam agrupados em ramos monofiléticos distintos, 0 que sugere que eventos
de duplicacdo mais recentes ocorreram ap0s a divergéncia dessas familias (Figura 4.36). O
gene AAEL005200 da espécie Ae. aegypti foi relatado como o principal envolvido na
degradacédo de HJ (Bai et al., 2007). Genes das espécies An. gambiae e Cu. quinquefasciatus
se agrupam com este gene de Ae. aegypti com 98% de bootstrap (Figura 4.36) indicando que
a funcdo descrita para o gene de Ae. aegypti pode ser conservada para as outras duas espécies
de mosquito.

O clado Néo caracterizado — Hymenoptera é suportado por bootstrap de 98% e possui
13 genes de onze espécies da ordem Hymenoptera. A maioria das espécies possui apenas um
gene, exceto Ap. mellifera e B. terrestris que possuem dois e M. rotundata e S. invicta que
ndo possuem nenhum membro. Dois genes de Ap. mellifera (AMEL18660 e AMEL14049) e
um de P. barbatus (PBAR24976) ndo possuem todos os aminoacidos da triade podendo isso
indicar perda de funcdo catalitica. A maioria dos genes sdo enderecados para a via secretoria
e ndo apresentam regido hidrofobica associada ao ancoramento em membranas (Figura 4.36).
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Figura 4.36 Clado F ( Clado Nao caracterizado — Hymenoptera e Clado JHE — Diptera). As
barras laterais indicam a representacdo do grupo taxonémico e o clado identificado no
presente trabalho. Os genes em vermelho apresentam substituicbes em algum dos trés
residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. O clado Tegumentar (Clado D) esta
colapsado. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar (Tabela
S1).

O clado JHE Lepidoptera (Clado G) sofreu alteraces em relacdo a classificacao feita
por Oakeshott e colaboradores (2010). Esse clado é constituido por cinco clados
monofiléticos que possuem sequéncias de espécies das ordens Lepidoptera, Diptera e
Hymenoptera, além de um gene de P. humanus (PHUM586140). O clado JHE Lepidoptera
possui genes envolvidos na degradacdo de HJ em lepidopteros e foi usado como referéncia
para nomear o grupo. A maioria dos genes sdo cataliticos e possui sinal para a via secretoria.
Nenhuma regido hidrofobica associada com o acoramento em membranas foi encontrada. Os
genes de Lepidoptera formam dois clados bem suportados que se agrupam na arvore de
méaxima verossimilhanca sem suporte estatistico. O clado Diptera 1 é bem suportado com
bootstrap de 100% e contém doze genes de mosquitos com uma representacdo maior para a
espécie Ae. aegypti. O clado Diptera 2 é suportado por bootstrap de 100% e, assim como
Diptera 1, possui apenas genes de mosquitos mas com representacao proporcional para as trés
espécies. O ramo Hymenoptera 1 € suportado por bootstrap de 100% e ndo possui nenhum
gene de formiga, o que indica perda desse gene no ancestral da familia Formicidae ou que
estes genes ndo foram recuperados nas analises. E possivel ver expansdes para N. vitripennis

e Ap. mellifera (Figura 4.37).
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Clado G

JHE - Lepidoptera

il

Lepidoptera 1

100

Diptera 1

4%
41.00_[;?5

100

Hymenoptera 1

100

Diptera 2

Figura 4.37 Clado JHE Lepidoptera (Clado G). As barras laterais indicam os clados
identificados de acordo com a representacdo do grupo taxonémico (JHE — Lepidoptera,
Diptera 1 e 2, Lepidoptera 1 e Hymenoptera 1). Os genes em vermelho apresentam
substituicdes em algum dos trés residuos da triade catalitica ou auséncia de algum deles. Para
a melhor identificacdo das espécies utilize o material suplementar (Tabela S1).
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4.4.3 Detoxificantes

Os genes que constituem esse grupo sdo cataliticos e possuem acido glutamico como
residuo &cido da triade na maioria das sequéncias. Nenhuma regido hidrofdbica associada
com o0 ancoramento em membranas foi encontrada e a predi¢cdo da localizagdo celular foi
majoritariamente intracelular. Na classificacéo feita em 2010 por Oakeshott e colaboradores,
esse grupo foi dividido em 3 clados (Clado A, B e C), mas tal organizacdo ndo parece ser a
melhor para esse grupo, de acordo com a presente analise. Como pode ser visto na Figura
4.38, que mostra um panorama resumido da organizagdo dos genes desse grupo, 0S ramos
com bom suporte estatistico contém genes de espécies que pertencem a mesma ordem
taxonémica (Figura S3). Todos os genes contidos nesse grupo foram considerados como
membros envolvidos em processos de detoxificacdo, o que corresponde aos clados A, Be C
descrito por Oakeshott e colaboradores em 2005 e 2010. Os clados bem suportados foram
nomeados de acordo com a ordem taxondmica das espécies representadas neles, seguidas do
termo “Detox” (abreviatura para a palavra detoxificante) e o nimero do clado. A ordem
Diptera possui trés clados (Diptera — Detox 1, 2 e 3), a ordem Hymenoptera e Lepidopera
possuem dois cada (Hymenoptera — Detox 1 e 2 e Lepidoptera — Detox 1 e 2) e as ordens
Coleoptera, Hemiptera e Phthiraptera possuem um cada (Coleoptera — Detox 1, Hemiptera —

Detox 1 e Phthiraptera — Detox 1).
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Figura 4.38 Grupo Detoxificante com os principais clados colapsados. Ao lado dos clados o
namero de genes e 0 nimero de espécies para cada clado. As barras laterais mostram quais
ordens pertencem aos grupos Holometabola e Paraneoptera.
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O clado Diptera — Detox 1 é suportado por bootstrap de 100% e contém 156 genes
das quinze espécies dessa ordem que sdo majoritariamente cataliticos e intracelulares, mas
com alguns representantes mitocondriais. Esse clado possui um maior numero (150) de
sequéncias de Drosophila e os seis genes de mosquito formam um clado monofilético bem
suportado (100%) mais externo (Figura 4.39). A disposicdo das espécies no clado dos genes
de mosquito mostra que um evento de duplica¢do génica ocorreu no ancestral do grupo ja que
0s genes das diferentes espécies sdo mais proximos entre si. Os clados com genes de
Drosophila sdo bem suportados e fica evidente que duplicacbes ocorreram tanto nos
ancestrais de todas as espécies quanto dentro das diferentes linhagens (Figura 4.39). Alguns
clados possuem apenas um gene de cada espécie, mas em sua maioria, outras duplicacdes
com maiores ou menores expansdes podem ser observadas para cada espécie. Em poucos
casos ndo foram encontrados genes para algumas das espécies, 0 que pode ser devido a
perdas durante a evolucdo destas linhagens ou simplesmente por dificuldade de se encontrar
0 gene no genoma da espécie.

O clado Diptera — Detox 2 € suportado por bootstrap de 100% e contém 62 genes das
quinze especies dessa ordem que sdo majoritariamente cataliticos mas ndo exibem nenhum
padrdo claro em relacdo a localizacdo celular. Ao contrario do clado anterior, neste ha uma
maior representacdo de sequéncias de mosquito do que Drosophila. Os genes de
mitocondriais formam um clado com suporte bom (100%) que se agrupa com 91% de
bootstrap com um clado menor de mosquitos que possui duas sequéncias de cada uma das
trés espécies intracelulares de mosquito analisadas. Outros 41 genes de mosquitos ficam
agrupados em um segundo clado com 82% de bootstrap (Figura 4.39). Entre 0s mosquitos,
podemos perceber que a espécie Cu. quinquefasciatus possui um nudmero maior de
duplicacdes (23 genes contra 14 de Ae. aegypti e 10 de An. gambiae). A maioria dos genes
possui acido glutdmico (E) como residuo acido da triade catalitica mas, no entanto, em trés
genes (um de cada espécie de mosquito (AGAP006700, AAEL011944 e CPI1J004752)) o
residuo de acido aspartico (D) foi encontrado. Esses trés genes formam um clado
monofilético com 100% de bootstrap (Figura 4.39). O clado Coleoptera — Detox 1 possui
apenas sequéncias de T. castaneum, o Unico representante desta classe amostrado. Este clado
é suportado por bootstrap de 100% e contém quatorze genes majoritariamente cataliticos e

intracelulares.
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Figura 4.39 continuagao

1 X033 - esandig

Figura 4.39 Clado Diptera — Detox 1, Diptera — Detox 2 e Coleoptera — Detox 1. Apenas
bootstrap maiores que 60% estdo mostrados. As barras laterais delimitam os trés clados. Os
genes em vermelho apresentam substituicdes em algum dos trés residuos da triade catalitica
ou auséncia de algum deles. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o material
suplementar (Tabela S1).

O clado Diptera — Detox 3 € suportado por bootstrap de 100% e contém um gene para
cada uma das 15 espécies da ordem Diptera com excecdo das espécies D. melanogaster e D.
pseudoobscura que possuem trés e dois genes respectivamente. Todos 0S genes sdo
majoritariamente cataliticos e secretados com excecdo da espécie D. sechellia
(DSEC0205037) que ndo possui nenhum dos residuos cataliticos (Figura 4.40). Novamente,
neste caso 0S mosquitos aparecem como grupo externo ao de Drosophila. O clado
Hymenoptera — Detox 1 é surpotado por bootstrap de 97% e possui 65 genes das 13 espécies
dessa ordem que sdo na maioria cataliticos e intracelulares. No entanto, neste clado diversos
genes ndo continham todos os residuos da triade (Figura 4.40), sugerindo uma grande
quantidade de pseudogenes ou genes com predi¢do parcial. Diversas expansdes podem ser
encontradas em diferentes espécies, como é o caso de N. vitripennis. O clado Hymenoptera —
Detox 2 € suportado por bootstrap de 100% e possui 13 genes de doze espécies da ordem
Hymenoptera. Nenhum gene de H. saltator foi encontrado, enquanto N. vitripennis possui
dois genes. Apenas 0s genes das espécies da familia Apidae e um da espécie N. vitripennis
apresentaram os trés residuos cataliticos conforme descrito por Cygler et al. (1993) (Figura
4.40). Um dado interessante € a conservacao da triade DEH (substituicdo da serina por um
acido aspartico) no clado que contém os genes de formiga. Esta triade pode ndo ser catalitica,
mas de alguma forma esse gene ficou conservado no genomas das espécies do grupo. O Unico
clado ndo suportado por valor de bootstrap maior que 60% (ponto de corte escolhido) é o

Lepidoptera — Detox 1. Este clado contém treze genes da espécie B. mori (Unica espécie do
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grupo amostrada) que sdo majoritariamente cataliticos € ndo possuem um padrdo de
localizagdo celular especifico. Trés genes (BMOR001964, BMOR000773 e BMOR011893)
possuem substituicBes nos residuos cataliticos e dois ndo possuem a triade catalitica completa
(BMORO004207 e BMORO006081), 0 que pode indicar que tenham perdido a fun¢do catalitica
(Figura 4.40). O clado Lepidoptera — Detox 2 é suportado por bootstrap de 62% e contém
oito genes majoritariamente cataliticos e intracelulares. O gene BMORO0O0077 possui
substituicdes nos residuos cataliticos e dois (BMOR010328 e BMOR010969) ndo possuem a
triade catalitica completa (Figura 4.40), o que pode indicar que tenham perdido a funcéo
catalitica. O clado Phthiraptera — Detox 1 € suportado por bootstrap de 100% e contém dois
genes da espécie P. humanus (Unico representante deste grupo amostrado) que Sao
intracelulares. O gene PHUM136220 ¢ catalitico e PHUM569560 ndo possui a histidina da
triade catalitica (Figura 4.40), indicando perda de funcdo. O clado Hemiptera — Detox 1 é
suportado por bootstrap de 100% e contém cinco genes genes cataliticos da espécie Acy.

pisum, onde trés sdo intracelulares e dois mitocondriais (Figura 4.40).
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Figura 4.40 Clado Diptera — Detox 3, Hymenoptera — Detox 1, Hymenoptera — Detox 2,
Lepidoptera — Detox 1, Lepidoptera — Detox 2, Phthiraptera — Detox 1 e Hemiptera — Detox
1. Apenas bootstrap maiores que 60% estdo mostrados. As barras laterais delimitam os sete
clados. Os genes em vermelho apresentam substituicdes em algum dos trés residuos da triade
catalitica ou auséncia de algum deles. Para a melhor identificacdo das espécies utilize o
material suplementar (Tabela S1).



5. Discussao

5.1 Conteudo génico nos genomas

O total de carboxilesterases (CCEs) extraidas nos 36 genomas foi de 1299 sequéncias,
representando uma média de 36 sequéncias por espécie porém, este numero variou bastante.
Para os himendpteros é possivel observar que o numero total de CCEs é menor do que a
média para a maioria das espécies, com excecdo apenas da espécie Nasonia vitripennis que
possui 46 sequéncias (Figura 4.23). Este dado esta de acordo com a literatura, uma vez que
Oakeshott e colaboradores em 2010 descrevem que existem expansfes Nnos grupos
detoxificante e de processadores de hormonio e feromonio em N. vitripennis. As espécies das
familias Megachilidae e Apidae seguem o repertério de enzimas descrito na literatura para
Ap. mellifera, na qual foi observado um déficit no nimero de genes de CCEs (Claudianos et
al., 2006). E possivel que estas expansdes ndo tenham ocorrido nestas duas familias ou, se
aconteceram, esses genes tenham sido perdidos ao longo da evolucdo. Entre as sete espécies
da familia Formicidae, foi observado um déficit maior para as espécies Acromyrmex
echinatior e Harpegnathos saltator, que possuem ao todo 21 e 17 sequéncias,
respectivamente. Nygaard e colaboradores em 2011 observaram um déficit de CCEs no
genoma de Acr. echinatior que foi associado a sua dieta alimentar com menos toxinas devido
ao habito de cultivar fungos que degradam o material vegetal antes da sua ingestdo. Esse tipo
de associacdo também foi feito para Ap. mellifera, que possui uma dieta alimentar livre de
toxinas (Claudianos et al., 2006). Espécies de Hymenoptera sdo, em muitos casos, sociais € a
interacdo entre os membros se da por processamento de moléculas quimicas, que sdo
secretadas (Tegoni et al., 2004). Ja se sabe que as CCEs exercem um papel importante na
degradacdo de horménios (JHE) (Sparks et al., 1983) e também de outras moléculas
importantes para a reproducdo (Gilbert & Richmond, 1982; Chertemps et al. 2012). Apesar
disso, estas enzimas ndo parecem ser importantes na troca de informagdo entre membros
sociais, ja que a maioria das espécies sociais analisadas neste trabalho ndo possui um grande
repertorio de CCEs. Realmente, analises comparativas de genomas de insetos sociais
revelaram diversos outros genes importantes para a vida em uma sociedade complexa, sem
indicar que CCEs estejam neste repertério (Fischman et al., 2011).

Outra espécie que apresentou déficit de CCEs em seu genoma foi Pediculus humanus,
que é hematofaga e parasita de humanos. Essa espécie foi uma das que apresentou 0 menor
numero de CCEs (17) dentre todas as 36 espéecies. Nao soO para essa familia génica, mas para
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outras enzimas envolvidas no processo de detoxificacdo, essa tendéncia também foi
observada (CYP, GST e ABC; Lee et al. 2010). Em outros insetos hematdfagos analisados
neste estudo, um ndmero bem maior de CCEs foi encontrado (ver abaixo), indicando
possivelmente que o nicho ecoldgico e o tamanho compacto de seu genoma tenham uma
grande influéncia no nimero de genes de CCEs nesta espécie de piolho.

Diferente das espécies das ordens Hymenoptera e Phthiraptera, quatro espécies de
interesse comercial apresentaram numero de enzimas superior a média. Metaseiulus
occidentalis e Acyrthosiphon pisum, que sdo conhecidos por prejudicar a producdo agricola,
possuem 38 e 31 sequéncias respectivamente. Tribolium castaneum, que prejudica a
producdes de grdos apresentou 48 sequéncias e Bombyx mori, que produz a seda utilizada
para confeccdo de roupas possui 65 CCEs. Além disso, 0s trés mosquitos que sdo
transmissores de doengas também possuem um nimero de CCEs acima da média. A espécie
Cu. quinquefasciatus foi a que apresentou o maior nimero (69) entre as trés espécies
estudadas. A resisténcia a inseticidas nesta espécie € muito bem conhecida e ja se observou
que diversos genes de CCEs estdo implicados na resisténcia a organofosforados (OP) em
populacdes de mosquitos do género Culex (Raymond et al., 1989; Weill et al., 2004; Cui et
al., 2006; Yan et al., 2012). Além do piolho (P. humanus) a Unica outra espécie de
importancia médica em que um numero menor de CCEs foi encontrado foi no barbeiro
(Rhodnius prolixus). Nessa espécie da ordem Hemiptera foram inicialmente encontradas 72
sequéncias, porém, ap6s as analises preliminares foi observado que cerca de 83% dos genes
estavam fragmentados. Isso provavelmente ocorreu devido a versdao da predicdo génica
usada. Devido a recente liberacdo do genoma, a versdo de suas predicGes ainda era muito
preliminar e, portanto, boa parte dos genes ainda estava parcialmente predita. Realmente
erros de predicdo génica sdo comuns em anotagdes iniciais que ainda ndo foram curadas
manualmente (Wang et al., 2003; Nagy et al., 2008). Em eucariotos, isso ocorre
principalmente por conta da complexidade da estrutura génica (presenca de exons e introns),
0 que limita a automatizacdo do processo de predi¢cdo (Wang et al., 2008). No entanto, a
analise comparativa de genomas e 0 conhecimento de caracteristicas especificas do conjunto
de dados ajuda a identificar sequéncias de baixa qualidade. Por isso, é possivel que para R.
prolixus um ndmero maior de genes da familia CCE ainda exista e que este trabalho nédo
tenha avaliado seu repertorio completo. O maior nimero de CCEs foi encontrado no genoma
do carrapto Ixodes scapualris (71), um vetor de doengas humanas e de importancia
veterinaria. Analises de transcriptoma de glandula salivar desta espécie mostram que

duplicacdes génicas, e possivelmente gendmicas, tem um papel importante na sua evolucao
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(Mans & Neitz, 2004; Ribeiro et al., 2006). O nimero expressivo de genes dessa familia
génica encontrado em artropodes de importancia médica e comercial pode ter relacdo com o
controle quimico. Muitos destes genes ja foram implicados no surgimento de resisténcia a
inseticidas em populagdes naturais desses artropodes (Raymond et al., 1989; Devonshire et
al., 1998; Field et al., 1999; Cui et al., 2006) e este grande repertdrio de genes facilita que tal
tipo de evento ocorra devido a alta diversidade molecular. No entanto, quando programas de
monitoramento dessas populacfes naturais sao capazes de identificar o aumento da tolerancia
a inseticidas ainda no inicio (Macoris et al., 2005; WHO, 2013) é possivel que alteracbes no
método de controle sejam feitas para diminuir a pressdo seletiva causada pelo controle
quimico (Georghiou, 1994; Zhao et al., 2010). Por isto, um melhor conhecimento do nimero
de genes por espécie e seu relacionamento filogenético, que pode indicar sua funcdo, é

relevante.

5.2 Evolucdo da familia Carboxilesterase em insetos

As andlises filogenéticas mostram que esta familia génica é bastante diversificada. A falta
de suporte estatistico nos ramos mais internos ocorre provavelmente devido a rapida
diversificacdo dos insetos no cretaceo, muito associada a diversificacdo das plantas
(Whitfield & Kjer, 2008). A formacgdo de ramos internos curtos e ramos mais externos
compridos dificultam a analise filogenética (Whitfieal & Lockhart, 2007) e ainda hoje é um
dos grandes problemas para a taxonomia de insetos (Trautwein et al., 2012). No entanto, a
falta de suporte apenas dificulta a identificacdo do relacionamento filogenético entre os
diferentes clados dentro da familia génica. Valores de bootstrap altos podem ser encontrados
dando suporte aos diferentes grupos de genes identificados. Os trés grandes grupos
determinados por Oakeshott e colaboradores (2010), apesar de ndo suportados, identificam
grupos de genes que parecem ter evoluido de forma diferente em insetos. Por exemplo,
quando avaliamos o numero de genes encontrados em cada espécie vemos que, para as
glutactinas, gliotactinas, acetilcolinesterases e neurotactinas, todas originalmente colocadas
dentro do grupo das CCEs neuronais, apenas um ou poucos genes de cada clado podem ser
encontrados dentro dos diferentes genomas (Tabela 5.5). Isto indica que eventos de
duplicacdo génica sd0 menos comuns para estes genes ou que, quando ocorrem, podem ter
um efeito deletério dentro do genoma e sdo eliminados. Ja para os genes classificados como
Detoxificantes, ou mesmo para 0s Processadores de hormdnios e feroménios, muitas copias

génicas podem ser encontradas dentro dos genomas de cada espécie de inseto. Realmente, ja
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se observou que genes relacionados com detoxificagdo s&o encontrados em um nimero maior
de copias nos genomas de diversos organismos, um aumento de dosagem destes genes nao é
letal e em muitos casos pode ser benéfico (Field et al., 1988; 1999; Raymond et al., 1989;
Devonshire et al., 1998; Vontas et al., 2000; Cui et al., 2006; Silva et al., 2012; Yan et al.,
2012). Um bom exemplo é visto em popula¢des de mosquito do género Culex resistentes a
OP, nas quais foi observado um aumento na expressao de genes de esterases capazes de lidar
com a exposicao ao inseticida (Cui et al., 2006; Yan et al., 2012). Caso semelhante também
ja foi observado para a familia das amilases em humanos onde um numero diferente de
copias pode ser encontrado nas diferentes populagdes, de acordo com o consumo histérico de
amido (Perry et al., 2007). O desbalanco da dosagem génica em alguns casos pode causar
efeitos deletérios ou mesmo letais. E possivel que, para os diferentes genes classificados
como neuronais o problema de dosagem possa ser uma limita¢do, pois na maioria dos clados
observa-se apenas um ou poucos genes ortélogos de cada genoma. O contrario é observado
nas classes Processadoras de horménio e feroménios e Detoxificantes, que possuem indicios
de terem evoluido por duplicagdes génicas que ocorreram tanto dentro das diferentes

espécies, quanto nos seus ancestrais compartilhados.
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Tabela 5.5. Nimero de CCEs por espécie encontradas em cada clado encontrado.

Clados encontrado neste trabalho Hymenoptera Hemiptera Pht Rha
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F - JHE — Diptera 2 2 2 3 2 2 2 3 3 2 11 3 5 7 14 1

F - Ndo caracterizado - Hymenoptera 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2

E - Beta-esterase — Drosophila 1 2 2 3 2 3 2 6 3 5 1 2

E - Beta-esterase - multi Ordens 2 2 1 2 2 6 3 12 1 1 3 2 2 4 1 1 8 7 1

E - Beta-esterase conservada 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

E - JHE — Hemiptera 9

E - Ndo caracterizado - T. castaneum 12

G — JHE Lepidoptera 4
G — Lepidoptera 1 13
G — Diptera 1 3 6 3

G — Diptera 2 3 6 7

G — Hymenoptera 1 4 1 1 1 2

Processadoras de hormonios e

feromonios

Hymenoptera Detox — 1 4 7 5 5 4 9 3 9 2 2 4 5 5

Hymenoptera Detox — 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1

Diptera Detox —1 11 12 12 11 11 13 12 12 13 12 15 15 2 2 2

Diptera Detox — 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2 1 1 10 14 23

Diptera Detox —3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 3 1 1 1

Lepidoptera Detox — 1 13
Lepidoptera Detox — 2 8
Coleoptera Detox — 1 14
Phthiraptera Detox — 1 2
Hemiptera Detox —1 5

Total 20 20 22 17 16 28 15 43 19 21 25 22 28 33 32 37 34 36 38 36 42 41 40 47 57 45 59 68 30 5 12 48 58 70 37 52

Detoxificantes
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As duas classes cataliticas, Detoxificantes e Processadoras de hormdnios e feroménios,
contém genes que possivelmente tiveram um ancestral comum, pois conservam um sitio
catalitico ativo e ndo possuem outros dominios além do COesterase. Além disso, a presenca
dos genes de acetilcolinesterase, que possuem a triade catalitica completa e ativa, e de
pequenos grupos de genes gque também possuem a triade completa se agrupando com 0s
genes neuronais (Clados Glutactina — Diptera e Ndo Caracterizado; Figura S1) indica que a
funcio catalitica tenha surgido primeiro. E mais parcimonioso acreditar que a triade foi
perdida em alguns genes do que imaginar que ela tenha sido reconstruida mais de uma vez na
historia evolutiva desta familia génica.

Para as CCEs, a recombinacao desigual parece ser o principal mecanismo de duplicacdo
génica. Este tem como principal caracteristica a formacdo de agrupamentos de genes dentro
dos genomas, e em espécies mais proximas filogeneticamente esses agrupamentos podem ser
idénticos (Zhang, 2003; Hurles, 2004). Isso pode ser observado principalmente para os genes
das classes detoxificantes (Robin et al., 1996; 2009) e para as esterases de horménio juvenil
de Drosophila (Crone et al., 2007) que ficam organizadas in tandem no genoma dessas
espécies.

O grupo das Processadoras de hormonios e feromdnios contém genes envolvidos com a
degradacdo de substratos que sinalizam processos fisioldgicos importantes como, por
exemplo, o processo de metamorfose (Sparks et al., 1979; 1983). Em espécies de Drosophila,
a evolucéo de JHE foi caracterizada por Crone e colaboradores em 2007, mostrando que nos
genomas da maioria das espécies estudadas existiam genes funcionais e copias com
substituicdes que desabilitavam sua capacidade catalitica. Neste trabalho, o clado JHE
Diptera (Clado F) € monofilético e, além dos genes de Drosophila, também contém genes de
mosquito, indicando ancestralidade em comum. Uma anélise de sintenia realmente mostra
gue um dos genes que flanqueia o agrupamento de genes de JHES em mosquitos € homdlogo
ao gene Aspartyl beta-hydroxylase (Asph) que flanqueia este mesmo agrupamento de genes
de JHEs em D. melanogaster (Crone et al., 2007). Do outro lado do agrupamento de genes de
JHEs, o gene seguinte de Drosophila (CG30095) ndo é homologo ao de mosquitos,
entretanto, o proximo, um gene da super-familia Major Facilitator (MSF), é homologo,

suportando a sintenia entre as quatro espécies (Figura 5.41).
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Figura 5.41 Organizacdo do cluster ancestral de genes homologos de JHE em quatro
espécies de dipteros. Em preto e vermelho estdo representados os genes homdlogos ao de D.
melanogaster, CG8421 — Aspartyl beta-hydroxylase e CG8428 — Major Facilitator
Superfamily. Em cinza um gene que compartilha a mesma posi¢do nas quatro espécies mas
qgue ndo é relacionado evolutivamente. Em azul escuro estdo representados 0s genes que
possuem indicios de participarem da degradacdo de horménio juvenil e, em azul claro, as
copias homologas. A linhas mostram quais genes estdo mais proximos filogeneticamente. Os
valores percentuais mostram a identidade em relacdo ao gene respectivo de D. melanogaster.

Na espécie Cu. quinquefasciatus é possivel identificar mais expansfes nesse clado
(Figura 4.36). Outros clusters de agrupamentos de homologos de JHE também podem ser
observados em outras regides do genoma desta espécie (por exemplo, no Supercontig 3.426;
Figura 5.42) indicando que realmente a recombinacao desigual € uma forca importante.
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Figura 5.42 Organizacdo de um segundo cluster de genes homologos de JHE duplicados em
Cu. quinquefasciatus. Em verde e amarelo estéo os genes flanqueadores e em azul claro estdo
as copias de JHE.

Nesse trabalho, as alfa esterases de Drosophila e mosquitos ficaram no clado
monofilético Diptera — Detox 1 (Figura 4.39). Alguns genes desse clado ja foram
identificados e relacionados com resisténcia a inseticidas em algumas populacdes naturais.
As enzimas EstA (CP1J013918) e EstB (CP1J013917) sdo as que mais possuem indicios de
estarem envolvidas no surgimento da resisténcia a OP em mosquitos do género Culex
(Mouches et al., 1987; Raymond et al., 1989; Cui et al., 2006; Yan et al., 2012). Em moscas
existem indicios em Haematobia irritans (Guerrero et al., 2000) e Musca domestica
(Claudianos et al., 1999; Scott & Zhang, 2003) da enzima Est7 estar envolvida com a
resisténcia, pois sua super expressdo foi detectada em individuos resistentes. Além desses,
outros clados recuperados neste trabalho também possuem genes reconhecidamente
relacionados com resisténcia a inseticidas em insetos. O clado Beta-esterase Multi ordem
contém genes de Acy. pisum que, de acordo com as analises feitas por Ramsey e
colaboradores (2010), se posicionam no mesmo clado das esterases E4 e EF4 do afideo My.
persicae, que ja foram implicadas no aumento da resisténcia a OP (Field et al., 1998; 1999;
Field & Blackman, 2003; Lan et al., 2005). Os resultados mostram que clados de diferentes
classes podem estar implicados na resisténcia a inseticidas. O grande numero de duplicacfes
génicas encontradas nestes dois grande grupos de genes Detoxificantes e Processadores de
hormdnios e feromdnios podem ter implicagcbes importantes para o surgimento da resisténcia
a inseticidas em insetos vetores e pragas, especialmente quando consideramos que nestes

insetos foi encontrado um numero maior de genes nestes dois grupos de CCE.
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5.3 Classificacao das Carboxilesterases de inseto

A classificacdo dos genes da familia das CCEs em insetos sempre foi importante. Desde
muito cedo nos estudos de resisténcia a inseticidas se observou que esta € uma familia
importante, participando tanto da resisténcia metabdlica quanto insensibilidade do sitio alvo
(Bass & Field, 2011). A resisténcia metabdlica é um assunto de grande complexidade e, no
caso da familia das CCEs, isto se da por compreender genes de diferentes classes e, portanto,
um grande nimero de espécies moleculares que atuam sobre diversos substratos. Tanto genes
do grupo Detoxificante quanto do grupo das Processadoras de hormonios e feromdnios,
ambos envolvidos na metabolizacdo de xenobidticos (Xu et al., 2005), ja foram associados
com a resisténcia a inseticidas em diversas populacdes naturais (Mouchés et al., 1987;
Raymond et al., 1989; Cui et al., 2006; Carvalho et al., 2009; Yan et al., 2012). Talvez por
esta razdo a classificacdo das carboxilesterases em insetos seja controversa, e diversos
métodos classificatorios ja foram propostos, embora sem um consenso (Montella et al.,
2012). A classificacdo que melhor conseguiu organizar a grande diversidade desta familia
génica € a filogenética, primeiro estabelecida por Oakeshott e colaboradores em 2005. No
entanto, Tsubota e Shiotsuki (2010b), analisando 425 CCEs de inseto, observaram que uma
classificacdo funcional talvez ndo seja possivel para alguns grupos de CCEs.

Realmente, os resultados obtidos neste trabalho mostram que, mesmo com o aumento da
amostragem de sequéncias de CCEs de insetos, uma classificacdo baseada em dados
filogenéticos ndo descreve a relacdo funcional entre os genes. Por exemplo, para a
organizacdo dos genes da classe Detoxificante, o grupo taxondmico e ndo a fungdo do gene
parece ser 0 aspecto mais importante (Figura 4.38). Neste grupo vemos expansoes
(duplicacgdes) que ocorreram nas diversas linhagens separadamente. Esse tipo de organizacéo
mostra que tais genes evoluiram de forma independente nos diferentes grupos taxondmicos,
muito provavelmente devido a conquista de novos nichos ecologicos (Després et al., 2007).
Com isto, apenas em alguns poucos casos € possivel determinar substratos compartilhados
por estes genes nas diferentes espécies. Alguns membros do grupo das Processadoras de
horménios e feroménios como, por exemplo, os JHE, talvez possam ser classificados
funcionalmente pois existem indicios de que atuam sobre o mesmo substrato em espécies
diferentes (Bai et al., 2007; Ishikawa et al., 2012). No entanto, nesse trabalho e em outros ja
publicados vemos que mesmo esses genes evoluiram independentemente em cada linhagem

de inseto (Oakeshott et al., 2005; Claudianos et al., 2006). Isto indica que a fungéo de
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degradacdo de HJ em insetos evoluiu mais de uma vez no grupo (Figura 4.26). O grupo
neuronal parece ser 0 que mais se adequa a uma classificacdo funcional, pois os diferentes
clados contém apenas um ou poucos genes ortologos para a maioria das espécies, além de
desempenharem fungdes conservadas. No entanto, apenas a AChE, que ¢é alvo de OP e CX,
parece ser importante no surgimento da resisténcia a inseticidas (Weill et al., 2003; Alout et
al., 2007; Kwon et al., 2010). Os outros genes deste grupo possuem funcBes ndo cataliticas
importantes, mas ndo relacionadas a resisténcia a inseticidas.

O relacionamento filogenético entre os diferentes genes da familia das CCEs e a
avaliacdo de quais clados estariam mais relacionados com a resisténcia a inseticidas em
artropodes mostra que uma previsdo de genes mais importantes para a resisténcia e uma
classificacdo funcional que ajudasse neste aspecto ndo é possivel. A maioria dos genes
cataliticos desta familia génica sdo promiscuos quanto aos substratos que podem hidrolisar
(Russel et al., 2010) e, como é possivel observar na arvore filogenética, a especificidade em

relacdo a um determinado substrato evoluiu diversas vezes na historia evolutiva do grupo.

5.4 Evolucédo dos dominios

Todos os genes contidos nesse trabalho possuem o dominio COesterase (PF00135),
embora sua funcdo seja bastante diferente entre alguns membros dessa familia. Por exemplo,
as neuroliginas possuem o dominio COesterase ndo catalitico e tém funcdo de adesdo celular
durante a formacdo de sinapses neuronais (Banovic et al., 2010). J& os membros cataliticos
hidrolizam diferentes substratos esteres, o que inclui moléculas bem diversas. Isso mostra a
versatilidade desse dominio, ja que proteinas que realizam reacdes enzimaéticas contém o
mesmo dominio de proteinas sem funcdo de catalise. A re-utilizacdo de dominios para
diferentes funcGes ndo é novidade (Vogel et al., 2004; Ekman et al., 2005, Bashton &
Chothia, 2007). Por exemplo, na proteina naftaleno 1,2-dioxigenase o dominio Bet v1-like
(PITP) é catalitico e atua junto com um dominio Rieske presente na regido amino-terminal da
proteina para realizar a catélise do naftaleno (Carredano et al., 2000). Entretanto, na proteina
fosfatidilinositol este dominio ndo é catalitico e atua transferindo fosfolipideos entre as
superficies das membranas (Yoder et al., 2001). Na realidade, hoje suspeita-se que mesmo
para 0 surgimento de genes Orfdos (sem homdlogo proximo detectado) processos de
duplicacdo génica seguidos de réapida divergéncia devam ter ocorrido (Tautz & Damazet-
Loso, 2011). E claro que novos genes podem surgir aleatoriamente, mas este & um processo

muito mais demorado e bem menos eficiente (Carvunis et al., 2012).
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Algumas CCEs ndo cataliticas (neuroliginas, gliotactinas e neurotactinas) possuem
regides hidrofobicas conhecidas que sdo responsaveis por manté-las ancoradas na membrana
citoplasmatica de células neuronais (de la Escalera et al., 1990; Auld et al., 1995; Ichtchenko
et al., 1995). A presenga e a conservacao da posicdo da(s) helice(s) transmembranar(es) na
regido carboxi-terminal nas neuroliginas indica que essa regido se fusionou com um dominio
COesterase para formar uma proteina funcional. Isso pode ter ocorrido por eventos de
recombinacdo desigual ou por embaralhamento de exons (Bashton & Chothia, 2007)
permitindo o surgimento da nova funcdo. Estudos mostram que esta proteina surgiu no
ancestral comum de cnidérios e bilatérios (Ryan & Grant, 2009) e possui fun¢do importante
na formacéo das sinapses nervosas (Banovic et al., 2010). As neurotactinas e gliotactinas, que
também estdo envolvidas com o desenvolvimento do SNC, também parecem ter sido
originadas pelo fusionamento de um dominio COesterase com um dominio transmembranar.
No entanto, estes parecem ter sido pelo menos dois eventos separados, ou noOvos rearranjos
ocorreram, ja que o posicionamento desses dominios nestas proteinas é bem diferente. Nas
gliotactinas e neuroliginas o dominio transmembranar encontra-se na regidao carboxi-terminal
enquanto que nas neurotactinas ele esta presente antes do dominio COesterase na por¢do
amino-terminal da proteina (Figura 1.5).

Para a enzima acetilcolinesterase, que é catalitica, uma fusdo de dominios também parece
ter sido importante para a funcdo da enzima. No entanto, o dominio adquirido possibilita a
interacdo da parte carboxi-terminal da proteina com uma molécula de glicofosfatidilinositol
(GPI), que é responsavel pelo ancoramento na membrana citoplasmatica (Butikofer et al.,
1990). Isso indica gque os eventos de fusdo de dominios com ganho de nova fungdo ocorreram
mais de uma vez ao longo da histéria evolutiva desta familia génica, demonstrando a
versatilidade do dominio COesterase. A fusdo de dominios é bastante conhecida em diversas
espécies (Vogel et al., 2004; Ekman et al., 2005; Han et al., 2007). Um bom exemplo de
fusdo é visto para os genes dihidrofolato redutase (DHFR) e timidilato sintetase (TS) que sdo
transcritos separadamente em animais e fungos (Philippe et al., 2000). No entanto, em
plantas, alveolados e euglenoides esses dois genes estdo fusionados, codificando uma
proteina bifuncional (lvanetich & Santi, 1990). Além da fusdo de dominios diferentes, em
alguns casos também vemos fuséo de dois dominios COesterase em uma unica CCE (Figura
4.19), o que pode ser fruto de recombinacdo desigual. A fusdo entre dominios iguais ja foi
caracterizada, por exemplo, na proteina Fokl que esta envolvida no reconhecimento de DNA
e possui trés dominios winged helix na por¢cdo amino-terminal (Wah et al., 1997). Para as

CCEs dos deuterostomados também ha evidéncias da ocorréncia tanto de fusdes entre
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dominios COesterases quanto entre um dominio COesterase e outros (RING finger, chitin-
binding, immunoglobulin, fibronectin type 3, entre outros). Nestes casos, 0s autores
especulam que os eventos de fusdo podem ter contribuido na evolucdo da complexidade
morfologica, principalmente do sistema nervoso e da crista neural dos vertebrados (Johnson
& Moore, 2012).

A identificacdo dos residuos da triade mostrou que 61% das sequéncias sdo
potencialmente cataliticas, pois possuem a triade predita como Ser-Glu-His ou Ser-Asp-His.
No entanto, para as CCEs, além da serina, um residuo de acido aspartico ou cisteina pode
ocupar o lugar do residuo nucleofilico em membros cataliticos (Nardini & Dijkstra, 1999).
Nesse trabalho, a ocorréncia de um desses dois aminoacidos nessa posi¢do foi rara, sendo
observada apenas em todas as formigas e Megachile rotundata (Hymenoptera — Detox 2;
Figura 4.40), T. castaneum (Coleoptera —Detox 1; Figura 4.39) e Ae. aegypti (JHE Diptera;
Figura 4.36). O desenvolvimento de uma nova fungdo causada por substituicdes no sitio
catalitico ja foi descrito para a enzima epimerase de Escherichia coli. Originalmente essa
enzima é monofuncional e realiza uma reacdo de epimerizacdo, mas devido a substituicdo de
um &cido aspartico para glicina no sitio catalitico passa a desempenhar também a funcdo de
sintese de o-succinilbenzoato (Vick & Gerlt, 2007).

Em 11% das sequéncias foi observada uma glicina no lugar da serina nucleofilica,
indicando perda de funcdo catalitica (Gibney et al., 1990). No entanto, isto ndo impede que
essas proteinas sejam funcionais, ja que as gliotactinas possuem esse tipo de substituicdo e
participam da formacdo da barreira entre o sistema nervoso e circulatério (Auld et al., 1995).
O restante das sequéncias (28%) ficam dentro do conjunto nomeado de triade incompleta,
pois ou possuem triade diferente dos dois conjuntos anteriores (Ser-Glu-His e Ser-Asp-His;
Gli-Glu-His) ou ndo possuem todos os trés residuos cataliticos. Nesse conjunto estdo genes
das trés classes, Desenvolvimento neuronal, Detoxificantes e Processadoras de hormonios e
feromonios. Nas duas classes que possuem genes cataliticos, Detoxificantes e Processadoras
de hormdnios e feromonios, em todos os clados foram vistos genes com triade incompleta,
exceto nos clados JHE Hemiptera e Hemiptera — Detox 1. Estes sdo genes truncados que nao
foram excluidos pelo pipeline e podem estar seguindo o caminho de pseudogenizacio. E
claro que indicios de pseudogenizacao e outras inferéncias sobre conteddo da triade devem
ser vistos com cautela, ja que podem também ser influenciados por problemas na predicéo
génica usada (Wang et al., 2003; Nagy et al., 2008).

Ao longo da evolucdo, os residuos cataliticos foram conservados no dominio

COesterase de membros que realizam hidrolise (Krejci et al., 1991; Cygler et al., 1993;
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Nardini & Dijkstra, 1999), o que é observado para grande parte das sequéncias de inseto
usadas nesse trabalho. No entanto, em membros ndo cataliticos da classe Desenvolvimento
neuronal, sdo encontrados apenas vestigios dos residuos do sitio catalitico, indicando que
estes residuos provavelmente ndo sdo importantes para a nova funcdo e sdo apenas resquicios
do dominio COesterase ancestral.

Além dos diferentes dominios e residuos cataliticos encontrados neste trabalho, uma
alta diversidade nos padrdes de enderecamento celular também foi encontrada. E possivel
que estes novos enderegamentos surjam como uma forma de resolver a redundéncia funcional
que ocorre apos os eventos de duplicacdo, tdo comuns nesta familia génica. No entanto, ndo é
possivel determinar, s6 pelo padrdo de enderecamento, se essas proteinas compartilham

funcBes similares em locais diferentes ou se ja adquiriram novas funcdes.
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6. Conclusoes

Um deficit de genes foi identificado para os himendpteros, com excecdo de N.
vitripennis, o que provavelmente pode estar ligado ao estilo de vida e a dieta alimentar destes
animais.

Um numero maior de CCEs foi encontrado em insetos vetores e pragas agricolas,
indicando que esta familia génica pode ser realmente um fator importante no
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas em populacdes naturais.

As analises filogenéticas mostram que as duas classes cataliticas, Detoxificantes e
Processadoras de horménios e feroménios, apresentam um numero maior de duplicacBes
génicas por espécie do que a classe Desenvolvimento neuronal. O desbalanco da dosagem
génica para genes envolvidos com o metabolismo e degradacdo de horménios ndo parece ser
deletério. Por outro lado, para genes responsaveis pelo desenvolvimento do sistema nervoso,
pertencentes a classe Neuronal, o desbalango génico pode ser um fator limitante.

A mistura de padrdes de enderecamento para os genes detoxificantes sugere que isso
possa ser uma saida para a redundéncia funcional que geralmente se segue apds eventos de
duplicacdo. No entanto, ndo € possivel determinar, s pelo padrdo de enderecamento, se estas
proteinas compartilham fungdes similares em locais diferentes ou se ja adquiriram novas
funcdes.

A identificacdo de regibGes hidrofébicas nas proteinas neuroliginas, gliotactinas e
neurotactinas indica que esses genes foram originados a partir de eventos de fusdo entre um
dominio COesterase e um dominio transmembranar.

O relacionamento filogenético entre os diferentes genes da familia das CCEs e a
avaliacdo de quais clados estariam mais relacionados com a resisténcia a inseticidas em
artropodes mostra que uma previsdo de genes mais importantes para a resisténcia e uma
classificacdo funcional que ajudasse neste aspecto ndo € possivel. O exemplo mais drastico
pode ser observado na classe Detoxificante, onde os trés clados funcionais determinados por
Oakeshott e colaboradores em 2010 na realidade se misturam nos diferentes clados taxon-

especificos encontrados.
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Figura S1. Arvore filogenética enraizada dos membros da familia CCE. Apenas os valores
estatisticos (acima de 60%) sdo mostrados. As barras laterais delimitam os clados
encontrados.
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Figura S2. Arvore filogenética ndo enraizada dos membros da familia CCE. Apenas os valores estatisticos (acima de 60%) s&o
mostrados. Clados com proteinas transmembranares estdo representadas por um sinal + vermelho. Clados com proteinas
majoritariamente cataliticas secretadas estdo representados pelo c6digo que representa a triade catalitica de trés letras em azul (SEH ou
SDH). Clados com proteinas majoritariamente enderegadas para diferentes locais estdo representadas pelo codigo SEH na cor laranja.
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Figura S3. Esquema resumido das ordens do subfilo Hexapoda representadas nesse trabalho.
Holometabolas estdo representados em verde; Paraneoptera em preto; Subfilos estdo mostrados em
vermelho.
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Tabela S1. Taxonomia das espécies estudadas no presente trabalho e a respectiva correlacdo entre
abreviacdo usada no prefixo da identificacdo das sequéncias nas arvores filogenéticas e prefixo

original do banco de dados.

Filo Classe Ordem Familia Espécies Abreviagao Prefixo BD
Hymenoptera  Formicidae Acromyrmex echinatior AECH AECH
Pagonomyrmex barbatus PBAR PB
Linepithema humile LLUM LH
Atta cephalotes ACEP ACEP
Solenopsis invicta SINV Sl
Camponotus floridanus CFLO CFLO
Harpegnathus saltator HSAL HSAL
Apidae Apis mellifera AMEL GB
Apis florea AFLO gi
Bombus impatiens BIMP gi
Bombus terrestris BTER gi
Megachilidae Megachile rotundata MROT gi
Pteromalidae Nasonia vitripennis NVIT NV
Diptera Drosophilidae Drosophila grimshawi DGRI FBpp
Drosophila simulans DSIM FBpp
T Drosophila erecta DERE FBpp
© g Drosophila persimilis DPER FBpp
3 = Drosophila sechellia DSEC FBpp
) Drosophila ananassae DANA FBpp
§ Drosophila yakuba DYAK FBpp
< Drosophila mojavensis DMOJ FBpp
Drosophila pseudoobscura DPSE FBpp
Drosophila virilis DVIR FBpp
Drosophila willinstoni DWIL FBpp
Drosophila melanogaster DMEL FBpp
Culicidae Anopheles gambiae AGAP AGAP
Aedes aegypti AAEL AAEL
Culex quinquefasciatus CPlJ CPlJ
Hemiptera Aphididae Acyrthosiphon pisum APIS ACYPI
Reduviidae Rodhnius prolixus RPRO RPRC
Phthiraptera Pediculidae Pediculus humanus PHUM PHUM
Coleoptera Tenebrionidae Tribolium castaneum TCAS TC
Lepidoptera Bombycidae Bombyx mori BMOR BGIBMGA
] Ixodida Ixodidae Ixodes scapularis ISCA ISCW
£
3 Mesostigmata  Phytoseiidae Metaseiulus occidentalis MOCI gi
§
5, . . e Nomenclatura Nomenclatura
© c Rhabditida Rhabditidae Caenorhabiditis elegans
§ § wormbase wormbase
5 g
(]
4
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Tabela S2. Sequéncias com e-value menor que 1e-58 néo
incluidas na filogenia devido a problemas de processamento.

ID Triade  Enderecamento TM  e-value Score
ACEP00002806  NEH 3.8e-123 412.3
ACEP00014153  SEH 8.6e-165 549.7
ACEP00014908 EH 8.6e-78 262.6
ACEP00017864 E 6.9e-60 203.5
API1S084883 SEY 2.2e-117 394.3
BIMP350412381 SEH 3.7e-162 540.3
BMORO000775 EH 1e-82 278.6
BMORO003724 SEN 1.7e-60 205.2
BMOR004934 SEH 2.3e-116 389.6
BMOR010505 SEG 2.8e-111 372.8
BMOR010988 SEH 1.2e-127 426.9
BMOR012722 SEH 2.9e-82 277.1
CP1J005122 SEH 5.2e-84 283.2
DGRI0152221 SEM 7.5e-126 420.9
DPER0176269 GEH 6.5e-132 441.1
DPER0176276 SEH 1.6e-116 390.3

DPER0176892 DH 2.3e-73 247.9

3.4e-98 329.7
DWIL0240218 EH 1.2e-59 202.6
DWIL0244354 NE 3.8e-236 785
DYAKO0270790 SEH 8.9e-100 335
HSAL00833 DEH 1le-104 351.5
HSALO07071 RS le-72 245.9
LLUM22629 SEH 1.2e-167 558.9
LLUM25422 SEH 4.3e-120 402
MOCI391326926 E 1.4e-60 205.2
NVIT10611 SEH 1.7e-136 456.4
NVIT20077 SEH 2.3e-111 3735
NVIT50366 SEH 4.4e-105 352.7
PBAR14381 SEH 7.4e-60 203.3
PBAR17618 SE 7.2e-90 302.4
PBAR19852 EH 4.1e-83 280.1

PHUM391440 SEH
PHUM490200 SEH
PHUM617310 GEH

1.1e-134 449.7
6.5e-176 585.7

S
S
|
|
S
|
|
|
S
S
|
S
S
S
M
M
S
DSIM0220791 VGL S
M
S
|
S
|
S
|
S
S
S
S
|
S
S
S
|
| 6.9e-129 430.5
|
|
|

<K<<0<000<0<<O0<X<0<X<<<00<00<0<X<<<<<0<<<<

RPRO009957 NS 4.3e-69 234.7
RPRO009972 noTriad 6.6e-64 217.6
SINV09844 G 8e-62 209.8
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