N | <

Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Biologicas
Po6s-Graduacao em Biologia Molecular

Identificacao e perfil de expressao de transcritoselacionados
a olfacéo no percevejo-marrontuschistus heros (Hemiptera:

Pentatomidae) praga da soja

Luciana Ramalho de Farias

Orientadora: Prof? Dr?, Sonia Nair Bao

Brasilia, 2011



Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Biologicas
Pds-Graduacgdo em Biologia Molecular

Identificacao e perfil de expressao de transcritoselacionados
a olfacao no percevejo-marrontuschistus heros (Hemiptera:

Pentatomidae) praga da soja

Luciana Ramalho de Farias

Orientadora: Prof? Dr?, Sonia Nair Bao
Co-Orientadores: Dr?. Débora Pires Paula

Prof. Dr. Bergmann Morais

Dissertacdo apresentada ao Departamento de
Biologia Celular do Instituto de Ciénc
Biologicas da Universidade de Brasilia, c¢
requisito a obtencdo do grau de mestre

Biologia Molecular.

Brasilia, 2011



"Nossa maior fraqueza é desistir. O caminho
mais certo para 0 sucesso é sempre tentar mais
uma vez".

Thomas Edson



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar o meu caminho, fazendo dessaafa uma experiéncia

inesquecivel.

Aos meus pais, Valéria e Fernando e ao meu irnedioalRdo, por tornar tudo
isso possivel, pelo amor, carinho, dedicacéo, peigécuidado e apoio incondicional a
mim dedicado. Vocés sdo parte disso tudo e repssea maior motivacao para a

realizacdo de todas as minhas conquistas. Amo hvocés

A minha orientadora PrdfDr® Sénia Nair Bao, pela confianca, sugestdes,
oportunidades e atencdo dedicadas durante todsenwddvimento do meu trabalho.

Sua conduta profissional € admiravel e inspiradora.

A minha co-orientadoraBrDébora Pires Paula, por todos os ensinamentos e
atencdo a mim dedicados durante esses anos de@ocial. Por todas as oportunidades
oferecidas, pelo carinho, amizade, sinceridade sgrapre acreditar que eu posso mais.
Vocé é um grande ser humano, com o qual eu terprovibégio de aprender sempre

mais sobre ciéncia e sobre a vida.

Ao Dr. Jing-Jiang Zhou, pelo acolhimento, ensinamgn atencdo e
oportunidade concedida para realizacdo de parte tebalho em seu laboratério, no

instituto de pesquisa agropecuaria Rothamsted Résddarpenden, Inglaterra.

A Xiao Li He e Renhu Liu, por dividirem suas exgagias comigo, ampliando

0 meu conhecimento na area molecular.

Aos pesquisadores Dr. Miguel Borges, Dra. Mariaod@a Blassioli de Moraes
e Dr. Raul A. Laumann e a todo o grupo de Ecol@yidmica da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), pela manateda coldonia d&uschistus heros
e disponibilizacdo dos insetos para o desenvolMiondn estudo, por suas sugestoes,

contribuicdes e esclarecimentos sempre que solasta

Ao Prof. Dr. Bergmann Morais, pela colaboracdo pragetos que viabilizaram

a realizacao deste mestrado.



Ao Dr. Georgios Pappas, pela colaboracdo nas amatie bioinformatica e
sugestdes sempre enriquecedoras para o desenvalgideste trabalho.

Ao Prof. Dr. Octavio Franco, por me oferecer a pima oportunidade de
conhecer o mundo fascinante da pesquisa cientffibagada pelo carinho e amizade
construida durante os cinco anos de convivénciacéVoontribuiu de maneira
significativa para 0 meu amadurecimento pessoaloéspional e €, de certa forma,

responsavel por mais essa conquista.

Aos amigos Clarissa Pedrosa, Lucia Pedrosa, Car@ames, Paula Jaccoud,
Daniel Carvalho, Karine Vilas Boas, Ana Paula Du@&ela Rocha e Diogo Silva,
pelas oracbes, torcida, carinho, conversas, congg@mho e momentos de
descontracdo tdo necessarios e bem-vindos no dedesta e de tantas outras jornadas.

Quero vocés na minha vida para sempre.

Aos amigos Valentina Maestri, Kashia Dybal, CamBzs/on e Eliza Loza, por
me fazerem sentir em casa, mesmo estando a mildaregildmetros de distancia.

Ainda bem que a internet existe, assim, tenho veeggpre por perto.
A Denise Andrade, por todos esses anos de caridedieacio a nossa familia.

Aos amigos Renata Velozo e Ramon Fernandez, pcaampanharem nessa
jornada e tornar o dia-a-dia no laboratorio maisclo. Renata, obrigada por toda ajuda,

principalmente as das infindaveis horas de extrde&@artes dos insetos no fluxo.

Aos amigos Erica Martins, Paulo Queiroz, Leonarapifo, Djair Janior e
Roberta Antonino (minha querida), pela troca deeegpcias, apoio e incentivo durante

todo esse periodo de convivéncia.

Ao Dr. Mauricio Machaim, pela disponibilizacdo dqugamento de PCR
quantitativo (QPCR) em Tempo Real e ajuda na dmiii@ experimental; e a Rosana

Nishimura, por me ensinar sobre 0 equipamento @Erama de execucao.

A Dra Diva Dusi, por me acompanhar durante a regdia da hibridizacam
situ, pelas sugestbes de melhoramento e anélise ddsades obtidos, bem como pela

torcida para que tudo desse certo e vibracao camsoiados.



A Universidade de Brasilia (UnB) e & Embrapa Cgerampela oportunidade de
realizacdo deste Mestrado.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal dé Sliperior (Capes) pela
concessao da bolsa de estudo e a FAP-DF pela céiocds passagens e diarias para

intercambio em Rothamsted Research.



Sumario

1= o [N T [ U = LT '

IS 2= W0 (o3 = 1 o 11 = LSRR UP RPN

Siglas € ADIEVIATUIAS .........ooeiiiiiiiiiiiee e ee e e e e e eeeeeeenanaes i

(= 1] U R

F A o oY1 - (o1 ST TR i

N 1 1 To (1 o= T PP PPPPPPPRUPPPPPPPPP
2. REVISA0 A BIAIUIA . .u e ee e e eaans

2.1 PErCEVEJO-IMAITOM ....coeiiiiiiieiiiiiieiii e immmmmme e e e e e e et e e eeeeeebbabe e e e e e e e eeaaaaaans

2.2 Proteinas relacionadas & olfagao ...........ccccceeiiiiiiiiiiiiiie e

G T @ 013 1Yo SRS
3.1 0DJELIVO GeIaAl ...
3.20Dbjetivos €SPECITICOS ...oivviiiiiieee e

4. Material € MELOUOS ......eevuueiiiiiiiiiie sttt a e e e e e e e
4.1 Colonia do percevejo-marrom da SOJa ........eeeemmmeeeeeeerrrmiinniiiinaaaaeeeeeeeaens
4.20btenca0 dOBNEIOBPS ......coooiiiii e
4.3 Analise da expressao dBREIOBPS .............oovvviiiiiiiiii e,
4.4 ANAlISE ESALISHICA ..vvvviieiiieiiiie e
4.5Localizacao in situ doshefOBPs nas antenas do percevejo-marrom

5. Resultados € DISCUSSEO ......oeeeeeiiiiiiit ettt e e e e e e eeeee e eeeees

5.1ldentificacdo dagEheilOBPS N0 percevejo-marrom ...........ccoeeeeeeeeeennnns

5.2 Expressao doBheiOBPS ... e e, vrrryrraryees 29



5.3Histolocalizacdo dos mRNAs EhelOBPs nas antenas deE.

] (0 LT G 11
(000 ] (ol [ 10 11T PR 40
. PEISPECHIVAS ...uuuiiiii i et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeesesbennnneernnnnes 40

. Referéncias BibliografiCas ..........ccccooiieemmeeuiiiiiii e 41






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Percevejo-marrontuschistus herosA presenca dos espinhos protonais e a
coloracdo marrom-escura representam caracteristiaesantes do inseto adulto. Foto:

Cecilia Vieira.

Figura 2. Representacdao ilustrativa do sensila. Cada sey@slsui entre 2 e 3 neurdnios
cujos dendritos projetam-se através do lumen phedmcpela linfa sensilar. Fonte:

Blomquist e Vogt, 2003.

Figura 3. Principais etapas da construgcdo da biblioteca ddAchtilizando o kit
SMART cDNA Library Constructi¢@lontech®). Reproduzido do manual do kit.

Figura 4. Mapa de restricdo do vetor pDNR-LIB (Clontech®pnte: Manual do

UsuérioSMART cDNA Library Construction

Figura 5. Mapa de restricdo do vetor pSPT19 (Roche®). Adaptdo manual do
usuario do DIG RNA Labeling (SP6/T7).

Figura 6. Preparacdo para a construcdo da biblioteca de cibiNantenas de machos e
fémeas deE. heros A. Checagem da qualidade do cDNA obti@ Purificacdo do
cDNA em CHROMA SPIN 400 (Clontech®). As fracdes #&am agrupadas e
concentradas previamente a clonag®m.marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Fermentas). Ambos foram fracionados pdragtgese em agarose 1%, corados

por brometo de etidio (0fkg/mL) e visualizados a 302 nm.

Figura 7. Obtencé&o da biblioteca de cDNA de antenas de nsaeli@meas dE. heros
A. Placa ilustrando colbnias de coli transformadas com o vetor pDNR-LIB contendo
0S cDNAs clonadosB.Verificacdo da presenca dos insertos no vetor pDNBRnoS

clones obtidos da biblioteca de cDNA. Eletroforesa agarose 1%, corados por



brometo de etidio (0,3g/mL) e visualizados a 302 nkh. marcador molecular
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

Figura 8. Esquema de analise da biblioteca de cDNA realizzata a identificar

transcritos relacionados a olfacdo nas antenagme\ejo-marrom.

Figura 9. Sequéncias nucleotidicas e deducéo das sequéecarinoacidos, parcial e
completa, daghetOBP1 eEhetOBP2, respectivamente. O sinal ‘-’ representa @nod

de terminacao da sequéncia.

Figura 10: Identificacdo das OBPs dE. heros apds alinhamento multiplo pelo
BLAST/NCBI. A. EhelOBP1;B. EheitOBP2.

Figura 11. Alinhamento dasheilOBPs com OBPs mais similares identificadas pelo
BLASTp, utilizando-se o programa ClustalW e edigém BOXSHADE.. Os seis
residuos de cisteina sédo indicados pelos numesds residuos de aminoacidos
idénticos estdo realcados em preto; enquanto dducesssimilares estéo realcados em
cinza. LAP: Lygus lineolaris (AF091118.1); AfabOBP: Aphis fabae(FM242556.1);
MperOBP: Myzus persicae (FJ215309.1); ApiOBP: Acyrthosiphon pisum
(NM001160061.1; FM242534.1)NribOBP: Nasonovia ribis-nigri (FN293391.1);
CledOBP: Cimex lectularius (EZ419715.1); RproOBP: Rhodnius prolixus
(FN293394.1); NlugOBP: Nilaparvata lugens(FJ215306.1); TcaOBP: Tribolium
castaneum (CM000279.1; CMO000280.2));RpalOBP: Rhynchophorus palmarum
(AY394703.1); PjapOBP: Popillia japdnica (AF031491.1); Aosa€OBP: Anomala
osakana (AF031492.1); BmortOBP: Bombyx mori (NM001044035.1); GmolOBP:
Glossina morsitans morsitans(FN432782.1); ScalOBP: Stomoxys calcitrans
(FJ233075.1)LmigOBP: Locusta migratérigFJ215322.1).

Figura 12. Curva-padrdo obtida para os iniciadores utilizat@sanalise da expressao

dosEherOBPs.

Figura 13. Curvas de dissociacdo para o gene de referénciAXBSI A-E: curvas de

dissociacao obtidas para fémegh): antenas(B) cabeca(C): patas;(D): asas €E):



abdémenF-J: curvas de dissociacao obtidas para mactts;antenas{G): cabeca;
(H): patasyl): asas{J): abdémen.

Figura 14. Curvas de dissociacdo observadas para os expéosneanduzidos com 0s
EheilOBPs em diferentes partes do corpo da féea: EhelOBP1; A): antenas(B):
patas C): abdomenD-G: EhelOBP2; (D): antenas(E) cabeca;(F): patas gG):

abdémen.

Figura 15. Curvas de dissociacdo observadas para os expéosneenduzidos com 0S
EhetOBPs em diferentes partes do corpo do maghe.C: EhelOBP1; @A): antenas;
(B): patasC-E: EhelOBP2;(C): antenas(D) asas(E): abdémen.

Figura 16. Representacdo esquemdtica da expressao signdicdtig transcritos
EhetOBPs nos diferentes tecidos do percevejo-marroniisadas. Tecidos onde a

expressao foi muito proxima de zero nao foram ot

Figura 17. Microscopia eletrbnica de varredura da antena mhedédeE. heros (A) Os
cinco segmentos da antena: Sc: escapo; P1: pedic#@: pedicelo 2; F1: flagelo 1;
F2: flagelo 2.(B) Tipos de sensilas presentes rianan SB: sensilas basiconica; ST:
sensilas tricodea. Adaptado de Sital, 2010.

Figura 18. Hibridizac&oin situ com sonda anti-senso (SH8)elOBP1 nas antenas de
machos e fémeas & heros A: Antena de machd@l, B2 e B2:Antena de fémea. As
setas em vermelho apontam os sitios de hibridiz&gadlagelo 1;P1: pedicelo 1;Sc:

escapo.

Figura 19. Perfil de expressao do transcriibetOBP2 nas antenas de machos e fémeas
deE. heros Al e A2: Hibridizacdoin situ whole-mountom sonda anti-senso (SP6) na
antena de mach®1 e B2:Hibridizacdo das antenas de fémeas com sondaesos
(SP6). As setas em vermelho apontam os sinaidiabgao F1: flagelo 1;F2: flagelo

2; Sc:escapo.



Figura 20. Controle negativo da hibridiz¢éo situ utilizando sondanti-senso para o
rRNA da espécie vegetadirabdopsis thalianaF2: flagelo 2; P1: pedicelo 1;Sc:

escapo.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Iniciadores utilizados para as analises de coafifin das sequéncias de

DNA dasEhelOBP se para os estudos de expressao géniéa baros

Tabela 2. Proporcdo, determinada pelo método comparatiVd“2 do nivel de
expressao doEhelOBPs em diferentes partes do corpo do macho couhpa@m o

nivel de expressado nas antenas.

Tabela 3. Nvel de expressdo ddshelOBPs em diferentes partes do corpo da fémea
comparado com o nivel de expressdo nas antenabsé\néamparativa realizada pelo

método 2*°T.

Tabela 4.Analise comparativa do nivel de expressaoklomOBP1 e 2 nas antenas de

fémeas em relacdo as antenas de machos



SIGLAS E ABREVIATURAS

AP Alkline Phosphatase
°C Grau Celsius

cDNA DNA complementar
cm Centimetro

cn?’ Centimetro quadrado
CSP Chemosensory Protein
DIG Digoxigenina

DNA Acido desoxirribonucléico
DNAse Desoxirribonuclease
GOBP General Odorant Binding Protein
h Hora

kb Quilobase

kDa Quilodalton

kV Quilovolt

LB Luria-Bertani

M Molar

T= Micro Faraday

ug Micrograma

min Minuto

uL Microlitro

UM Micromolar

Vi



mL Mililitro

mm Milimetro

MRNA Acido Ribonucleico Mensageiro

NBT-BCIP Azul de nitro-tetrazdlio e fosfato 5-bromo-4-
cloro-3-indolil

ng Nanograma

OBP Odorant Binding Protein

oD Densidade Optica

pb Par de base

PBP Pheromone Binding Protein

PBS Tampao Fosfato Salino

PCR Reacao em cadeia da polimerase

pl Ponto isoelétrico

% Por cento

gPCR Reacdo em cadeia da polimerase método
guantitativo

rpm Rotacdo por minuto

rRNA Acido ribonucléico ribossomal

RT-PCR Reacao em cadeia da polimerase por

transcrigao reversa

S Segundo

SScDNA DNA complementar de fita simples
3D Tridimensional

UR Umidade relativa

vii



Resumo

O percevejo-marrom Euschistus herosé€ uma praga que reduz
consideravelmente a produtividade nacional de rasdtagricolas de grande importancia
econbmica, dentre elas a soja. Visando subsididesenvolvimento de ferramentas
biotecnoldgicas alternativas para auxilio no cdataessa praga, o presente trabalho
realizou o estudo da expressdo de genes relacioriaddfacdo e andlise do perfil e
sitios de expressédo utilizando as técnicas de g®f@Rempo Real e hibridizacéio
situ, respectivamente. A prospeccao foi realizada é@srada construcdo de uma
biblioteca de cDNA a partir do RNA total extraidasdantenas utilizando o Kamart
cDNA Library Constructior{Clontech®). Mil clones foram sequenciados e, &sae
bioinformética, foram identificadas duas sequéndies 477 e 294 pares bases
pertencentes a genes da familia das proteinagdigyae odoranteO@orant Binding
Protein - OBP) que foram denominadé&hetOBP1 eEhetOBP2, respectivamente. O
EheilOBP1 possui sequéncia deduzida de aminoacidos dé&d6e pl 5,18, peptidio
sinal na extremidade N-terminal, dominio de ligag&eromdnio Pheromone Binding
Protein — PBP) e seis residuos de cisteina em posi¢coesem@uas, todas
caracteristicas esperadas para proteinas integrdateamilia OBP. Embora parcial, a
sequéncia deduzida de aminoacidosHEieiIOBP2 ja pode também ser atribuida a
func@o hipotética de proteina ligante a odor degigwesenca do dominio PBP e cinco
residuos de cisteina em posi¢cdes conservadas.li8eada expressao diferencial atraves
de RT-PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)dodique as antenas representam
o principal sitio de producéo dhetOBP1 em ambos 0s sexos, sendo a expressao nas
antenas de macho cerca de trés vezes maior quanteass de fémeas. Em relacéo a
EhetOBP2, foi observada uma predominancia da exprasasi@antenas e abdémen de
machos, sendo esta cerca de cinco vezes maiorlagigea expressao observada nas
antenas de fémeas. A partir dos resultados obtiolosa localizacdo da hibridizacéo
situ nas antenas foi possivel inferir que os mMRNAs BasIOBPs sdo localizados
especificamente na base dos o6rgaos olfativos (as))sihavendo diferencas na
expressado ao longo da antena entre machos e féxesds.trabalho foram identificados
dois transcritos génicos relacionados a olfacdo cpaificam duas proteinas com
provavel funcéo de ligacdo a odorantes.

Palavras-chave:Euschistus heros; Percevejoarrom, Proteinas ligantes a odorantes

Olfacéo.
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Abstract

In Brazil, the stink bugzuschistus herosepresents an important agricultural
plague responsible for economic damages on sewer@dres, including the soy.
Aiming the development of alternatives biotechnaial tools, the present work
conducted the study of the expression of genederkléo olfaction through the
construction of a cDNA library from transcripts (NR) isolated from the antennae
and analysis of the profile and sites of expressisimg the techniques of real-time
gPCR andin situ hybridization, respectively. cDNA library was sessfully
constructed from total RNA extract from adultseamma using th&mart cDNA Library
Construction Kit(Clontech®). A total of 1000 cDNA clones were randy selected
and submitted to sequencing. Two transcripts emcpdBPs were identified by
bioinformatics approaches. Tiie herosOBPs nucleotide sequences showed 477 and
294 pb and were named BetOBP1 andEhelOBP2, respectively. The deduced amino
acid sequence dEheiOBP1 hasl6kDa and pl 5.18, signal peptide at theridinal,
PBP domain and six cysteine residues in conseresdigns, all the expected features
for members of OBP protein family. Although partidle deduced amino acid sequence
of EhelOBP2 can be assigned as a hypothetical Odorantirig§jnBrotein due the
presence of PBP domain and five cysteine residuesnserved positions. Analysis of
differential expression by quantitative real tim€RP indicated that antenna are the
main production site dEhetOBP1 in both sexes, and the expression in maleaateis
about three times higher than in female antennagaiRling tcEhelOBP2, there was a
predominance of expression in the antennae andnadrdof males, which is about six
times greater than the expression observed in titenaae of femalesin situ
hybridization results showed thBhelOBPs mMRNAs are specifically expressed on the
base of the antenna olfactory organs (sensila$) difterences in the localization of the
expression along the antenna of male and femal¢hisnwork were identified two
transcripts related to olfaction encoding protewith hypothetical function odorant

binding.

Key-words: Euschistus hergsStink bugOdorant Binding Proteinglfaction.



1. Introducéo

A regido Centro-Oeste tem se destacado no ambiagidmegocio nacional com
o0 aumento da produtividade da cultura da sGjgdine mag..) Merrill, Leguminosae]
sendo responsavel por 60% da producéao nacionaEHJRG08), com significativo valor
sécio-econdmico para a regiao.

O percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius, 1794) [Hemiptera:
Pentatomidae] € uma das principais pragas da fsedutiva da soja, devido a
frequéncia, abrangéncia e severidade de danos qaoe®s nas principais regioes
produtoras do pais. O ataque a soja inicia-se tir plr formacdo das vagens até a
maturacdo dos graos, periodo em que o0 percevejoeraama populacao
exponencialmente, decorrente da intensa migracéeepiente de lavouras recém-
colhidas em busca de melhores condi¢des de alatigientacdo e reproducéo (Gazzoni
et al, 1998). As sementes sédo danificadas atravéstamugdo do aparelho bucal nas
vagens da leguminosa, tornando-as murchas e emsjgai@tando, consequentemente,
a producéo e a qualidade dos gréos (Galileo e ides11978a).

O uso de inseticidas ndo-seletivos tem sido comtengtilizado como medida
de controle ade. heros porém, a utilizacdo desses produtos, além deapsrcustos
da producédo e representar risco ambiental e a dauitkana, tem proporcionado o
surgimento de populacgdes resistentes a inseti¢itasa - Gomeet al, 2009. Diante
deste cenario, novas estratégias tém sido abordada@tuito subsidiar novas
alternativas no controle de pragas no campo.

Nos ultimos anos, estudo de proteinas sollUveis ajuam na comunicacao
qguimica dos insetos tem sido abordado com o intd@odesenvolver estratégias
biotecnolégicas que possam ser utilizadas no dentde insetos de interesse

fitossanitario. Os insetos sdo capazes de percebarbiente ao seu redor através dos



semioquimicos presentes no ar. Os semioquimicos nediéculas essencialmente
hidrofobicas e, uma vez que entram nos 0rgaos saiss(sensilas), sdo transportados
através da linfa que circunda os dendritos olfatigcacas as proteinas hidrossollveis
ligantes a odor@dorant Binding Proteinsu OBP).

Atualmente, foram identificadas 909 proteinas ligara odor em insetos, sendo
628 em insetos pertencentes a ordem Diptera, 9tl@moLepidoptera, 79 a ordem
Hemiptera, 78 a ordem Hymenoptera e 27 a ordemoPt@ea. Na ordem Hemiptera, a
maioria (61) das OBPs foi identificada em inseterkgncentes a familia Aphididae, nao
havendo relatos, até 0 momento, de identificacd0RBIes na familia Pentatomidae.

Tendo em vista a importancia das proteinas reladas a olfacéo, tal como
OBP, para a sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivpedicevejo-marrom, 0 presente
trabalho teve como obijetivo a identificacdo dedcaibos génicos relacionados a olfacéo
e a analise da expressao diferencial desses titassem machos e fémeas Beheros
visando ampliar o conhecimento sobre os mecanisil@®municacdo nessa especie, 0
que podera possibilitar o desenvolvimento de feerstas alternativas a serem utilizadas

no controle da praga.

2. Revisao da Literatura

2.1 Percevejo-Marrom

O E. heros(Figura 1) € um pentatomideo neotropical encontreddmérica do
Sul e no Panama (Panizet al, 2000). No Brasil, sua ocorréncia é abundante,
representando a principal praga da fase reprodalivaoja neste pais. Sendo uma

espécie bem adaptada a regides de clima amencégueeat distribuicdo geografica se



abrange desde o norte do Parand a regido Centte;Ogsdendo também ser

encontrado, embora em menor nimero, no Rio Gram@ub(Panizzet al., 2000).

Figura 1. Percevejo-marroruschistus herosA presenca dos espinhos protonais e a coloracao
marrom-escura representam caracteristicas maraamiaseto adulto. Foto: Cecilia Vieira.

Embora tenha na soja sua principal fonte de alimemtE. herosé também
capaz de se alimentar de plantas das familias iBaasse (Link e Grazia, 1987) e
Solanacea (Ferreira e Panizzi, 1982). Sdo claadds como polifagos e, sendo assim,
colonizam hospedeiros alternativos em estacOes\awsiveis, época em que também
entram em dorméncia e utilizam os lipideos acunmdado abdémen para retirar
energia para sua sobrevivéncia (Panizzi e Hird3@5;1Panizzi e Vivan, 1997).

Estudos sobre a biologia & herosrevelaram que o desempenho reprodutivo
da fémea € dependente, entre outros fatores, deoswdiacdo nutricional. Em geral, as
fémeas depositam de 6 a 11 ovos em cada oviposicaoca de 61 a 99 ovos durante
toda a sua vida reprodutiva (Pinto e Panizzi, 1984)caracteristicas-diagnostico desta
espécie variam de acordo com o0 seu estagio deasg@mento que incluem 5 instares
de ninfa antes de atingir a fase adulta. Cadarigst@terminado pelo tamanho da ninfa,
sendo os adultos facilmente identificados pelaregfio marrom-escura e a presenca de
uma protuberancia em forma de espinho em cadallatercorpo (Panizzi e Niva, 1994;

Mouréo, 1999).



Em E. herosa producédo do feroménio sexual é observada a plartgexto dia
da fase adulta, sendo o macho responsavel popes$acao (Borges e Aldrich, 1994).
De acordo com Costat al (1998), as fémeas ovipositam entre 5 e 13 dias ap
primeira copula. Na natureza, as fémeas realizaostura na vagem ou na superficie
abaxial das folhas e experimentos em laboratovielaeam que a emergéncia das ninfas
ocorre em média sete dias ap0s a postura, sendssd@eios 38 dias para que o inseto
complete o ciclo de desenvolvimento da fase imaguaécance a fase adulta (Costa
al., 1998).

S&o muitos os danos relacionados a herbivori&.deerosa soja, sendo estes
diretamente relacionados com a fase de desenvaitontla vagem/semente, incluindo:
(1) abscisdo da vagem ou aborto das sementes quaatimue € realizado durante o
inicio do desenvolvimento das mesmas; (2) ocoreéteisementes deformadas, quando
o ataque € na vagem completamente desenvolvidapg@)enas deformacbes na
semente quando o ataque € durante a maturacao (Besiaziet al, 2000). Nesse
processo, 0s percevejos podem ainda facilitarex@dfo fangica que causam disturbios
fisiologicos, como retencédo foliar, e o desenvobksto de folhas e vagens anormais
proximas ao caule principal (Galileo e Heinrich3al§).

Uma vez que a soja representa uma importanterautin do agronegocio do
pais, buscar alternativas naturais e biotecnolégigee previnam e/ou minimizem o0s
danos provocados pelg. heros se fazem necessarias no contexto econémico e

ambiental.

2.2 Proteinas relacionadas a olfacao

O estudo das proteinas ligantes a odor surgiu @stratégia biotecnoldgica a
ser utilizada no controle de insetos pragas. G2o8ssdo capazes de ‘sentir’ o ambiente
ao redor através do seu sistema quimiossensorpartia deste, detectar substancias
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volateis que os permitem obter informacgfes solralikacdo e qualidade do alimento,
presenca de parceiros sexuais e locais para oggmsiEste sistema olfatério é
representado por neurdnios quimiossensores lodakzam pélos sensoriais especificos
denominados sensilas que, por sua vez, sdo endost@m Orgados e/ou tecidos
olfatérios podendo estar distribuidos no corpo udeeto, sendo as antenas o mais
especializado e conhecido (Dahanuiaal.,, 2005).

As moléculas odorantes no ambiente tém acessoeaménios quimiosensores
do inseto através de poros presentes na paredellautda sensilas, sendo o sensila a
unidade funcional da sensilas. Cada sensila é gh@Enpor uma linfa aquosa através
da qual as moléculas odorantes séo transportaéa®satdendritos dos neurbnios
quimiosensores (Fig. 2) (Ernst, 1969). Em 1981 M@dRiddiford identificaram pela
primeira vez uma proteina hidrossoluvel liganterarmoénio (PBP) na mariposa gigante
Antheraea polyphemuglLepidoptera: Saturniidae). A caracterizacdo daBPO é
baseada em sua sequéncia de aminoacidos, na msttutlimensional e em sua
atividade bioldgica, tendo sido identificada enedéhtes ordens de insetos, incluindo:

Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera e igtra.



Hemolinfa

Figura 2. Representacéo ilustrativa do sensila. Cada seuadisui entre 2 e 3 neurbnios cujos
dendritos projetam-se através do lUmen preenchetiolimfa sensilar. Fonte: Blomquist e Vogt,

2003.

OBPs sao proteinas solliveis em meio aquoso endastr em altas
concentracdes (até 10 mM) na linfa sensilar. Egsateinas apresentam pl acido (4 - 5)
e sua estrutura secundaria é caracterizada pornamade seisi-hélices (Sandleet
al., 2000). Evidéncias sugerem que as OBPs podem fodinaeros em sua forma
nativa (Lealet al, 2000). Os mRNAs relacionados as OBPs apreseuntamfaixa de
tamanho variada de 400 até pouco mais de 1000 bammsmeédia de 500 bases. Esses
MRNAs possuem, na extremidade 5, uma sequénciacqddica peptideo sinal,
indicando que esta proteina € secretada paradacéldia.

Em insetos, as OBPs estéo relacionadas a olfaigémdm como carreadores que
facilitam o transporte de moléculas odorantes. Paataristica principal das OBPs,
como ja mencionado anteriormente, € a presencaeiderasiduos de cisteina em

posicdes conservadas que, na estrutura nativaaform@és pontes dissulfeto.



Com base em sua sequéncia, conformacao nativeciesipdade de ligacdo a
molécula odorante e sitio de expressdo, as OBPsnpagbr divididas em duas
subfamilias: proteinas ligantes de feromdénio (PBPheromone Binding Proteine
proteinas ligantes de odores gerais (GOBBeneral Odorant Binding Protein As
PBPs sado variaveis entre as espécies e, emboramdopteras sejam encontradas
predominantemente em fémeas, ha relatos de suanpeeem ambos os sexos de
algumas espécies de besouros, tais cdtopillia japonica Anomala osakanae
Phyllopertha diversa(Wojtasek e Leal, 1999). As GOBP1l e GOBP2 sao mais
conservadas que as PBPs e estdo presentes em amlsexos, associadas com
neurdnios olfatdrios que respondem a odorantessg@fagtet al, 1991).

Estudos mais aprofundados sobre a conformacamémngional em OBPs foram
realizados com 8moPBP1 do bicho da sedBdmbyx mo)i através de cristalografia
de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMI8).aAdlises da cristalografia de
raios-X revelaram que quatro dominimshélice formam a regido de interacdo com o
feroménio denominada ‘sitio’ de ligacdo; outrdnélice parece ocupar a entrada do sitio
de ligacdo quando a proteina encontra-se em pté &8mhdleret al, 2000). Acredita-
se que a interacdo ferombnio/PBP dependa de machiés na conformacdo da
proteina. EmB. mori a ligacdo do feroménio ao sitio especifico da RBErre por
meio de interacbes hidrofilicas e eletrostaticag garecem ser fundamentais na
garantia da especificidade da ligacéo (Saretlat.,2000; Klusaket al, 2003).

Os estudos realizados por meio de RMNBaaoiPBP1 demonstraram que esta
proteina pode apresentar duas conformacdes dsstilependendo do pH em que se
encontraBmoPBP*, quando em pH abaixo de 4.BmoPBP quando em pH acima
de 6 (Dambergest al, 2000). Estudos posteriores sugerem que o mecards ligacao

e liberacédo do feromonio pode ser dirigido porreigas de pH na linfa sensilar sendo,



neste contexto, a conformac®moPBP® favoravel & ligacdo do feroménio e a
conformacddBmorPBP" favoravel & sua liberacdo nos receptores de dttms(et al,
2001; Leal, 2003). Em pH é&cido, uma sétmhélice presente na regido C-terminal da
BmoiPBP1 ocupa o sitio de ligagdo e a mudanca conféomelcprovocada pela
mudanca de pH permite a liberacdo da molécula atlaruando em pH basico, esta
a-hélice encontra-se na superficie da proteina, ifada o livre acesso da molécula
odorante ao bolso de ligacdo (Hagsal, 2001).

Embora OBPs apresentem diferencas em relacdo asesy#ncia, surgem
indicios de que o padrdo geral de sua estrutusaceeiservado, como demonstrado em
estudos com OBPs dépis mellifera (Hymenoptera) ePeriplaneta americana
(Blattaria), que apresentaram similaridade em &elag presenca dashélices bem
como a forma dimérica quando em cristal (Lartigual, 2003a,b). Atualmente, ainda
que muitas OBPs tenham sido identificadas, muiasn@necem sem caracterizacao
estrutural, funcional e/ou genética.

Além das OBPs, podem ser encontradas em insetos odaisse de proteina
relacionada a olfacdo: as proteinas quimiossen$G@iBs). Embora apresentem massa
molecular similar a das OBPs (12-20 kDa), estrusgeundaria predominante de
hélices e possam ser encontradas em alguns tecidbes também ha expressao de
OBPs, as CSPs foram classificadas a parte uma wezsups caracteristicas diferem
daquelas que definem uma OBP, tais como: espeltiel de ligacdo a molécula
odorante e a presenca de seis residuos de cistainagides conservadas da estrutura

primaria. Por esse motivo, ndo foram visadas nsemite estudo.



3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Identificar transcritos relacionados a olfacdo aakenas do percevejo-marrom

e estudar o perfil de expresséo e sitios de l@glz dos transcritos identificados.

3.2 Objetivos especificos

1. Construir uma biblioteca enriquecida de cDNA aipald RNA total extraido
das antenas de machos e fémeds.deros

2. Sequenciamento automatico de cDNA e analise daséeei@s nucleotidicas
empregando ferramentas de Bioinformatidata miningde OBPs e analism
silico das hipotéticas OBPs identificadas.

3. Analisar a expressao génica diferencial de OBPan@&nas, cabeca, patas, asas
e abddmen de machos e fémeag deeros

4. Analisar o perfil de localizacdo de OBPs nos difege segmentos das antenas.

4. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratéreo8idquimica e Biologia
Molecular da Embrapa Cenargen e no de Microscope&rdaica e Virologia,
Departamento de Biologia Celular do IB-UnB. Alguna®idades foram conduzidas
no Laboratory of Insect Molecular Biologyno Instituto Rothamsted Research,

Harpenden, Inglaterra.



4.1.Colbnia do percevejo-marrom da soja

Os percevejos-marrom foram obtidos da colénia @e;@o ja estabelecida na
plataforma de criacdo de insetos do Nucleo TematieoControle Bioldgico da
Embrapa Cenargen, conforme descrito a seguir. @g\os foram criados em gaiolas
plasticas (26 x 22 cm) contendo potes plasticos etgnddo embebido em agua e
alimentados com sementes de amendoiMrachis hypogaea soja Glycine max),
girassol Helianthus annus e vagens de feijaoPhaseolus vulgar)s mantidos a
temperatura de 26 £ 2°C, umidade relativa (UR) ddea60 + 10% e fotofase de 14 h.
O fornecimento de alimento foi renovado duas vegmessemana. Apds a sexagem dos
adultos, os percevejos machos e fémeas foram akjadparadamente em gaiolas
plasticas, com densidade de 60 percevejos por agamhntidos sob as mesmas
condicOes abidticas citadas acima. Apos 12 dianateracao sexual, os adultos, ainda
virgens, foram utilizados para extracdo das anteRassalta-se que todos os estudos

foram realizados com os percevejos nessa condicao.

4.2 Obtencéo dagherOBPs

A técnica de melhor custo-beneficio escolhida pparaspectar OBPs no
percevejo-marrom foi a de construir e analisar lnmdioteca de cDNAs a partir dos
transcritos das antenas de percevejos de amboexas snaduros sexualmente e
virgens. O processo pode ser dividido em quatrpastgorincipais, sendo elas: a.
Extracdo do RNA total das antenas de machos e fawhdtos virgens; b. Construcao
da biblioteca de cDNA; c. Andlise dos clones gesadad. Validacdo das sequéncias
nucleotidicas daBhelOBPs identificadas. Cada etapa serd apresentaalaatmente,

conforme descricao a seguir.
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a. Extracdo do RNA total:

O RNA total foi extraido das antenas de machos me&8 adultos (25
insetos/sexo) virgens dg&. heros utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen®),
baseando-se na metodologia descrita por ChomczegnSkicchi (1987). A integridade
do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarl% em tampéo TAE (40 mM de
Tris-Base; 25 mM de acido acético; 1 mM de EDTA)ricda a 94 V e corante brometo
de etidio (0,5ug/mL). Ap6s a quantificacdo por espectrofotome&ri®260 nm em
NanoDrop 100GpectrophotometgiThermo Scientific®), o RNA total foi utilizado na

construcdo da biblioteca de cDNA.

b.Construcéo da biblioteca de cDNA:

Um micrograma do RNA total foi utilizado na construcda biblioteca de
cDNA utilizando o kitSmart cDNA Library Constructio(Clontech®), de acordo com
o protocolo do fabricante. De maneira resumidanal® RNA total, sdo empregados
trés componentes na sintese da primeira-fita deAc@Nbligonucleotideo CDSIII/3’, o
oligonucleotideo SMART IV e a transcriptase revgRa) MMLV (Moloney Murine
Leukemia Virug O CDSIII/3’ é um iniciador oligo dT cuja a seequ& apresenta, na
sua extermidade 5’, o sitio de restricdo da enZifilB. Este iniciador é utilizado no
anelamento a extremidade 3'da cauda Poli (A)+, bemo na reacdo de sintese da
segunda fita do cDNA. O oligonucleotideo SMART I¥spui uma sequéncia oligo dG
em sua extremidade 3’que anela com a sequéncidigte diC criada pela atividade
terminal transferase da RT, na extremidade 3’ dbNADAssim, a RT continua, com
sua atividade de polimerase, empregando a sequémaide do oligonucleotideo
SMART |V, resultando na obtencdo de cDNA fita siegpsscDNA) que contém a

sequéncia relativa a extremidade 5’completa do mRDIMAecanismo citado acima esta
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ilustrado na Fig. 3 e recebeu a denominacdo SMARMt¢hing Mechanism At 5’end of

RNA Transcript pelo fabricante.

Poly At RNA
B urumunununorununununu polyds 3
'ij-:‘ —
5 '’ COS 11 Primer (S}
SMART IV .
Dllgonuclentide ST} First-strand synthesis
coupled with
[d€] tailing by BT
W
B i polyl I I i
G ncomplete transcripts,
g -._ﬁﬁ 1:.1:-1:' — or premature termination of RT
I B umumununurunusunun polyd
SMART Template switching ¥ —_I:":lhII
cDHA Synthesis & axtenzion by RT
Y Truncated cDNA

5w 55 B o urunuunur UG polh ILacks 5* primer binding site|

VN |

Cannod be converted

LD PCR primer extension to ds DMA ar cloned
ifrom S0 ng of total RMA] ifram 1g of paly & RMNA)
L ——
— —

Enriched full-length ds cDNA

Figura 3. Principais etapas da construcdo da biblioteca déAc@tilizando o kitSMART cDNA

Library ConstructioiClontech®). Reproduzido do manual do Kkit.

O sscDNA recém-sintetizado contém a sequéncia @mgitar ao
oligonucleotideo SMART 1V, que atua como sitio wmgal para os iniciadores que
serdo utilizados na sintese do cDNA dupla-fita dé&) pela PCRLong-Distance
(LD-PCR). Uma aliquota dep2 da reacéo de sintese da primeira-fita foi utilezaa
etapa do LD-PCR, que inclui também os demais coenges basicos de uma reacao de
PCR. O programa de amplificagcéo utilizado foi ousetg:

12 etapa: Desnaturacdo a’@5por 1min
22 etapa: Desnaturacéo a@por 15 s

3% etapa: Anelamento e extensdo &G§or 6min
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4% etapaRepeticdo das etapas 2 e 3 por 20 vezes.

O dscDNA foi analisado por eletroforese em gel dmrese 1%, sendo
posteriormente digerido com a enzima de restr&fi@ 5FC por 2 h e purificados por
cromatografia de exclusdo molecular utilizando watu CHROMA SPIN 400
(Clontech®) fornecida pelo fabricante. As fracoes B, obtidas na cromatografia,
foram unidas e precipitadas com acetato de soédip@#14,8 (1:10/v:v), 1,3uL de
glicogénio (20 mg/mL) e 2,5 vezes o volume da amode etanol 95%, seguido de
incubacdo a -20°C por 1 h e centrifugagédo a 14rp@0O por 20 min a temperatura
ambiente. Apos descarte do sobrenadante, o cDN&Apitexio foi ressuspendido em 7
UL de agua deionizada. Os fragmentos foram ligadoande a noite a 1€ ao vetor
pPDNR-LIB previamente digerido co®fil. O pDNR-LIB é um vetor que apresenta 4,2

kb, gene de resisténcia a cloranfenicol e sitiololeagem para &fil (Fig. 4).

Not |

B McsA
| (45-04)

/Puc Stuffer
/ ori Fragment
{ Car

L pDNR-LIB %

| | ||
| 42kb _ &‘
\ =5~ Not |
\\ y A (1259
N\ //
> SacB =
L
e ST
MCS A \_1 _/,/
45 —
loxP
TTATCAGTC GAC GGT ACC GGA CAT ATG CCC GGG AAT TCG GCC ATT ACG GCC TGC AGG ATC CIETIET
Sall Ndel Smal fegR| SHilA PE—I_—&W"HI

MCS B 3‘31 stom:

TN G6 ATC CGG CCG CCT €66 CCC TCG AGA AGC TTT CTA GAC CAT TCG TTT 66C GCG CGG GCC CAG TAG GTA AGT GAA
BamH| SilB Xhol Hindlll  x@al Bipi?:?l
pa

Figura 4. Mapa de restricdo do vetor pDNR-LIB (Clontech®pnte: Manual do Usuario

SMART cDNA Library Construction
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Uma aliquota de |l da reacdo de ligacao foi utilizada para transég@o de
células competentes descherichia colilinhagem XL1 Blue. A transformacéo foi
realizada por eletroporagcdo das células utilizamsleeguintes parametros: 125 de
capacitancia, 2,5 kV e 200 de resisténcia por 44p8és este procedimento, as células
foram imediatamente ressuspendidas em 1 mL de rhara-Bertani (LB) e
transferidas para tubo de 15 mL, sendo incuba&¥8Cipor 1 h a 235 rpm. Terminada
a incubacédo, uma aliquota de 200 da suspensédo de eletroporacao foi removida e
adicionada a 80QL de meio LB (diluicdo 1:5) e plaqueadas em trésgs de 145 mm
de diametro contendo meio LB sélido e B&/mL de cloranfenicol, que foram
incubadas a 3T durante a noite. Apds a incubacéo, foi realizR@R direto das
colonias bacterianas para confirmar a insercacBd$AS no vetor e a porcentagem de
clones recombinantes, sendo o produto da amplcapalisado por eletroforese em
gel de agarose 1%, de acordo com mesmo protocaloiomado anteriormente.

Duas mil colénias foram inoculadas em placas de@fbs contendo . de
meio LB liquido e 35ug/mL de cloranfenicol, sendo incubadas 8C3durante a noite,
sob agitacdo (235 rpm), e em seguida armazenad8"@ em meio LB liquido
contendo 4,4% de glicerol. Mil clones foram seleeitos aleatoriamente e enviados

para sequenciamento nucleotidico dos insertos.

c. Analise dos clones:

Os mil clones escolhidos foram enviados para a esaptMacrogen (filial
Koreana) para mini-preparacdo de DNA plasmidial n{pmep), seguido de
sequenciamento em 3730xI DN#nalyzer apds reacdo de amplificacdo utilizando o
iniciador direto M13. As sequéncias nucleotidicdsidas foram processadas para

remover as extremidades do vetor, utilizando o namm@ Vector NTI Advance 11
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(Invitrogen®), e inspecionadas quanto a qualid&tedgd> 20 e tamanhe 150 pb). O
programa ORHrinder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) foitiizado para
identificar a regido codificadora, sendo a seq@nieduzida de aminoacidos obtida
pelo programalranslate Toll (http://www.expasy.org/tools/dna.html). Para idkecdr
OBPs, as sequéncias nucleotidicas foram alinhamdsacos bancos de dad@snBank

e SwissProtutilizando o programéaReverse Position-SpecifiBLAST(RPS-BLAST)
(Marchler-Bauer, et al, 2005) e SisGen

(http://condor.genoma.cenargen.embrapa.br/gehofgartir das sequéncias deduzidas

de aminoacidos das OBPs #&e herosfez-se a analisén silico para predicdo dos
parametros fisico-quimicos de massa moleculanidphtificacdo dos dominios OBPs
utilizando o program&equence Module Architecture Research FoBMART (Schultz

et al, 1998), bem como o alinhamento com sequénciassO&P outros insetos,
apresentando  maior  similaridade, utilizando a feemata  Clustalw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/) e edicao Ipe BOXSHADE
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.htmApos a validagcédo das sequéncias
nucleotidicas daBhetOBPs hipotéticas, as sequéncias foram anotadgsositias no

GenBank

d. Validacéo das sequéncias nucleotidicas das HBBEOD

A fim de confirmar as sequéncias nucleotidicas patenciais OBPs e a
obtencdo de cDNAs de tamanho completo, foram deseshiniciadores (Tabela 1)
para as técnicas de RT-PCR e de Amplificacdo Rapeta Extremidades de cDNA
(Rapid Amplification of cDNA EndsRACE, kit Invitrogen®), de acordo com o manual
do fabricante do kit. O produto final de PCR foabsado por eletroforese em gel de

agarose 1% e purificado através @Aquick PCR Purification Kit(Qiagen®),
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conforme instrucées do fabricante, sendo postedntenclonados no vetor pGEM-T
Easy (Promega®). Uma aliquota depR do sistema de ligacdo foi utilizado para
transformacao de células competente& deoli linhagem XL-1Blue A transformagéo
foi realizada através de choque térmico, ondeters de transformacéo foi incubado
em gelo por 30 min seguido de 90 s a 42°C e 2 migao. Apos a transformacao, o
sistema foi ressuspendido em 900de meio LB liquido e incubado a 37°C por 45 min
a 145 rpm. Uma aliquota de 100 do sistema de transformacéo foi plaqueada em meio
LB sdlido contendo 10Qg/mL de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 8@/mL de X-Gal.

As placas foram incubadas a 37°C durante a noite.célonias brancas foram
recuperadas e ressuspendidas emk0@e meio 2YT/HMFM contendo 100g/mL de
ampicilina e em seguida incubadas a 37°C por 28 lamostras foram armazenadas a -
80°C e posteriormente enviadas para a empresa dfacidilial Koreana) para mini
preparacao de DNA plasmidial (miniprep) seguidseégienciamento em 3730xI DNA

Analyzer
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Tabela 2.Iniciadores utilizados para as analises de coafjéin das sequéncias de DNA das
EhelOBP se para os estudos de expressao géni€a beros

Eher OBP Identificacdo Finalidade Iniciador
& - 3)
OBP1 Eher OBP1_Direto GGATCCATGAAGGGAATTACGACT
GC
Eher OBP1_Reverso GAATTCTTATTCAAAGAAATCATG
CT
Eher OBP1_Sonda_ISH_Direto  Hibridizacéo GGATCCATGCTGGCATGTATGCTT
in situ GA
Eher OBP1_Sonda_ ISH_Reverso GAATTCTCAGGGCCAACTTCAGAA
AC
Eher OBP1_gPCR_Direto gPCR ATGCTGGCATGTATGCTTGA
Eher OBP1_gPCR_Reverso TCAGGGCCAACTTCAGAAAC
OBP2 Eher OBP2_RT-PCR RT-PCR GAGTCTTTCCAGCCGATG
Eher OBP2_GSP1 RACE GCCAGTGACTCCTTTGCA
Eher OBP2_GSP2EcoRI GAATTCCGTGAAAAGCTAGTAACC
Eher OBP2_Sonda_ISH_Direto  Hibridizacéo GGATCCGAGTCTTTCCAGCCGATG
in situ A
Eher OBP2_Sonda_ISH_Reverso GAATTCTGTCTGGGCCAGTGACTC
Eher OBP2_qPCR_Direto gPCR GAGTCTTTCCAGCCGATGAC
Eher OBP2_qPCR_Reverso ACTGTCTGGGCCAGTGACTC
rRNA Eher 18S_gPCR_Direto gPCR GGAGGACGATCAAAACATGG
18S
Eher 18S_gPCR_Reverso CAACTTTAGAGTGGATTGCACAAG

4.3 Andlise da expressadosEherOBPs

O estudo foi realizado através de RT-PCR quantitatim Tempo Real (qRT-
PCR) a partir do RNA total extraido das antenaseca, patas, asas e abdémen de 50
insetos machos e fémeas, sendo a qualidade dg&@xtaaalisada por eletroforese em

gel de agarose 1%.
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O RNA total extraido foi quantificado pdiuorimetria (Qubit, Invitrogen®g as
concentracdes igualadas entre os sexos e tecidoBRNAs extraidos foram avaliados
quanto a sua integridade através de eletroforesgetme agarose 1%, seguindo os
mesmos parametros descritos anteriormente. A fimetliar tracos remanescentes de
DNA gendmico ainda presentes apos a extracao de ®Rbtéh fez-se o tratamento de
180 ng de RNA de cada tecido com DNAse | (Roche®})°&€ por 30 min. Ao final, a
DNAse foi desnaturada a &5 por 10 min.Os cDNAs foram sintetizados utilizando o
kit SuperScript 1l First-Strand Synthesis SuperNinvitrogen®), de acordo com o
manual do fabricante. Na reacdo de sintese dos sbDbdlAitilizada uma aliquota de 6
puL de RNA (180 ng) a qual foi adicionadapy2 de iniciadores [hexameros e oligo
(dT)2] € 1 uL de tampéo de anelamento, sendo a reacdo inc#&8& por 5 min
seguida de resfriamento em gelo por 1 min. Em gdagfioram adicionados a reacéo 10
puL de tampéao de reacao (2X) quR da SuperScriptll e a sintese do cDNA ocorreu a
50°C por 50 min, sendo terminada &8%or 5 min.

Inicialmente foi construida uma curva padrdo aipde diluicdo seriada (19
10°, 10" e 10° do pool de cDNA referente aos dois sexos e aos tecidasrems
analisados a fim de avaliar a eficiéncia da reatgi@mplificacdo de cada iniciador
(OBP1, OBP2 e rRNA18S). Os resultados foram platasia um grafico e, a partir da
regressao linear, foi obtida a equacéo da reta:

y =ax + bonde)y = Ct,a = inclinagdox = log da diluicdo do cDNA b =
intercesséo do eixo Y.
A eficiéncia dos iniciadores foi calculada a paairseguinte equagao:
Eficiéncia = [1g/nclinasao) _ 1
Os experimentos foram realizados em triplicatasdgiocas para cada uma das

quais foram extraidas as respectivas partes dm @gerem analisadas e a gPCR em
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Tempo Real foi realizada em triplicata técnica paemla uma das trés réplicas
biologicas de cada tecido e sextmmo controle enddégeno foi utilizado o rRNA18S, o
que possibilitou normalizar a expressao dos gelveseacorrigir possiveis variacdes
entre as réplicas. A especificidade de expressidanalisada com base na curva de
dissociacdo obtida para cada das partes do corpliadas nesse experimenta.
comparacdo do perfil de expressdo dos transcEtesOBPs entre 0s sexos e 0s
diferentes tecidos olfatorios foi realizada atrag@sjuantificacéo relativa pelo método
22T (Livak e Schmittgen, 2001).

A gPCR em Tempo Redibi realizada em reacfes de AR contendo GuL do
Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas®)illde cada par de
iniciadores (direto e reverso) a concentracdo i@, 2 uL de cDNA e 2uL de agua
no equipamentdpplied Biosystem3 7500 Fast Real-Time PCR Systartilizando o
SYBR Greencomoindicador de fluorescéncia. As reacbes foram nuasteem placas
de 96 pocos de 0,1 mL (Applied Biosystem®) e ctrgadas por 1 min a 4000 rpm a
fim de evitar possiveis diferencas no volume futas reacdes. Os parametros do ciclo
de amplificacdo foram: desnaturacéo inicial &9por 2 min, seguida por 50 ciclos de

desnaturacdo a %5 por 50 s e anelamento/extens&o «€qtor 48 s.

4.4 Analise estatistica
A diferenca entre o nivel de transcricd@€() dosEhelOBPs entre as partes do
corpo e os sexos foi comparada pela analise déangai (ANOVA) e pelo teste

Student (P=0,05).
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4.5 Localizacaan situ dosEherOBPs nas antenas do percevejo-marrom

Para a histolocalizacdo dos transcritei®eiOBPs nas antenas, optou-se pela
técnica de hibridizaca situ whole-mountadaptando-se metodologia de Tautzs e
Pfeiffle (1989). Esta técnica possibilita a locatido celular ou subcelular dos
transcritos (RNAm), tornando possivel comparar dilpga expressado génica entre e
dentro do mesmo tecido. Conforme sera apresentadguar, a preparacao do material
bioldgico consistiu em duas fases: uma de marcdg&dfragmentos do mRNA anti-
senso relativo ag€£helOBPs com digoxigenina (obtencdo das sondas) e al#ra
preparacdo das antenas para a hibridizacdo conoralass As hibridizagbes foram
realizadas em triplicatas técnicas e biologicas.

Sondas de RNAm anti-senso (SP6) marcadas com d@gura (DIG) foram
utilizadas para os estudos de hibridizagésitu. Os fragmentos molde para a sintese
das sondas foram obtidos por PCR utilizando umdeamiciadores desenhados para
este fim (Tabela 1). Os produtos purificados da RGR as regides codificadoras das
EheilOBPs foram digeridos com as enzimas de restiBgidH| e EcoRI e clonados em
vetor pSPT19 (Fig. 5) (Roche®), previamente linestdo com as mesmas enzimas.O
sistema de clonagem foi utilizado para a transfgémade células competentes e
coli linhagem DH®& através de choque térmico, seguindo o protocdaorde no item
3.2d. As colbnias brancas foram recuperadas e o plbgmidial foi extraido através de
mini preparacdo plasmidial. As sondabeilOBP1 e EheilOBP2 anti-senso, foram
sintetizadas através de transcricd@o vitro com a enzima SP6 RNA polimerase
utilizando o DIG RNALabeling SP6/T7 Kit (Roche®) a partir dos fragmentos de

cDNA clonados no vetor pSPT19 e linearizados coenasnadNhd e Xbal.

20



Aval Aee|

AgTlE Smal _ Hgl T7<
Ecofl Sacl Kpnl _Xmal Bam Ml Xbal  Sa'l Pstl A Il
CAATACACGOAATTCCAGCTCGOTACCCEEGOATCCTCTAGAGTCOACCTGCAGG CATGCAAGCTTEGGTOT
| 1
1 pSPT 19 2

=>5P6

pSPT
3104 bp

Figura 5. Mapa de restricdo do vetor pSPTRothe®) Adaptado do manual do usuério do
DIG RNA Labeling (SP6/T7).

Um total de dez antenas recém-extraidas dos pgoseiee seccionada com um
bisturi (lamina 10) e imediatamente fixadas em foanaaldeido 4%/PBS (Cloreto de
sodio 1,37 M, Fosfato de Sodio Monoacido 0,1 M,f&osde Potassio Monobasico
0,01 M e Cloreto de Potassio 0,027 M) durante geremi4°C. Em seguida as amostras
foram tratadas com proteinase K (50 mg/mL) em P&Slph a 37°C e posteriormente
fixadas por mais 5 min em paraformaldeido 4%/PB&#isfa fixacdo, as amostras foram
lavadas com PBST (PBS contendo 0,1% de Tween &9y&zes durante 5 min cada, a
temperatura ambiente; posteriormente, as amostnanfincubadas por 5 min a
temperatura ambiente em PBS/tamp&o de hibridizagi@ormamida 50%; SSC 5X -
cloreto de sodio 3 M e citrato trissédico 0,3 M; eem 20 0,1%). A reacdo de
hibridizacdo foi conduzida a 60°C por 16 h utilidanas sondas senso e anti-senso
EhelOBP1 eEhelOBP2 - DIG numa concentracdo de 500 ng/mL. Os dscidas
antenas hibridizadas foram entdo lavados com tardpaaibridizacédo a 60°C por 10

min, seguida de outra lavagem com 1:1 de PBST:Tardpé&hibridizacdo por mais 10
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min. As amostras foram lavadas trés vezes com PB8Tmin cada lavagem. A
deteccdo da hibridizacdo foi realizada através riaibacdo das amostras com o
anticorpo anti-DIG conjugado a enzima fosfatasael@a (AP) da Roche® por 1 h na
diluicdo de 1:5000 em PBST, seguido de trés lawagem PBST por 10 min cada e
incubacdo com os substratos cromogénicos azultidetairazoélio e fosfato 5-bromo-4-
cloro-3-indolil (NBT-BCIP) por 40 min. As antenagbhdizadas foram analisadas em
microscopio Optico AxioPhot (Zeiss®) acoplado a uodenera digital (Axiocam) e

fotografadas em aumento de 40X.

5. Resultados e Discussao

5.1 Identificacdo deEherOBPs no percevejo-marrom

Do total de 50 antenas/sexo He herosutilizadas na extracdo do RNA total
obteve-se 60 +5,3 ng/antena de fémeas e 75,6 *@&htena de machos. A razéo
OD,/OD2gp, que informa sobre a pureza da amostra e tem o aeu de referéncia
para RNA de 1,8, foi de 1,91 +0,07 e 1,95 #0,04ap&émeas e machos,
respectivamente.

O cDNA de ambos os sexos foi obtido com sucesedoséistribuido numa
faixa de 2000 a 500 pb, tal como pode ser obsermadeig. 6A. Apds purificagdo do
cDNA pelo sistema CHROMA SPIN (Clontech®), obteeeisés fracbes de maior

concentracdo (Fig. 6B) que foram recuperadas edbmno vetor pDNR-LIB.
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M1 2 3 4 5 &6 7 5 53 101112 13 14

Figura 6. Preparacdo para a construcao da biblioteca de ciiN&antenas de machos e fémeas
de E. heros A. Checagem da qualidade do cDNA obtidh Purificacdo do cDNA em
CHROMA SPIN 400 (Clontech®). As fracbes 7-9 foragnugpadas e concentradas previamente
a clonagemM: marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fesrtas). Ambos foram
fracionados por eletroforese em agarose 1%, corpdorometo de etidio (0,Ag/mL) e

visualizados a 302 nm.

Apbs clonagem, transformacao em sistema bacteagriaqueamento em meio
sélido (Fig. 7A), 12 clones foram selecionados cemidamente, para os quais foi
confirmada a presenca dos insertos nos vetoresmbegantes (Fig. 7B), sendo

observada uma taxa de 100% de recombinacéao.

M1 2 3 456 7 8 91011 12

Figura 7. Obtencéo da biblioteca de cDNA de antenas de rsaeH@meas d&. heros A.
Placa ilustrando colbnias d@e coli transformadas com o vetor pDNR-LIB contendo os ABN
clonados B. Verificagdo da presencga dos insertos no vetor pDNBRAoS clones obtidos da
biblioteca de cDNA. Eletroforese em agarose 1%gadas por brometo de etidio (U§/mL) e
visualizados a 302 nii: marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (festas).
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Cinco mil clones foram obtidos na construcdo dédidca de cDNA e dos mil
clones com os insertos sequenciados, 750 apresentalta qualidade nos
eletroferogramas e foram analisadas contra bandadies Genbanke SwissProk (Fig.

8). Seis produtos génicos relacionados a olfag@rfadentificados, sendo dois OBPs e
quatro CSPs. Os transcritos relacionados a OBPsbeemm a denominacdo de
EhelOBP1 eEheitOBP2 e foram depositados reenBankcom numero de acesso
HM347779 e HQ225621, respectivament® tamanho dos produtos génicos

identificados foi de 447 pb paraEhelOBP1 e 291 pb para BhelOBP2, sendo a

sequéncia deduzida de aminoacidos composta poe B#Bresiduos, respectivamente

(Fig. 9).

Pipeline da Biblioteca

5000 clones obtidos
Ef> 2000 clones armazenados

E> 1000 clones
sequenciados

Remocé&o de «—
vetores

Ef> 750 sequéncias de alta
qualidade

RPS-BLAST €

SisGel E> 6 transcritos @ 2 OBPs

relacionados a olfa¢
4 CSPs

Figura 8. Esquema de analise da biblioteca de cDNA realizsda a identificar transcritos

relacionados a olfacdo nas antenas do percevejomar
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Eher OBP1

1 atgaagggaattacgactgctttggcttttacattgctgctcgccactatc
MKGITTALAFTLLLAT

61 gaaaatgtaaaagcaaaaataatgaaagtattcaatacttgtaaggaaaag
ENVKAKIMKVFEFNTCKE

121 acagatgatgaacttgcagcatttaggaaagcagatataggctttggttat
TDDELAAFRKADIGFG

181 gcaaagtgtatgctggcatgtatgcttgaagaagggaaaatgctgaaagat
AKCMLACMLEEGKMLK

241 ttgaaagagaatgctttaataatggctgatgtttticacattgatgatttt
LKENALIMADVFHIDD

301 gccaaagccagaaaagttatagaaaattgttcagtagaagtttictgaagtt
AKARKVIENCSVEVSE

361 caatgtgaattcgcatataaaatggccgtatgtggagcaaatgaatctaaa
QCEFAYKMAVCGANES

421 atgaaggagcatgatttcttitgaataa 447
MKEHDTFFE -

Eher OBP2

1 gggggagcaacagatgatgcgatccaagcgactaagaaaggagtctttcca
GGATDDAIQATKKGVF

61 cagaaactgaagtgctatttgaaatgcatttacagcaacatgggtgcgata
QKLKCYLKCIYSNMGA

121 ggagaattagatgcagaagcattctcatcagtgatgccggaggatttagga
GELDAEAFSSVMPEDL

181 aatccaatgatcgaaaagtgcaaaggagtcactggcccagacagttgtgaa
NPMIEKCKGVTGPDSC

241 aacttcaatatctgcttgtacaatgctgataacaagaattaccttgtcata
NFNICLYNADNKNYLYV

gaggcagaa 60

| E AE
catcctgtc
KHPYV

120

tcacatgat 180

Y SHD

ggaaaatat 240

DGKY

gatgaagca 300

FDEA

ggccctgac 360

VGPD

aagcttgga 420

KKLG

gccgatgac 60
PADD

tctgatgat 120
| SDD

gctgtttta 180
GAVL

ctggcattc 240
ELAF

taa 294
| -

Figura 9. Sequéncias nucleotidicas e deducdo das sequédeiaaminoacidos, parcial e

completa, dahelOBP1 eEhetOBP2, respectivamente. O sinal ‘-’ representa oonode

terminacdo da sequéncia.

As potenciaisEhelOBPs identificadas apresentaram similaridade sagtiva

com OBPs de diferentes ordens de insetos (Fig.Etfije as OBPs que apresentaram

similaridade com &hefOBP1 podem ser citadasRproOBP2 doRhodnius prolixus

(Hemiptera: Reduviidae) (Zhoet al, 2009) E-value 10°: e duas OBPs de Diptera,

entre elas a da mosca tse<®essina morsitans morsitarfighouet al, 2009) E-value

0,046). Para &helOBP2 foram observadas similaridades de sequéncrasad.ygus

antennal protein- LAP identificada na espéclig/gus lineolaris(Hemiptera: Miridae)

(Vogt et al, 1999) E-value 6x10%Y; algumas OBPs de Coleopteros como, por

exemplo, aAos@BP (Wojtasek e Leal, 1998 {alue 9x10™%) deAnomala osakana
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e aBmorABPX de Bombyx moriLepidoptera: Bombycidae) (Krieget al, 1996) E-

value 2x10°).

A fim de identificar as regides de maior consereaga estrutura primaria, fez-

se um alinhamento mdltiplo entre BselOBPs e as OBPs de similaridade significativa

(E-value< 10°), selecionadas com base na ordem a qual os insatescem (Fig. 11).
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Figura 10: Identificac@o das OBPs d& herosapos alinhamento multiplo pelo BLAST/NCBI.

A. EhelOBP1;B. EhelOBP2.
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QELL-PTJRASAGT-—---T IPGELAMNFNOLQK\BPVNZY--------- 131

GAVLN&E%KGV ----- T ﬁ;EELAﬁNFNlELYNE W -------- 95
EYQAKAE[ARKEGTK----|  [€iNASDNASL TNKEWY E[EPED]FRY--------- 133
[EFQDSLPRJIRKEDTI--—-  [€INASDN\ILTQCSYYKENPE}FHE-------- 113
[EMKAKAERYJRKSGFK----P  [€iNFEDN\QTHHEY YETBAQSEVIN--------- 116
[EYKAKAERIIRKSGVI----P  [€iNFEDN\QTHHEYYDTEPQSZVIN--------- 116
BKTKNEASIKKEDTQ----K [€SEOEDTAILTQI @WQAANKAWEE--------- 137
BYNILLPAIEQ@IGID--K  [€:EL@QSSYNFIHSAHRVDPKEEYLPL------ 149
WYKILLP JIEQ@TGKD---K [E:EL6QSSYNVIH8AHSVDPKEEFLPL------ 155

YNILLP JIECSAGID---KSE [EL@QSSINLIK BAHRVNPKSLEEPL------- 125
EEAAKAREIEI\ESVEVS--EV@PD&EFAYKMAE@A@SKKLchEHDFFE--- 148
ELNTAKQISQQEPKNVKY TPEKEOSE Y ATKL TV@ADGVAKTRYSESDFKKHLEK 133
BKAAEIKKSLGHSIKS----VPEGDK @EMAAGLASMKDHHAELATN-------- 143
[EIHAKILKIDA @DAKK---QMS[EDHEVSAASMAGY K TEAIAV------------ 142
[EDANKAIQ)VET8KKSVP--EKE=DI [8ELGYSMASY L LESEKLAADLV------- 157

BELEKHM{IEK 8SQEVG--- EETDSRGIGPKL

ECOKNE-----K

KQFAPEZDJALPQQPSE-- 148
€ TBEEDTAZKITABFNNTEAGKLABAAY 141
€TNKSDIAFELKKFKNVGFDEMETVPWEDNTD 155

Figura 11. Alinhamento dagheilOBPs com OBPs mais similares identificadas pelo BLA,
utilizando-se o programa ClustalW e edicdo no BBXBE.. Os seis residuos de cisteina séo
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indicados pelos nimeros 1-6. Os residuos de amdusaaénticos estdo realcados em preto;
enquanto os residuos similares estéo realgadosnem €AP:Lygus lineolaris(AF091118.1);
AfabOBP: Aphis fabae(FM242556.1);MperOBP: Myzus persicagFJ215309.1);ApisOBP:
Acyrthosiphon pisum (NM001160061.1; FM242534.1)NribOBP: Nasonovia ribis-nigri
(FN293391.1); CledOBP: Cimex lectularius (EZ419715.1); RpraOBP: Rhodnius prolixus
(FN293394.1);NlugOBP: Nilaparvata lugens(FJ215306.1);TcasOBP: Tribolium castaneum
(CM000279.1; CM000280.2)RpaloBP: Rhynchophorus palmaru(@Y394703.1);PjapOBP:
Popillia japbnica (AF031491.1); Aos@OBP: Anomala osakanaAF031492.1); BmoiOBP:
Bombyx mori(NM001044035.1);GmoiOBP: Glossina morsitans morsitan@N432782.1);
ScalBP: Stomoxys calcitran@-J233075.1).migOBP: Locusta migratérig FJ215322.1).

Os resultados do alinhamento evidenciam quehesOBPs compartilham com
as demais OBPs analisadas uma das principais edsticas relacionadas a essas
proteinas em insetos: a presenca dos seis restdiieinas em posicdes conservadas e
com espacamento especifico entre eles (3 residuasthoacidos entre a segunda e a
terceira cisteina; e 8 residuos de residuos deoagidos entre a quinta e a sexta
cisteina). Ainda no alinhamento € possivel obsequaEhetOBP1 e 2 encontram-se
em posi¢cdes distantes uma da outra, indicando u&s eproteinas sdo menos
relacionadas entre si em comparacédo com as OBRmittas espécies analisadas. Estas
observacdes sugerem que ElsetOBPs podem interagir com diferentes odorantes,
como também serem produzidas por pelos sensoifeisres.

EheilOBP1 apresenta sequéncias nucleotidica e dedueidanthoacidos com
tamanhos condizentes (447 pb e 148 aa) ao das @8Rsmitros insetos. Analises
preditivas da sequéncia de aminoacidos permitidentificar a presenca do peptideo
sinal (residuos de 1 a 19), indicando que estaa& pnoteina com funcao extracelular.
As caracteristicas mencionadas anteriormente, dérnonterem seis de cisteina em
posicoes conservadas, sugerem qu&h&iOBP2 representa uma sequéncia OBP

completa de 16,5 kDa e pl 5,1, tal como os memtbacsuperfamilia PBP_GOBP.
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Em relacdo &helOBP2, a auséncia do peptideo sinal, bem como o meno
tamanho em relacéo a outras OBPs identificadasysugie ndo estd completa, faltando
potencialmente parte da extremidade 5’ do respecdNA. Entretanto, a identificacao
do dominio PBP (IPR006170 PBP_GOBP, Pfam PF0138perFamilySSF47565),
bem como a presenca de cinco residuos de cistaiabizhdos em regides conservadas,
foram suficientes para identificar similaridadererdEhetOBP1 e outras OBPs. Foram
realizadas tentativas utilizando a técnica de RACGHEN a intencdo de se obter a
extremidade 5 dé&EhetOBP2, porém, este objetivo ainda ndo foi alcanc&tao

previstas novas tentativas a serem realizadagiag@amés de marco de 2011.

5.2 Expressao dogherOBPs

O perfil de expressao dos transcriitsetOBPs foi analisado através de qPCR
em tempo real. Os niveis de transcricdo relativaEletOBPs foi determinado nos
diferentes tecidos (antenas, cabeca, patas, asdml@nen) de machos e fémeas
utilizado o método comparative*?*" (Livak et al, 2001). A andlise da curva-padréo
(Fig. 12) demonstrou que os trés iniciadores aiilas nos experimentos apresentaram
eficiéncia acima de 90%, sendo esta calculada del@acom a equacdo descrita no

item 4.3.
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Figura 12. Curva-padrdo obtida para os iniciadores utilizadasanalise da expressao dos

EherOBPs.

As analises da expressédo dfseiOBPs em machos indicaram que sao dois 0s
sitio de producao d&helOBP1: antenas e patas, e que a expressao € eqteviagssas
duas partes do corpo (Tabela 2). Em relaca&lemOBP2, a expresséo foi observada
nas antenas, asas e abdémen. Nao houve difergndecativa em relacéo aos niveis de
expressdo nas antenas e abddémen (Tabela 2). Emapgamitda, a expressédo da

EheilOBP2 nas antenas foi 142 vezes maiorrelaca@s asas.
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Tabela 2.Propor¢éo, determinada pelo método comparé&'ﬁﬁg, do nivel de expressdo dehelOBPs
em diferentes partes do corpo do macho comparadmauivel de expressao nas antenas.

orAACTe Valor-P

. T a b
Tecido EhelOBP  ACT (MédiatDP) AACT (t-Student)

Antenas EhelOBP1 -6,36 0,4 0,00 £0,4 1
Cabeca 0 na na na
Patas -5,4 +0,28 0,96 +0,28 0,51 0,064°
Asas 0 na na na
Abdbmen 0 na na na
Antenas EheiOBP2 -6,18 +0,48 0,00 +0,48 1
Cabeca 0 na na na
Patas 0 na na na
Asas 0,97 £0,82 7,15+0,82 0,007 0,003**
Abddémen -5,47 +1,88 0,71+1,88 0,61 0,65*

*Média CTEhEIOBP pare go corpo- Média CT 18S

®Média CTENEIOBPsare do corp- Média CTENEIOBP, yiacho antena
‘Quantificacéo relativa ddsheilOBPs em relagéo a antena.

" N&o se aplica.

"> N&o-significativo.

**Diferenca significativa pelo testeStudent (P<0,05).

Em fémeas, a transcricdo dhelOBP1 foi observada nas antenas, patas e
abdémen (Tabela 3). Entretanto, o nivel de trag&eorinas antenas foi cinco vezes
maior em relacdo as patas e 23 mil vezes maioredgegdo ao abdémen. Das cinco
partes do corpo analisadas, a expressa&h#OBP2 apenas ndo foi observada nas
asas, porém, a transcricdo nas antenas folZ3 e 1000 vezes maior em relacdo as
patas, cabeca e abddémen, respectivamente. Osacemulbbservados para a curva de
dissociacdo dos genes-alvo e do gene de referémticaram a especificidade da

amplificacéo para todas as amostras analisadasiityg e 15).
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Sinal de Fluorescéncia

Sinal de Fluorescéncia

Tabela 3. Nvel de expressédo dd&hetOBPs em diferentes partes do corpo da fémea codpa@m o
nivel de expresséo nas antenas. Analise comparatiiaada pelo métod®"*“".

Tecido  Gene Ao ACT (Média tDP}  AACT®  284CTe (tYSat'S(;j;t)
Antenas EhetOBP1 -4,73 £0,44 0,00 +0,44 1
Cabeca 0 na na na
Patas -2,36 0,39 2,37 £0,39 0,19 0,049**
Asas 0 na na na
Abdbémen 9,81 0,94 14,53 £1,88 4,2E-5 0,03**
Antenas EhelOBP2 -3,67 £0,10 0,00 0,10 1
Cabeca 3,3+2,25 6,95 +2,25 0,008 0,013**
Patas 2,06 0,09 5,73 +0,09 0,018 0,008**
Asas 0 na na na
Abdémen 6,38 +2,03 10,05 2,03 9,4E-4 0,045**
*Média CTEhe1OBP parte do corps- Média CT 18S
®Média CTENEIOBPsaredo corps- Média CTENEIOBP, ramea antena
‘Quantificacéo relativa ddsheilOBPs em relagéo a antena.
" Nao se aplica.
**Diferenca significativa pelo testeStudent(P<0,05).
A B c b E
I I
Temperatura de dissociagéo (°C)
i G - H | J

Temperatura de dissociacéo (°C)

Figura 13. Curvas de dissociacdo para o gene de referéncidd &8l A-E: curvas de

dissociacdo obtidas para féme@g; antenas(B) cabeca(C): patas(D): asas €E): abdémen.

F-J: curvas de dissociacdo obtidas para madi)santenas(G): cabeca(H): patasyl): asas;

(J): abdémen.
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Figura 14. Curvas de dissociacdo observadas para os expéosneonduzidos com os
EheiOBPs em diferentes partes do corpo da fémea: EhelOBP1; A): antenas(B): patas e
(C): abdédmenD-G: EhelOBP2;(D): antenas(E) cabeca(F): patas €G): abdbémen.

Sinal de Fluorescéncia

Temperatura de dissociacao (°C) Temperatura de dissociacéo (°C)

Figura 15. Curvas de dissociacdo observadas para os expéosneonduzidos com os
EheiOBPs em diferentes partes do corpo do ma&heC: EhetOBP1; A): antenas(B): patas.
C-E: EherOBP2;(C): antenas(D) asas(E): abdémen.
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A andlise comparativa da expressao Bb&IOBPs nas antenas de machos e
fémeas revelou que a transcricdo &hefOBP1 e doEhelOBP2 ¢, respectivamente,
trés vezes e cinco vezes maior nas antenas de smagh@eomparacdo com as antenas

das fémeas (Tabela 4).

Tabela 4. Analise comparativa do nivel de expressdoElnmOBP1 e 2 nas antenas de fémeas
em relacéo as antenas de machos

Tecido ~ EheiOBP  ACT (MédiatDPP  AACT® 24T (t\_/gt'ﬁggm)
Antenas?  EheOBP1 6,36 0,4 000404 1
Antenas? -4,73 £0,44 1,63+0,44 0,32 0,025**
Antenas?  EheiOBP2 6184048 000+048 1
Antenas?y -3,67 £0,10 2,51+0,10 0,17 0,01**

Média CTEheIOBP pyena— Média CT 18S
®Média CTEhEIOBP rameanntena— Média CTENEIOBP, yacho antena
“Quantificagéo relativa ddshelOBPs em relacéo a antena do macho.

**Diferenca significativa pelo testeStudent (P<0,05).

A expressao especifica nas antenas € um dos asit@lbtados na identificacdo
de OBPs na ordem Lepidoptera, porém, este crité&oé aplicado para outras ordens
de insetos com, por exemplo, Hymenoptera (Iskidal, 2002; Krieger e Ross, 2002;
Calvello et al.2005; Zhanget al, 2009), Blattaria (Rivieriet al, 2003), Diptera
(Hekmat-Scafeet al, 2002; Ozakiet al, 2003) e na espécidelphocoris lineolatus
(Hemiptera: Miridae) (Giet al, 2011), onde foram identificadas OBPs em difaent
partes do corpo incluindo cabeca, patas, asasapatpxilares e abdémen. O perfil de
expressdo dokhelOBPs observado nas antenas, patas e abdomen @frigode ser
mais um indicio de que essas proteinas hipotéimaesentam especificidade de ligagdo
a diferentes tipos de odorantes, porémpenas através de estudos funcionais e
caracterizagdo das proteinas € que sera possassifid-las como proteinas ligantes a
feroménio ou proteinas ligantes a odores gerais, d@mno determinar a especificidade

da molécula odorante.
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Figura 16. Representacdo esquematica da expressao signdickis/transcritoBhetOBPs nos

diferentes tecidos do percevejo-marrom analisaiesdos onde a expressao foi muito préxima

de zero ndo foram coloridos.

5.3 Histolocalizacdo dos MRNA&herOBPs nas antenas dg. heros

Os experimentos de hibridizacdo situ foram realizados para avaliar a
distribuicdo dos transcritos relacionados EA®eIiOBP1 e EhelOBP2 nas antenas de
machos e fémeas adultas He heros A antena desta espécie € dividida em cinco
segmentos, sendo eles da base ao apice: doisoBlaglelis pedicelos e um escapo (Fig.
17A), ao longo dos quais encontram-se distribuidsess tipos de sensilas
morfologicamente distintas (Fig. 17B): dois subsipacodea (ST1 e ST2), trés subtipos
basiconica (SB1, SB2 e SB3) e um tipo peculiar elesitas basiconica denominada
knob-shapedSilva et al, 2010) Baseada na morfologia e distribuicdo nas antenas
foram atribuidas funcbes hipotéticas aos diferersi@istipos: a sensilas ST1 esta

relacionada a funcbes mecano e quimiorreceptomssilas SB1 esta relacionada a
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deteccdo do feromdnio; as sensilas SB2, SB30b-shapegarecem estar relacionadas
a quimiorecepcao. O padrao de distribuicdo da lssndiemonstrou um dimorfismo
sexual entre machos e fémeas, essas Ultimas agmed@rmaior nimero de sensilas
ST2, SB2 e SB1 (pontas das antenas) e os machoprediwminancia das sensilas ST1
e SB1 (porcdo mediana do segundo flagelo). Namliservada diferenca sexual na

distribuicdo das sensilas SB&mob-shaped

Figura 17. Microscopia eletrdnica de varredu?é da antena oedédeE. ﬁéros (A) Os cinco
segmentos da antena: Sc: escapo; P1: pedicela pedizelo 2; F1: flagelo 1; F2: flagelo 2.(B)
Tipos de sensilas presentes na antena: SB: sehas&nica; ST: sensilas tricodea. Adaptado
de Silvaet al, 2010.

Os resultados obtidos nesse trabalho de mestradtaram diferencas entre os
sexos em relacdo ao padrdo de distribuicdo doschitss EhelOBPs até agora
identificados e analisados nas antenak.deeros Em machos, a localizacdo do mRNA
EheiOBP1 foi observada apenas na regido do flagefagl {8A), sendo a distribuicédo
nas fémeas mais abrangente, na qual foi possie&lizar hibridizacdo nas regides do

flagelo 1, pedicelo 1 e escapo (Fig. 18-B1, B2 £ B3
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Figura 18. Hibridizag&oin situcom sonda anti-senso (SH#)elOBP1 nas antenas de machos e
fémeas dé&. heros A: Antena de machd1, B2 e B2:Antena de fémea. As setas em vermelho

apontam os sitios de hibridizac&d.: flagelo 1;P1: pedicelo 1Sc: escapo.

ParaEheltOBP2, a hibridizagdo no macho foi detectada nasilasrlocalizadas
na regido do flagelo 2 e do escapo (Fig. 19-Al g &2quanto nas fémeas a localizacdo
da hibridizag&o foi observada apenas na regiddadeld 1 (Fig. 19-B1 e B2). A figura
20 representa os resultados obtidos com o contrjgtivo utilizando a sonda anti-

senso para o rRNA da espécie vegatabdopsis thaliana
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Figura 19. Perfil de expressao do transcriibetOBP2 nas antenas de machos e fémeds. de
heros Al e A2: Hibridizacaoin situ whole-mountom sonda anti-senso (SP6) na antena de
macho;B1 e B2:Hibridizacdo das antenas de fémeas com sondaear®#d{SP6). As setas em

vermelho apontam os sinais hibridizagab: flagelo 1;F2: flagelo 2;Sc: escapo.
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Figura 20. Controle negativo da hibridiz¢ao situ utilizando sondanti-senso para o rRNA da
espécie vegetdrabdopsis thalianaF2: flagelo 2;P1: pedicelo 1Sc: escapo.

A localizacdo da hibridizacdo para os transcriEbeiOBP1 eEhelOBP2 em
machos e fémeas foi observada na base das sensdileendo que, possivelmente, a
sintese das respectivas proteirzsefOBPS) esta associada as células suporte dos pélos
olfativos nas antenas, resultados semelhanteshéid®® em Lepidopera (Steinbredtt
al., 1992 e 1995), Diptera (Hekmat-Schafeal, 1997) e no Hemiptelaygus lineolaris
(Vogt et al, 1999). Os resultados do perfil de distribuicae ttanscrito&heilOBPs nas
antenas de machos e fémeas sugere que as respeotaiaastsheiOBPs podem estar
relacionada ao tipo de sensilas (basiconica oodea), uma vez que nos machos, o0s
segmentos da antena nos quais foram observadoslizagfo apresentam maior
concentracdo de sensil@® tipo tricodea; enquanto nas fémeas a hibridzdoa
observada nos segmentos da antena onde a coné@endigensilas basicénica é maior
(Silva et al, 2010). Estao previstos estudos que visam a eaizatdo funcional das
sensilas deE. herosatravés de imunolocalizacdo associada a fluoresgéoom o
intuito de elucidar a presenca dessas proteinadif@entes tipos de sensila nessa

espécie.
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6. Conclusoes

O estudo de proteinas que atuam na comunicacadcqudus insetos surge
como proposta emergente em ambito internacional gamtrole de insetos de interesse
fitossanitario. Neste trabalho foram identificadioés derivados génicos relacionados a
olfacdo no percevejo-marrom praga da dgjdjeros.

A expresséao diferencial observada a partir doslteekas do gPCR em tempo
real dosEhelOBPs nas antenas, patas e abdéomen de macho eteassae patas de
fémeas, , bem como o perfil de distribuicdo obsdva partir da hibridizacam situ
dos transcritos nas antenas de ambos 0s sexos india possivel especificidade
funcional dags£heitOBPs hipotéticas.

A identificagdo de derivados génicos relacionadoslfagdo descrita neste
trabalho representa o primeiro registro em umacesa familia Pentatomidae. Sendo
assim, as informacdes disponibilizadas neste tiabglodem contribuir para uma
melhor compreensdo do comportamento da espécieanmpo; bem como gerar

conhecimento passivel de ser aproveitado no malagjraga.

7. Perspectivas

1. Validacéo funcional doEhetOBPs identificados.

2. Estudo da expressao dakelOBPs de acordo com o tipo densillume em

diferentes condicdes bidticas (idade, acasalametuq,e abidticas.

3. Continuacéo da prospeccaokleeiOBPs.
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