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Resumo

As associacdes de mutualismo afetam a vida de todos 0s organismos Vvivos.
Um modelo biol6gico muito util para estudos sobre o mutualismo sdo as formigas da
tribo Attini, cuja nutricdo depende da associagdo com fungos basidiomicetos. Estes
fungos produzem despolimerases que degradam a matéria vegetal, gerando
acucares simples que sdo essenciais para a sobrevivéncia das formigas. Estudos
bioquimicos sugerem que pode haver vias metabdlicas mutualistas, iniciando com
passos catalisados por enzimas fungicas e terminando com passos catalisados por
enzimas das formigas. Estudos gendmicos indicam que as formigas podem néao ser
capazes de sintetizar alguns aminoacidos, que seriam supridos pelos fungos.
Estudos em microbiologia sugerem que as formigas utilizam antibiéticos microbianos
para protecdo contra eventuais entomopatdégenos. Desta forma, caracteriza-se uma
dependéncia nutricional e de metabdlitos microbianos pelas formigas. Para avaliar a
extensdo desta dependéncia, na presente dissertacdo de mestrado nés anotamos o
transcriptoma da formiga Attini Atta sexdens rubropilosa em busca das vias
metabdlicas com elementos mais expressos. Foram avaliadas a presenca e

expresséo de genes a partir de dados de transcriptdmica de nova geragao.
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Abstract

Mutualistic associations affect all living organisms. A useful biological model
for studies of mutualism are Attini ants, whose nutrition depends on the association
with basidiomycete fungi. These fungi produce depolymerases that act on degrading
plant material, producing simple sugars that are essential for the survival of ants.
Biochemical studies suggest that may be metabolic pathways, starting with steps
catalyzed by fungal enzymes and ending with steps catalyzed by enzymes of the
ants. Genomic studies indicate that the ants may not be able to synthesize some
amino acids that would be supplied by the fungi, thus characterizing nutritional
mutualistic dependence. To assess the extent of this metabolic dependence, in this
thesis we aimed to annotate the transcriptome of Attine ant Atta sexdens rubropilosa
in search of metabolic pathways. The presence and expression of genes from

transcriptomics data of next generation sequencing were evaluated.
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1. INTRODUCAO

1.1. As Formigas Attini

Formigas pertencentes a tribo Attini (subfamilia Myrmicinae, familia Fomicidae,
ordem Hymenoptera) formam um grupo monofilético com 15 géneros e mais de 230
espécies ja descritas. Todas as espécies da tribo Attini cultivam fungos
basidiomicetos, que sdo fundamentais para sua alimentacdo (WEBER, 1972). Os
géneros Atta e Acromyrmex (Figura 1) sdo amplamente estudados, uma vez que sao
os mais derivados dentre as Attini, incluindo os herbivoros dominantes do Novo
Mundo (HOLLDOBLER e WILSON, 1991). Nestes géneros encontram-se algumas
espécies consideradas pragas de grande importancia para as culturas comerciais da
América Latina, uma vez que utilizam folhas, caules e flores frescas, tanto de plantas
nativas como de culturas comerciais, para a manutencao de seu fungo mutualista,
Leucoagaricus gongylophorus, considerado o alimento de larvas e rainhas
(MARICONI, 1970; AMANTE, 1972). Grande quantidade de matéria vegetal é
empregada para a manutencdo deste fungo e para suprir as necessidades
alimentares das formigas. Assim, a necessidade nutricional é elevada, uma vez que
espécies de Atta mantém ninhos com milhdes de operarias e centenas de camaras

que podem estar distribuidas por até 100 m? (JACOBY, 1950; FORTI et al., 1987).
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Figura 1. Formigas Attini. Esquerda — Atta laevigata. Direita — Acromyrmex
coronatus. Foto: http://www.alexanderwild.com/Ants/Taxonomic-List-of-Ant-Genera/ -
Acesso em 5 de marco de 2015.

Entretanto, as formigas cortadeiras também trazem beneficios em
determinadas situagdes ou ambientes. Estudos indicam que estes insetos atuam nos
ecossistemas primarios e secundarios e servem como fonte de alimento para uma
grande diversidade de espécies animais, as quais incluem outros insetos, répteis,
aves, mamiferos e até alguns grupos humanos. Além disso, sdo descritas como
agentes de aeracdo do solo e drenagem (MILTON e MARIANGELA, 1997),
renovacdo e transformacdo da biomassa vegetal, aléem de serem consideradas
agentes de polinizacéo (RICO-GRAY, 1980; UKAN, 2011).

A espécie de formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908
(Hymenoptera, Formicidae) (Figura 2), objeto do nosso estudo, € conhecida
popularmente como “salva-limao” por seu odor caracteristico quando esmagada
(FORTI et al., 1987).

Figura 2. Formigas Attini Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera,

Formicidae). Foto: http://www.alexanderwild.com/Ants/Taxonomic-List-of-Ant-
Genera/Atta - Acesso em 5 de marco de 2015.




18

1.2. A Simbiose Fungo-Formiga e Seu Carater Nutricional

Relagbes de simbiose com micro-organismos sao descritas como uma forma
de inovagédo evolutiva que permite a alguns animais a ocupacdo de nichos
ecoldgicos até entdo indisponiveis (ZILBER-ROSENBERG e ROSENBERG, 2008;
DOUGLAS, 2010). A habilidade dos animais para ganhar acesso aos nutrientes da
biomassa vegetal (fonte de energia abundante em ecossistemas terrestres) é
facilitada pela simbiose com os micro-organismos (DOUGLAS, 2009).

O simbionte que desperta maior interesse na relagdo fungo-formiga €, sem
duvida, o basidiomiceto Leucoagaricus gongylophorus (Figura 3), cultivado pelas

Attini derivadas (FREDGARDSON, 2008).

Figura 3. Jardim de fungo. 1 — Rainha e operarias Atta texana no jardim de fungo. 2
— Operérias Atta cephalothes. 3 — Camara demonstrando o jardim de fungo. Foto:
http://www.alexanderwild.com/Ants/Taxonomic-List-of-Ant-Genera/Atta - Acesso em
5 de margo de 2015.

No interior dos ninhos, as culturas de fungo mutualista produzem
intumescéncias apicais ricas em lipidios e carboidratos, chamadas gongilidios, as
guais, em geral, formam aglomerados conhecidos como estafilos (Figura 4)

(HOLLDOBLER; WILSON, 1991; MUELLER et al., 2001).
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Figura 4. Basidiomiceto Leucoagariccus gongylophorus. A — Aspecto geral das
colénias em cultivo. Seta evidencia estafilos (e). Barra representa lcm. B —

Gongilidios (g). Barra representa 15uM. C — Estafilos e gongilidios. Barra
representa 40pM. Foto: LUGO et al., 2013. ,
o B o
‘ ( ,.‘.’ '.-\.w\g

Estudos indicam que as formigas se alimentam dos liquidos obtidos da seiva
das folhas durante a coleta (MARTIN et al., 1975; QUINLAN e CHERRETT, 1978) e
dos solutos gerados nos jardins de fungos, que proporcionam as operarias acesso a
nutrientes, enzimas, aminoacidos e agucares simples (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA
et al., 2003; SILVA et al., 2006), resultando em uma relacdo de mutualismo de
carater nutricional. Além disso, a formiga seleciona positivamente as enzimas
produzidas pelo fungo simbionte (BACCI JR et al., 2013), atuante na degradacao
produtos foliares, gerando acucares soluveis que sao ingeridos pelas formigas
(SILVA et al., 2003). Muitos estudos abordam a degradacédo da matéria vegetal pelo
fungo simbionte, porém pouco se sabe sobre a contribuicdo das enzimas das

formigas neste processo.

1.3. Transcriptbmica

Os estudos dos transcriptomas visam analisar o conjunto de mRNA, ou
transcritos, cuja expressdo se da por um Unico organismo ou por um grupo de
células em determinado momento, refletindo genes ativamente expressos. A

expressdo génica de um organismo pode variar com as condigdes ambientais,
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estado de desenvolvimento e tecido de origem (STRANCHAN e READ, 1999). A
avaliacdo da abundancia dos diferentes transcritos pode estimar a expressao génica
de determinada célula ou tecido (BOUCK; VISION, 2007).

Entre as tecnologias utilizadas para caracterizar transcritos, a Next
Generation Sequencing (NGS) (ILLUMINA, 2012) tem sido muito empregada, pois
permite flexibilidade e acuracia em estudos de genomas e transcriptomas (BOMAR
et al., 2011).

Na tecnologia Illumina, adaptadores sao ligados nas extremidades dos cDNAs
obtidos a partir dos transcritos resultantes do processo de extragdo de mRNA.
Posteriormente, estas sequéncias sao ligadas a placa de sequenciamento por meio
dos adaptadores. Estas sequéncias sofrem, entdo, amplificacdo em ponte, sendo
formados complexos (clusters) de amplificacdo, os quais sao lidos por um sistema
de emisséo laser e captacao por camera CCD, permitindo a identificacdo das bases
incorporadas.

As etapas do sequenciamento (Figura 5) na plataforma Illumina sao
detalhadas a seqguir: (1) DNA é fragmentado aleatoriamente e ligado aos
adaptadores A e B em ambas as extremidades. (2) As moléculas de DNA em fita
simples sédo aderidas por afinidade ao suporte sélido onde estdo também aderidos
em alta densidade oligonucleotideos complementares aos adaptadores A e B.
Durante a etapa de recozimento (3), no primeiro ciclo de amplificagdo da PCR em
fase sdlida, o adaptador da extremidade livre da molécula aderida ao suporte
encontra seu oligonucleotideo complementar no suporte, formando uma estrutura
em ponte. Com 0s reagentes necessarios, a PCR é iniciada utilizando a extremidade
3’ livre do oligonucleotideo como primer (3 e 4). Na etapa de desnaturacdo (5), a

“ponte” é desfeita mediante elevacdo de temperatura. Repete-se a etapa de
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recozimento (4), formando novas pontes e iniciando um novo ciclo de amplificacao.
(6) ApoOs vérios ciclos, sdo obtidos clusters. Com a incorporacdo de nucleotideos
terminadores marcados e excitacdo a laser, é gerado um sinal, que € captado por
dispositivo de leitura e interpretado como um dos quatro possiveis nucleotideos
componentes da molécula de DNA. O processo de incorporacdo de nucleotideo
marcado, excitacdo e leitura é repetido para cada nucleotideo componente da
sequéncia. A leitura é feita de forma sequencial, o que permite a montagem da
sequéncia completa de cada cluster.

Figura 5. Sequenciamento em Illumina HiSeq 2000. 1 — preparagédo de uma amostra
gendmica com fragmentacédo do DNA e ligacao de adaptadores; 2 — ligacdo do DNA
a superficie da placa; 3 e 4 — amplificacdo em “ponte”; 5 — desnaturacdo com

liberacdo das extremidades da dupla fita; 6 — clusters completos. Fonte: http://tucf-
genomics.tufts.edu/home/faqg.
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Segundo Damon e colaboradores (2012), os estudos de gendmica ambiental
possibilitados pelas novas plataformas de sequenciamento, oferecem oportunidades
para entender, em nivel molecular, processos complexos tais como a assimilacdo da
matéria organica, ja que permitem 0 acessO aosS genes expressos em um sistema
decompositor. Dessa forma, € possivel fazer uma ponte entre dados globais obtidos
no campo e os alvos de abordagens gendmicas.

No presente trabalho, detalhamos a construgdo, sequenciamento na
plataforma lllumina e analise do transcriptoma da formiga cortadeira A. sexdens
rubropilosa. A partir dos dados gerados, este transcriptoma foi anotado
completamente para selecdo de genes relacionados a nutricdo das formigas que
foram identificados e analisados quanto ao seu perfil de expresséo.

Algumas vias metabdlicas relacionadas a nutricdo e a outros processos vitais
nas formigas também foram abordadas. Entender o funcionamento de vias
metabdlicas é fundamental para elucidar a relagdo simbionte entre a formiga, o
fungo e o0s demais componentes bibticos existentes nos ninhos e para o
reconhecimento de alvos moleculares de interferéncia que, interrompendo tais vias,

possam ser Uteis no controle de formigas pragas.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar e analisar os transcritos envolvidos no metabolismo de A. sexdens

rubropilosa e de micro-organismos associados a esta formiga, bem como na
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producéo de antibiéticos microbianos a partir do transcriptoma anotado e da selecéo

das vias mais diversas.

2.2. Especificos

Analisar as vias metabdlicas e os perfis de expressdo dos genes de interesse

selecionados e verificar a viabilidade na utilizagao da transcriptomica para identificar

diferencas entre organismos comparando com dados de gendmica j& disponiveis.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coletade formigas

Os soldados de A. sexdens rubropilosa foram coletados em trilhas de um

mesmo ninho monoginico na regido de Rio Claro (W 22°23.706' e S 47°32.545"), sob

licenca IBAMA — SISBIO 33487-2.

3.2. Extracdo de RNA

Utilizou-se 0,67 g de soldados macerados em nitrogénio liquido para a extracdo
de RNA utilizando o método Trizol (Invitrogen®) de acordo com as instrucdes
fornecidas pelo fabricante. Os soldados foram divididos em oito tubos para facilitar o

processamento e viabilizar o trabalho utilizando o método mencionado.

3.3.  Quantificagcéo e verificagcdo da pureza do RNA
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A quantificacdo e verificagdo da pureza do RNA foram feitas utilizando o

aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

3.4. Construgéo e sequenciamento de biblioteca transcriptomica

A construgao e sequenciamento da biblioteca transcriptomica foram realizadas
pela empresa Macrogen Inc. (Seul, KR), como servi¢co terceirizado, utilizando a

plataforma HiSeq 2000 da lllumina.

3.4.1. Construcéo da Biblioteca

Para construgdo das bibliotecas e sequenciamento dos transcriptomas de A.
sexdens rubropilosa, a empresa contratada necessitou de 10 ug de RNA total
diluidos em volume méaximo de 50 pL. A amostra ASR5 satisfazendo a estas
condic¢des foi selecionada e enviada para sequenciamento.

A empresa contratada também realizou testes para verificacdo de qualidade e
guantidade de RNA por amostra.

Apoés a construcdo da biblioteca, realizou-se o controle de qualidade para
entdo prosseguir com o sequenciamento em instrumento HiSeq 2000.

Nesta etapa realiza-se a verificacdo do tamanho dos fragmentos das
bibliotecas com 0 mesmo 2100 Bioanalyzer (Agilent). Para se conseguir a densidade
Otima de clusters em cada canaleta da célula de fluxo, as bibliotecas foram

quantificadas de acordo com o Protocolo de Quantificagdo gPCR da lllumina. Além
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disso, para célculo da concentracdo das amostras foi utilizada uma solucdo padréo

da Roche.

3.5. Anélises de Bioinforméatica

3.5.1. Analise da qualidade dos reads

As analises foram conduzidas em um servidor de alto desempenho (98 GB de
memoéria e 8 TB de HD), sistema operacional Linux/Debian 6.0.6, com auxilio da
bolsista de Treinamento Técnico Nivel 5 (TT5), especialista em Bioinformatica,
Milene Ferro (Processo FAPESP 2013/02098-8).

Andlises estatisticas iniciais nos reads foram feitas usando o programa

FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para verificar a
gualidade dos reads gerados pela plataforma Illumina (paired end 2x100pb). Os
reads foram nomeados 1 ou 2 para paired-end lllumina, onde 1 indica reads

reversos e 2 indica reads diretos (reverse e foward, respectivamente).

3.5.2. Montagem de novo

Em organismos sem um genoma de referéncia, um sequenciamento massivo
de Illumina combinado a uma montagem eficiente de transcritpoma, tem mostrado
resultados comparaveis aqueles analisados com o auxilio de um genoma de
referéncia, incluindo cobertura suficiente para analise da expressdo diferencial
(WANG et al, 2009; SURGET-GROBA and MONTOYA-BURGOS, 2010;

SCHLIESKY et al., 2012). Partindo deste principio, a montagem foi realizada
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utilizando o software Trinity, desenvolvido para construgéo de transcriptoma de novo
a partir de dados de RNA-seq (GRABHERR et al, 2011). No parametro --JM deve-se
considerar 1 GB para cada 1 milhdo de pares de reads lllumina. Assim, foi usado:
R5 = 80 GB. A utilizagdo deste parametro simula o que ocorre em Velvet
(Khmer=43). Assim, foram obtidos 108.092 contigs.

Os contigs foram filtrados por tamanho e os menores que 300 pb foram

descartados.

3.5.3. Retirada de Isoformas

O programa Trinity de montagem de transcritos gera varias isoformas para um
mesmo gene (locus). Contudo, para a anotagao usa-se apenas uma isoforma.

Oono e colaboradores (2014) descreveram que foi feita a filtragem de
tamanhos utilizando o maior contig obtido apés a montagem, gerando um conjunto
de sequéncias sem redundancias. Essa mesma abordagem foi utilizada para A.

sexdens rubropilosa.

3.5.4. Anotacao

A identificacdo das sequéncias foi feita utilizando o banco de dados NR do
NCBI, sendo que essa base foi formatada e utilizada para executar o programa
blastx do pacote BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Como, mesmo apés a retirada de
isoformas, a quantidade de transcritos e o banco de dados era muito grande, o
programa foi executado via linha de comando em nosso servidor. Apos a

identificagcdo, os transcritos tiveram anotacdo completa utilizando a versao Pro do
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programa Blast2GO (CONESA et al.,, 2005). O Blast2GO é uma ferramenta web
para analise funcional de sequéncias.

O sistema de ontologias utilizado pelo Blast2GO é o Gene Ontology (THE
GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000), como uma tentativa de padronizar a
representacdo dos genes e seus produtos para todos os sistemas bioldgicos,
subdividindo-os em trés categorias: processo biologico, funcdo molecular e
componente celular. A verséo utilizada permitiu fazer buscas online por sequéncias
similares — BLAST (ALTSCHUL, 1990), por assinaturas proteicas similares - InterPro
(ZDOBNOV;  APWEILER, 2001), por <codigo da enzima - EC
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/ enzyme/) e visualizagdo dos mapas
metabdlicos onde os genes e/ou seus produtos atuam — KEGG (KANEHISA; GOTO,
2000). Desta forma, foi possivel inferir provaveis fungBes e ontologias para as

sequéncias e completar a anotacdo com GO, EC, InterPro e KEGG.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo de RNA

O sucesso da extracdo de RNA pode ser avaliado na Figura 6. Nota-se que em
algumas amostras a banda 28S apresenta-se fraca ou ausente. Nao apenas em
insetos, como em outros organismos, este fendmeno ocorre gragcas ao
processamento sofrido pelo RNAr, de forma que o dominio 28S (x4 Kb) sofre uma
guebra central, na regido hidden break, resultando em dois fragmentos iguais que
correm juntos com o dominio 18S (2 Kb). Este evento € denominado gap

processing (BASILE-BORGLA et al., 2005; GILLESPLE et al., 2006).
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Figura 6. Gel de Agarose 1%, corado com GelRed, mostrando resultado da extragao
de RNA total. As bandas de RNAr (28S, 18S e 5S) estdo destacadas pelas setas.

4.2. Quantificacéo e verificagdo da pureza
Os resultados obtidos ap6s a quantificacdo podem ser avaliados na Tabela 1.
Foram obtidas grandes quantidades de RNA de alta qualidade (relacdo 260/280 =

1,9).

Tabela 1. Quantificacéo e pureza das amostras resultantes da extracao de RNA.
Amostra []ng/ppl A260 A280 260/280*

ASR1 340,1 8,502 4,210 2,02
ASR2 41,5 1,038 0,600 1,73
ASR3 68,9 1,723 0,946 1,82
ASR4 248,3 6,208 3,094 2,01
ASR5 914,8 22,870 10,859 2,11
ASR6 1031,3 25,782 12,349 2,09
ASR7 942,7 23,568 11,401 2,07

ASRS8 7459 18,646 8,807 2,12

*Pureza da amostra. Relaciona quantidade de RNA com proteina.

4.3. Construcao da Biblioteca TranscriptdOmica
A amostra selecionada para sequenciamento foi a R5, com concentracao de

914ng/uL, pureza de 2,11 e concentracdo total de 18.280ng em 20puL. O resultado
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do controle de qualidade realizado utilizando o equipamento 2100 BioAnalyzer
(Agilent) demonstrou uma concentracdo de 420,92ng/uL, totalizando 13,89ug de
RNA em 33uL. Além disso, o valor de integridade (RIN) foi de 9,4. Concentracdes
acima de 8, sao viaveis para sequenciamento. O valor de razdo entre as bandas 28S
e 18S foi de 0,14. Embora os valores ideias sao acima de 1,5, devido ao fen6meno
gap processing este valor esteve abaixo do ideal. O gréafico de Bionalyzer RNA
nanochip com Numero de Integridade do RNA (RIN) pode ser visualizado na Figura
1.

Figura 7. Eletroferograma obtido pelo software RNA Integrity Number (RIN) para a

amostra recebida pela Macrogen.

RS

Os resultados de controle de qualidade da biblioteca construida pela
Macrogen demonstram que a concentracdo da biblioteca R5 foi de 97,71ng/uL,
341,63nM e tamanho aproximado de 440pb. Os critérios para controle de qualidade
sdo: maior que 1,5; 5 e entre 300 a 500pb, respectivamente. Os resultados obtidos

estao ilustrados na Figura 8.
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Figura 8. Perfil Bioanalyzer para verificagdo dos tamanhos dos fragmentos

da biblioteca R5. Pela posi¢éao dos picos pode-se inferir o tamanho de 440 pb.
Library : RS

A biblioteca apresentou boa qualidade e os tamanhos dos fragmentos
estavam de acordo com o esperado. Desta forma, a biblioteca foi sequenciada em
ambos os sentidos (2x100 pb), em uma mesma canaleta da célula de fluxo em

equipamento HiSeq 2000.

4.4. Andlise da qualidade dos reads

Os dados de sequenciamento da biblioteca de A. sexdens rubropilosa, obtido pelo
pipeline CASAVA v1.8.2, para dados lllumina demonstrou que a amostra R5 gerou
15.661.794.068 bases com 150.067.268 reads, onde o valor de bases néo identificadas (N)
foi 0,005%, contetdo de bases C e G (GC) 40,06% e qualidades FASTQ baseada nos
valores Phred de Q20 95,94% e Q30 90,69%. Desta forma, estes resultados, que
também podem ser visualizados na Figura 9 mostram que 0s reads apresentaram
gualidade acima de Phred 28 e que ndo havia bases anotadas como N presentes
nos reads. Além disso, ndo havia reads super-representados. Portanto, ndo foi

necessario fazer filtragem de qualidade, de adaptadores ou bases N.
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Figura 9. Graficos de andlise de qualidade das sequéncias gerados pelo FASTQC.
A esquerda, analise de qualidade de cada base. A direita, andlise mostrando a
auséncia de bases nao identificadas (N).

A biblioteca era composta por dois arquivos compactados, no formato FASTQ
e com tamanho variando entre 16 e 20 GB cada. Ambos foram descompactados e

concatenados.

45. Filtro de tamanho e redundéancias

Apébs passar pelo filtro de tamanho, restaram 86.259 contigs com 300 pb ou
mais (79,8 %) para seguir as analises.

Apés a retirada de isoformas, 59.891 contigs eram redundantes e foram
excluidos das analises posteriores, que foram realizadas com os 26.368 contigs

restantes.

4.6. Sequéncias resultantes para analise

De todos os contigs gerados, apenas 26.358 contigs foram analisados. Dez
sequéncias foram excluidas da anotag¢éo no Blast2Go, ja que 0s respectivos contigs
eram maiores que 8.000 pb. Devido a uma limitacdo do programa, sequéncias deste

comprimento ndo podem ser analisadas (MUJTAR et al., 2014).
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4.7. Andlise comparativa dos genes de Atta sexdens rubropilosa

Os dados obtidos da biblioteca de A. sexdens rubropilosa estdo sumarizados

na Tabela 6.

Tabela 2. Dados da biblioteca de A. sexdens rubropilosa, obtidos apos
sequenciamento, montagem e anotacéo de sequéncias.

Total de reads 155.067.268
Total de pares de bases 15.661.794.068

Comprimento médio dos reads 200 pb
Total de contigs 108.092
Total de contigs apos filtro de tamanho 86.259

Comprimento médio dos contigs 300 pb a 8.000 pb
Total de contigs apos filtro de isoformas 26.368
Total de unigenes 13.865

Cobertura 47X

Ao utilizar o Blastx (E-value <10e-5, consultadas na base de dados néo
redundante — NR —, com valor cut-off 10e-6), foram encontrados 13.865 unique
sequences (US) (52,58%) combinados significativamente com sequéncias do
GenBank (Figura 10). Destas, 10.842 (78,2%) foram anotadas, incluindo dados de
Blast, GO, EC e InterPro. Porcentagens de hits, tais como as obtidas neste trabalho,
estdo entre o valor esperado ja que os valores publicados atualmente estdo entre

59% (BOUZID et al., 2014), 55% (RANJAN et al., 2014) e 42,01% (CAO et al., 2014).
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Figura 10. Distribuicdo da dados resultantes apds consulta de sequéncias contra o
GenBank, onde 12.493 sequéncias ndo obtiveram semelhantes.
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A maior parte dos melhores hits obtidos foi proveniente dos genomas de
Acromyrmex echinator, mosca domestica e Ceratitis capitata (Figura 11). Apenas 84
hits foram provenientes do genoma de Apis mellifera (versdo 4.5), que é
filogeneticamente proxima as formigas e com genoma anotado disponivel em banco
de dados (JOHNSON, et al. 2013).

Figura 11. Distribuicho da abundancia de top-hits encontrados em diferentes
espécies biologicas.
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Dentre os 11.045 transcritos com pelo menos uma atribuicdo para GO, 4.935
transcritos foram anotados na categoria processo biolégico (GO:0008150), 9.196 em
funcdo molecular (GO:0003674) e 4.064 em componente celular (GO:0005575),
resultando 44,68%, 83,25% e 36,79% dos transcritos anotados, respectivamente
(Figura 12). Por questdes didaticas na visualizagdo da imagem, o nivel 2 foi

selecionado para analise, onde pode ser visualizado o processo metabdlico.
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Figura 12. Distribuicdo dos termos de GO no nivel 2 para cada categoria, que inclui:
processo biologico (BP), componente celular (CC) e funcdo molecular (MF).
Retangulo vermelho evidencia selecdo de processo metabdlico, selecionado para
analise de vias.
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Além disso, 866 transcritos foram anotados como enzimas e confirmados pelo
namero de EC, disponivel em KEGG. As transferases ocuparam a classe de

enzimas mais abundantes, seguidas pelas hidrolases e oxirredutases (Figura 13).

Figura 13. DistribuicAo da abundéancia de classes enziméticas de acordo com
banco de dados disponivel em KEGG.
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No caso das formigas, uma familia de enzimas significativa correspondeu as
glutationa transferases. As glutationa transferases (GSTs), também conhecidas
historicamente como glutationa — S — transferases, compreendem uma familia de
enzimas multifuncionais que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da
glutationa (GSH) a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou um
atomo de enxofre eletrofilico (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Nas formigas,
a atuacdo das GSTs é uma importante estratégia de defesa da célula na
destoxificacdo de inseticidas (HAMOUDA, 2008). A subclasse mais abundante
compreende enzimas que atuam na transferéncia de fésforo entre um composto

doador e um receptor (Figura 14).



37

Figura 14. Detalhe da distribuicdo funcional das enzimas incluidas no grupo das
transferases.

As hidrolases, por sua vez, atuam na degradacdo de biomassa catalisando a
clivagem de uma ligacdo covalente com &gua. Também incluem esterases,
fosfatases e peptidases que atuam sobre as ligacdes éster, fosfato e amido em
peptideos, respectivamente (HARVEY et al.; 2000). As subclasses mais abundantes
compreendem enzimas que atuam em ligacdes de éster, seguidas das que atuam
em ligacbes peptidicas (Figura 15). Isso indica que estas podem ser enzimas
importantes na degradacdo da biomassa vegetal, que pode ocorrer com a
cooperacdo entre enzimas das formigas e enzimas do fungo mutualista L.
gongylophorus (BACCI et al., 2013). Os detalhes a respeito desta cooperacéo seréo
investigados nas demais vias metabodlicas caracterizadas para A. sexdens

rubropilosa.
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Figura 15. Detalhe da distribuicdo funcional das enzimas incluidas no grupo das
hidrolases.

Oxirredutases sao metaloenzimas que catalisam a transferéncia de elétrons
de um substrato para uma espécie receptora de elétrons, ou que catalisam a
transferéncia de elétrons acoplada a transferéncia de oxigénio (KAIM e
SCHWEDERSKI, 1994). Este grupo de enzimas geralmente utiliza NAD" ou NADP
como cofatores. A subclasse mais abundante neste trabalho compreendeu
oxirredutases agindo em doadores pareados, incorporando ou doando molécula de
oxigénio (Figura 16). Esse processo € fundamental na desidrogenacdo de
aminoacidos fundamentais na nutricdo das formigas (AYLWARD, 2013)

Figura 16. Detalhe da distribuicdo funcional das enzimas incluidas no grupo das
oxirredutases.
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4.8. Anédlise comparativa das vias metabdlicas de A. sexdens rubropilosa

Apds o sequenciamento completo do genoma de A. mellifera (WEINSTOCK et
al., 2006), foi possivel entender melhor a vida social em nivel molecular, ndo apenas
das abelhas, como outras espécies sociais. Além disso, um banco de dados
enriquecido permitiu andlises mais detalhadas para pesquisas futuras.

Aqui, buscamos avaliar a aplicacéo de dados transcriptomicos para comparar
algumas vias metabdlicas cujas enzimas sao codificadas pelo genoma de A.
mellifera, disponiveis em KEGG, com aquelas vias identificadas a partir dos dados
do transcriptoma de A. sexdens rubropilosa. Para tanto, selecionamos as vias
metabdlicas onde detectamos, em A. sexdens rubropilosa, a maior quantidade de
componentes, identificados a partir de seus transcritos. Logo, vias com menos de 5
componentes em A. sexdens rubropilosa ndo estao presentes neste trabalho.

A comparagcdo das informagOes presentes nas vias pode evidenciar a
expressao de unidades presentes em A. sexdens rubropilosa, que podem néao

existir em A. mellifera.

4.8.1. Vias Metabdlicas

4.8.1.1. Metabolismo de purinas

Nucleotideos de purina e pirimidina sdo precursores de formas ativas de

carboidratos e lipidios. Além disso, nucleotideos derivados de vitaminas sao

cofatores em processos metabdlicos (NELSON e COX, 2011). Para o0s insetos,

especificamente, a via de metabolismo de purinas (Figura 17 e Figura 18) é
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essencial para o crescimento de células epiteliais, sintese de novos exoesqueletos e
desenvolvimento de 6rgados reprodutivos internos e externos (CHAPMAN, 2013).
Este caminho também é importante para bases purinicas livres a serem reutilizadas
na biossintese de acidos nucleicos e nucleotideos e na homeostase dos insetos

(WREN, 1997; CARTER et al., 2008).

Figura 17. Via metabdlica da purina em A. mellifera disponivel em KEGG.
Retangulos preenchidos em verde indicam a presenca das enzimas no genoma e
também sugerem integridade da via a que pertencem.
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Figura 18. Via metabdlica da purina em A. sexdens rubropilosa obtida em Blast2GO.
Retangulos preenchidos com cores representam a diversidade enzimatica obtida a
partir dos transcritos, cores diferentes indicam enzimas diferentes.
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Apbs sobreposicao das vias (Figura 19), foi possivel observar em A. sexdens
rubropilosa a presenca de duas sequéncias codificantes ausentes em A. mellifera:

« 3.5.2.17: gene da Hydroxyisourate hydrolase, enzima que catalisa a hidrolise

de 5-hydroxysourate em 2-ox0-4-hydroxy-4-carboxy-5-ureidoimidazoline,

assim o urato produzido pelo metabolismo de purina é convertido em S-
alantoina (RAMAZZINA et al., 2006).

+ 3.5.2.5: gene da Allantoinase, enzima que catalisa a hidrélise de acido
alantéico a alantoina. Esta reacdo € um passo fundamental na via de
degradacdo de purinas, que produz residuos nitrogenados para excrecao

(GAINES et al. 2004).
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Figura 19. Sobreposicdo das vias metabdlicas de purina de A. mellifera e A.
sexdens rubropilosa ap0s filtro de transparéncia. Circulos vermelhos destacam as
enzimas presentes no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa, ausentes em A.
mellifera.

Estas sdo enzimas comuns em formigas e ja foram descritas em Atta
cephalotes (SUEN et al., 2010) e Camponotus floridanus (BONASIO et al., 2010). A
presenca destas enzimas, sem elementos correspondentes em A. mellifera indica
gue existe uma diferenca no sistema excretor, quando comparada com A. sexdens

rubropilosa.

4.8.1.2. Metabolismo de amido e sacarose

O processo de degradagdo vegetal € um trabalho iniciado pelas formigas e

finalizado pelo fungo simbionte, que libera nutrientes a serem utilizados pelas

formigas tais como proteinas, carboidratos e agucares (BACCI et al., 1995). O



43

metabolismo do amido (Figura 20 e Figura 21) parece ser a principal fonte de glicose
para as formigas, contribuindo de maneira significativa na sua nutricao (SILVA et al.,
2006). Assim, seja qual for a especializacdo na degradacdo de diferentes
componentes de material vegetal, as atividades enziméticas de formigas e fungos
estdo integradas ao mesmo sistema mutualista contribuindo umas com as outras e
nao atuando de maneira sobreposta (D’ETORRE et al., 2001; SUEN et al., 2011).

Figura 20. Via metabodlica do amido e da sacarose em A. mellifera disponivel em

KEGG. Retangulos preenchidos em verde indicam a presenca das enzimas no
genoma e também sugerem a integridade da via a que pertencem.
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Figura 21. Via metabdlica da purina em A. sexdens rubropilosa obtida em Blast2GO.
Retangulos preenchidos com cores representam a diversidade enzimatica obtida a
partir dos transcritos.

Apbs sobreposicao das vias (Figura 22), foi possivel observar em A. sexdens
rubropilosa a presenca de trés sequéncias codificadoras ausentes em A. mellifera:

e 2.7.1.4: gene da Fructokinase, enzima que catalisa a transferéncia de
um grupo fosfato do ATP (substrato) como o passo inicial na
utiizagdo da frutose. O principal papel da frutoquinase € no
metabolismo de carboidratos, mais especificamente, frutose e
sacarose (ISHIMOTO et al., 2012).

e 2.7.1.2: gene da Glucokinase, enzima utii em um conjunto de
diferentes de fungdes. A glucoquinase tem uma menor afinidade para
a glucose do que as outras hexoquinases. Nao existe relato sobre a

sua funcdo em insetos, mas em micro-organismos sua funcéo ja foi
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elucidada (BUEDING e MACKINNON, 1955; BAUMANN, 1969;
PORTER, CHASSY e HOLMLUND, 1982).

« 3.2.1.15: gene da Polygalacturonase, sequéncia codificando a enzima
endopoligalacturonase, cujo substrato é o acido alpha-1,4-
polygalacturonic. Possui a capacidade de degradar este componente
da parede celular vegetal, formando o acido galacturénico, obtendo
oligossacarideos de tamanhos variados como produto (COOK et al.

1999; CELORIO-MANCERA et al., 2009).

Figura 22. Sobreposic¢do das vias metabdlicas de amido e sacarose de A. mellifera e
A. sexdens rubropilosa apos filtro de transparéncia. Circulos vermelhos destacam as
enzimas presentes no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa, ausentes em A.
mellifera. Circulo azul destaca presenca da enzima endopoligalacturonase na via.

-

A presenca da enzima endopigalacturonase em A. sexdens rubropilosa
sugere que esta pode contribuir com o fungo na degradacéo da pectina da parede

celular vegetal. Esta degradacdo faz com que o0 cemento vegetal seja
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despolimerizado, proporcionando acesso aos nutrientes intracelulares vegetais.
Dentre os nutrientes, destaca-se o amido que é fonte de nutrientes tanto para as
formigas quanto para o seu fungo mutualista (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al.,

2003).

4.8.1.3. Metabolismo de Glicina, Serina e Treonina

Tanto a formagdo da serina quanto a sua utlizagdo catabdlica estdo
relacionadas ao metabolismo da via glicolitica (Figura 23 e Figura 24). Desta forma,
a serina € considerada um aminoacido gluconeogénico importante. Outra
possibilidade metabdlica é a sua incorporacdo a glicofosfolipideo e esfingolipidios.
Sua conversdo em glicina se traduz, por outro lado, em uma fonte de grupos
monocarbonados para a sintese de purina e timina (HERNANDEZ e MEDINA,
2010). A glicina € um dos aminoacidos com mais atribuicdes fisiologicas. E também
utilizada na sintese de diversos compostos nitrogenados como a glutationa,
porfirinas e purinas. Além disso, a glicina, quando conjugada ao acido benzdico,
desencadeia uma reacdo de destoxificacdo similar a que ocorre em animais
superiores (SHYMALA, 1964; ASSAR, et al., 2012). A treonina € um aminoacido
essencial. Sua metabolizacdo pode produzir glicina e acetil-CoA, ou
alternativamente, succinil-CoA. Assim, pode ser considerado tanto gluconeogénico,

quanto cetogénico (HERNANDEZ e MEDINA, 2010; CHAPMAN, 2013).



47

Figura 23. Via metabdlica de glicina, serina e treonina em A. mellifera disponivel em
KEGG. Retangulos preenchidos em verde com borda preta indicam a presenca das

enzimas no genoma e também sugerem a integridade da via a que pertencem.

Figura 24. Via metabdlica da glicina, serina e treonina em A. sexdens rubropilosa
obtida em Blast2GO. Retangulos preenchidos com cores representam a diversidade

enziméatica obtida a partir dos transcritos.
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A sobreposicdo das vias (Figura 25) indica a presengca da sequéncia
codificadora da enzima D-amino acid oxidase (1.4.3.3). D-aminoacido oxidase é uma
enzima peroxissomal contendo cofatores expressos numa grande variedade de
espécies de leveduras a humanos, ausente em plantas e bactérias. Atua como
oxidante de D-aminoacidos e ja foi encontrada no genoma de A. cephalotes (SUEN

et al., 2010).

Figura 25. Sobreposicdo das vias metabdlicas de glicina, serina e treonina de A.
mellifera e A. sexdens rubropilosa apds filtro de transparéncia. Circulo vermelho
destaca as enzimas presentes no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa, ausentes
em A. mellifera.
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4.8.1.4. Metabolismo de Arginina e Prolina

Prolina e arginina (Figura 22 e Figura 23) sédo dois aminoacidos essenciais. A
arginina é fundamental na nutricdo de varios insetos (HOUSE, 1965) e estudos
indicam que durante a transi¢cao evoluciondria os insetos perderam a capacidade de
biossintetizar a arginina (TAMIR e RATNER, 1963). A prolina, por sua vez, é
conhecida por ser uma possivel reserva de energia e utilizada como substrato
primordial durante o voo de algumas espécies (CHAPMAN, 2013). Além disso,
segundo Hackman (1953), proteinas cuticulares possuem uma grande quantidade
de prolina.

Figura 26. Via metabdlica de arginina e prolina em A. mellifera disponivel em KEGG.

Retangulos preenchidos em verde com borda preta indicam a presenca das enzimas
no genoma e também sugerem a integridade da via a que pertencem.
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Figura 27. Via metabdlica da arginina e prolina em A. sexdens rubropilosa obtida em
Blast2GO. Retangulos preenchidos com cores representam a diversidade enzimatica
obtida a partir dos transcritos.
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Assim como na via metabdlica de glicina, serina e treonina, a Unica enzima
encontrada em A. sexdens rubropilosa que nédo foi encontrada em A. mellifera é a D-
aminoacido oxidase (Figura 28). D-aminoacidos ja foram quantificados em Bombix
mori (0 bem conhecido bicho-da-seda). No entanto, pouco se sabe sobre a sua
funcdo nos insetos (SRINIVASAN, CORRIGAN e MEISTER, 1962; SILVA e SILVA,

2009). Esta enzima parece estar ausente do metabolismo de A. mellifera.
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Figura 28. Sobreposicdo das vias metabdlicas de arginina e prolina de A. mellifera e
A. sexdens rubropilosa apos filtro de transparéncia. Circulo vermelho destaca as
enzimas presentes no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa, ausentes em A.
mellifera.

4.8.1.5. Metabolismo da Tirosina

O metabolismo da tirosina (Figura 29 e Figura 30) é de importancia vital na
fisiologia esquelética, nervosa, hormonal e comportamental das formigas (KRAMER
e HOPKINS, 1987). Tirosina € o precursor para a formacao de polifendis e quinonas
necessarios para escurecimento e formacao da cuticula das larvas que da origem a
formacao da pupa contribuindo, portanto, na preparacéo da larva para a sintese de
proteinas da cuticula e o escurecimento a ela associado (HACKMAN, 1953;

VAVRICKA et al., 2014). Além disso, a fenilalanina, precursora da tirosina, possui
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papel fundamental na digestdo de proteinas adquiridas na dieta (ASSAR et al.,

2012).

Figura 29. Via metabdlica de tirosina em A. mellifera disponivel em KEGG.
Retangulos preenchidos em verde com borda preta indicam a presenca das enzimas
no genoma e também sugerem a integridade da via a que pertencem.
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Figura 30. Via metabdlica da tirosina em A. sexdens rubropilosa obtida em
Blast2GO. Retangulos preenchidos com cores representam a diversidade enzimatica
obtida a partir dos transcritos.
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Apbs sobreposicdo das vias (Figura 31), duas sequéncias codificadoras
presentes em A. sexdens rubropilosa ndo foram encontradas em A. mellifera:

 1.14.18.1: gene da Tyrosine decarboxylase, enzima muito estudada

em Drosophila melanogaster, desenvolve papéis importantes como

neurotransmissor (VOMEL, 2008), além de ser expressa nas células

principais do Tubulo de Malpighi, sendo fundamental na resposta a

tirosina e este resultado sugere que esta enzima pode ser

fundamental para regular algumas funcbes de excre¢do nos insetos
(BLUMENTHAL, 2009).

« 4.1.1.25: gene da Tyrosinase, enzima com diversas fungbes nos

insetos, incluindo producdo de melanina (NIKITINA et al., 2010) e

sintese de antibioticos a base de aminoacidos (TAFT et al., 2001).
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Figura 31. Sobreposicdo das vias metabdlicas de tirosina de A. mellifera e A.
sexdens rubropilosa ap0s filtro de transparéncia. Circulos vermelhos destacam as
enzimas presentes no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa, ausentes em A.
mellifera.
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Enzimas envolvidas no escurecimento e na formacéo de cuticula sdo comuns
em formigas e fundamentais no seu desenvolvimento. S&o frequentemente descritas

em formigas tal como A. cephalotes (SUEN et al., 2010).
4.8.1.6. Metabolismo de Glutationa

As glutationa tranferases (GSTs) (Figura 32 e Figura 33) constituem uma
ampla familia de enzimas envolvidas na destoxificacdo de grande quantidade de
xenobidticos, assim como inseticidas. As GSTs catalisam determinados compostos
tornando-os mais solUveis e excretaveis que substratos ndo catalisados (SALINAS e

WONG, 1999).
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Em mamiferos, o mecanismo de atuacdo das GSTs estd bem definido. Em
insetos, a maior parte dos estudos disponiveis tem focado na atuagdo das GSTs
como destoxificante de compostos externos, tal como inseticidas. Mais
recentemente, também tém focado a atuagdo das GSTs como mediadoras da
resposta do estresse oxidativo (CLARK et al., 1986; WANG et al., 1991; RANSON et

al., 2001; VONTAS et al., 2001; SAWICKI et al., 2003).

Figura 32. Via metabdlica da glutationa em A. mellifera disponivel em KEGG.
Retangulos preenchidos em verde com borda preta indicam a presenca das enzimas
no genoma e também sugerem a integridade da via a que pertencem.
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Figura 33. Via metabdlica da glutationa em A. sexdens rubropilosa obtida em
Blast2GO. Retangulos preenchidos com cores representam a diversidade enzimatica
obtida a partir dos transcritos.

A sobreposi¢cdo das vias (Figura 34) mostra a presenca de um elemento
presente em A. sexdens rubropilosa, ndo obtido para A. mellifera. A sequéncia
codifica a enzima gamma-glutamylcyclotranferase (2.3.2.4). Em A. mellifera ha uma
enzima correspondente que também atua na sintese de glutationa. Tais enzimas sdo
comuns em insetos e também ja foram descritas em A. cephalotes (SUEN et al.,

2010).
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Figura 34. Sobreposicdo das vias metabdlicas de glutationa de A. mellifera e A.
sexdens rubropilosa apés filtro de transparéncia. Circulo vermelho destaca as
enzimas presentes no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa, ausentes em A.
mellifera.

>

4.8.2. Vias de Biossintese e a interpretacdo do KEGG

Enzimas microbianas pertencentes a diversas vias metabodlicas foram
encontradas entre os transcritos analisados. Vias especificas de planta e nematodo

também foram encontradas.
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Em uma primeira analise, estes dados sugeriam a presenca de micro-
organismos associados as formigas, sendo que alguns poderiam ter um papel
relevante para as formigas.

As vias de biossintese (Figura 35), exclusivas de microrganismos néo
apresentaram resultados comparativos, ja que os mapas correspondentes nao foram
encontradas em A. mellifera. Estes dados pareciam confirmar a interacdo metabdlica

existente entre formigas, fungos e micro-organismos.

Figura 35. Via de biossintese de antibidtico, presente no transcriptoma de A.
sexdens rubropilosa, onde circulo vermelho demonstra expressao da enzima Acetil
CoA em uma via exclusiva de micro-organismos.
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No entanto, ao comparar as sequéncias obtidas no transcriptoma de A.
sexdens rubropilosa, que apareciam em vias especificas de outros organismos, 0s
resultados de Blastx demonstraram que estas sequéncias eram comuns em insetos
(enzima Acetil CoA, por exemplo) indicando que os resultados de KEGG quando
comparado ao Blastx, estdo desatualizados e incompletos, mesmo para genomas
ainda ndo anotados. KEGG fornece vias de organismos especificos, para enzimas

comum em varios organismos.
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O mesmo ocorreu para a via de biossintese de N-glicano (Figura 36) que
apresentou enzimas de metabolismo de varios organismos, que poderiam estar
associados as formigas.

Figura 36. Vias de biossintese de N-glicano em diferentes organismos presentes no

transcriptoma de A. sexdens rubropilosa. Retangulos coloridos indicam sequéncias
codificadoras presentes no transcriptoma.
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Contudo, quando estas enzimas foram analisadas em Blastx, os Best hits
eram sempre formigas e em seguida outros insetos.
Estes resultados demonstram que os dados do KEGG parecem estar

incompletos.

4.9. Transcritos com alta expressao génica em A. sexdens rubropilosa

Para andlise da expressao génica, foram selecionados os 28 (vinte) contigs

com maior quantidade de reads mapeados. Foram excluidos da presente discussao
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agueles contigs sem homoélogos identificaveis pelo Blast (NA), totalizando 20 contigs

descritos (Tabela 7).

Entre os genes selecionados, dezesseis estdo envolvidos nos trés maiores

processos celulares: (1) sintese de ATP acoplado a reacdes redox em mitocéndrias,

(2) estrutura de musculo ou citoesqueleto e (3) processo regulatério da transcri¢cao

através de homeobox ou proteinas de sinalizacdo. Além disso, quatro dos genes

mais expressos correspondem a sequéncias de proteinas hipotéticas (4).

Tabela 3. Contigs mais expressos em A. sexdens rubropilosa.

Contig Reads FPKM Best Hit Function*
64734 1575770 2,17E+10 Citocromo C 1
oxidase
Subunidade |
52740 1292487 2,70E+09 PREDICTED: 4
uncharacterized
protein
LOC1008652483339
29437 1254355 1,16E+10 Cytochrome c 1
oxidase subunit iii
60294 1026701 4,09E+09 Long form-like 2
64733 875060 3,48E+10 Aael017413- partial 4
61879 594265 1,81E+09 Hypothetical 4
protein G5I 02596
64736 554820 5,69E+09 Cytocrome B 1
38336 336896 2,79E+09 Cytochrome 1
oxidase subunit
partial
38337 319311 4,79E+09 Cytochrome c 1
oxidase subunit iii
56937 290078 1,37E+09 Loricrin-like 2
isoform x2
60292 269882 5,90E+09 Serine protease 3
29439 246332 2,38E+09 Muscle-specific 2
protein 20-like
51879 231401 1,47E+09 Cytochrome p450 1
63742 207243 1,36E+09 Actin 2
51864 204841 2,33E+09 Myosin regulatory 2

light chain
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60664 197388 1,84E+09 Hypothetical 4
protein X777 _01625
56241 168549 6,28E+08 Transferrin 2
64505 156020 9,67E+08 Larval serum 3
protein 1 beta
chain-like
52775 148970 7,25E+08 Elongation factor 3
l-alpha

* 1. Sintese de ATP associado a rea¢des redox em mitocondria. 2. Estrutura de musculo ou
citoesqueleto. 3. Processos regulatérios de transcricdo através de homeobox ou proteinas de

sinalizacao. 4. Proteinas hipotéticas.

Nossos resultados de genes altamente expressos corroboram com os resultados

obtidos no genoma mitocondrial de Atta laevigata (RODOVALHO et al., 2011). Este

estudo sugeriu que a alta expressdo de genes de manutencdo pode ter sido

selecionada positivamente através da evolugdo, ja que correspondem a genes

responsaveis por processos vitais principalmente como a conservacao de energia e

estrutura celular, seguida de processos de regulagéo.

5. CONCLUSOES

. A comparacdo de dados genbmica j& disponiveis com dados de

transcriptdbmica mostrou-se valida para o nosso estudo.

. As diferencas encontradas entre A. sexdens rubropilosa e A. mellifera

necessitam de comprovacdo quanto ao significado biolégico.

. Dados disponiveis em Banco de Dados séo limitados e devem ser

intrepetados com cautela.
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Os genes mais expressos neste estudo estdo envolvidos com processos vitais
como metabolismo oxidativo, contracdo e mobilidade ou processo
regulatério.

A presenca da enzima endopoligalacturonase indica que esta estava
expressa no transcriptoma de A. sexdens rubropilosa. Tal achado sugere que
fungo e formiga podem estar atuando de maneira conjunta na degradacéao de
matéria vegetal.

Portanto, esta técnica foi valida para identificar possiveis atuacdes da formiga,

em contribuicdo com o fungo, na degradagcdo da matéria vegetal.
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