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RESUMO

A principal caracteristica das abelhas da especie Apis mellifera L., é sua efetiva
capacidade de polinizag8o e de coleta de néctar floral, assim, desempenham papel de extrema
importancia na manutengédo da biodiversidade e no ecossistema do planeta, tendo em vista o
seu trabalho na polinizacdo de inimeras espécies florais. Com o alto indice de polinizacdo de
diferentes cultivares na agricultura global, é de extrema importancia a deteccdo e prevencao
dos inimeros agentes patoldgicos que acometem as abelhas. Um dos principais focos no
estudo da sanidade apicola é o fendbmeno chamado Desordem do Colapso das Col6nias,
caracterizado pela perda rapida e inexplicavel da populacdo adulta da colmeia, ndo sendo
encontradas abelhas mortas dentro do ninho nem ao redor das colmeias. Logo, 0 motivo desta
desordem est& possivelmente ligado a muitas varidveis como, 0 uso de pesticidas, carga de
patdgenos associados, especialmente virus, bactérias, fungos e acaros. Dentre os patdgenos
virais, destacam-se 0s virus pertencentes a superfamilia Picorna-like que conserva um
conjunto de genes que codificam a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), protease
quimiotripsina-like (3C-Pro), a superfamilia da helicase 3 (S3H) e uma proteina de ligag&o ao
genoma (chamada proteina viral - VPg). A maioria das clivagens na poliproteina viral séo
realizadas pela protease 3C viral. Além do seu papel essencial no processamento e maturacdo
da poliproteina viral, a protease 3C viral participa da regulacdo das funcdes das células
hospedeiras através da degradacdo proteolitica evitando e blogueando 0s mecanismos
antivirais, possibilitando assim a instalacdo e replicacdo do virus na célula alvo. O objetivo
deste trabalho foi identificar provaveis sitios alvo da protease 3C dos virus DWV, SBPV, e
virus do complexo KIA no conjunto de proteinas de A. mellifera e identificar grupos
funcionais superrepresentados dentro destas proteinas alvo. Para isto, identificamos na
literatura os sitios de clivagem de cada protease estudada, realizamos a busca de sequéncias
alvos da protease 3C no conjunto proteico de Apis mellifera e analisamos as sequéncias
potencialmente clivadas pela protease através da ferramenta Gene Ontology. Os resultados
obtidos para a protease do virus DWV mostraram que as func¢Bes proteicas afetadas
agregaram-se em trés grandes grupos: ligacdo a 4&cidos nucleicos, protedlise e
desenvolvimento neuronal, destacando a presenca de genes como: Apidaecina, Dachsous,
Dicer-1 e Dead-box1. Nas andlises para o SBPV, a busca resultou na formagdo de 33
agrupamentos onde destacaram-se genes como: Roundabout e Shibire. Por fim, as anélises

para o complexo KIA resultaram em 31 grupamentos onde destacaram-se genes como:



Brahma, Blue Cheese e Aurora Borealis. A correlacdo entre a funcdo de varias das proteinas
potencialmente clivadas com os sintomas da infecgdo dos virus estudados sugerem que estas
proteases clivam estas proteinas nas abelhas infectadas para facilitar o processo de infeccéo a
partir da clivagem de proteinas envolvidas em vias de sinalizacdo antiviral e, a0 mesmo
tempo, clivando outras proteinas que terminam por desencadear os sintomas de cada infeccao
viral. Estes dados poderdo auxiliar futuramente no desenvolvimento de mecanismos de
prevencdo ou tratamento da infeccdo viral em abelhas, como também na busca de mutacdes

nas sequéncias que codificam estes sitios de clivagem em abelhas sem sintomas de infecgéo.

Palavras-chave: Apis mellifera - virus - Protease 3C - proteoma



ABSTRACT

The bees of the specie Apis mellifera L. are known/characterized by their/the high
capacity for harvesting and storing pollen and nectar from flowers, they produce honey and
play a key role on the planet ecosystem as a floral biodiversity maintainer by promoting
polonization of numerous floral species. Due to its fundamental function on global
agriculture, the detection and prevention of possible pathological agents with threats the bee
health is an crucial task to beekeepers researchers. The major subject in bee research is the
unidentified suddenly vanishment of bee population from the colony. This phenomenon is
known as Colony Collapse Disorder (CCD) and it is described as an unexplained abruptly
disappearance of work bees from the colony. The possible reason for this disorder is linked to
various factors such as use of chemical pesticide, mites, bacterias, fungis and viruses. Under
the pathogenic viruses which affect bees, the Picornavirus-like superfamily has a set of
conserved genes which codify: a RNA-dependent RNA polymerase RdRp, a helicase-3 S3H
superfamily, a viral genome protein binder VPg and a protease chymotrypsin-like 3C-Pro.
The 3C-Pro has a fundamental role not only in the processing and maturation of the viral
polyprotein by cleaving it but also performs metabolism regulation on the host cell by
proteolytic degradation avoiding and blocking the antiviral mechanisms, consequently,
enabling the virus insertion and replication on the host cell. The main objective of this work
was to identify possible targets of viral protease 3C possible cleavage sites from DWV,
SBPV, and the KIA complex and aim for the functions of those proteins in the proteome of
Apis mellifera. The potential 3C protease targets sequence sites in Apis mellifera proteome
were inquired and analyzed through the online database Gene Ontology. After further
observation on DWV 3C protease targets, we observed three major group with altered
functions: DNA-Binding proteins, proteolysis and neural development. The analysis detected
the presence of the genes Apidaecina, Dachsous, Dicer-1 and Dead-box1 which functions
play fundamental role in viral infection. The genes Roundabout and Shibire were highlighted
in the query for SBPV resulting in a clusterization of 33 groups for affected proteins. Lastly,
the results for the KIA complex clustered 31 groups highlighting the genes Brahma, Blue
Cheese and Aurora Borealis. The correlation between the function of the potential cleaved
proteins with the studied symptoms of the viral infection suggest that those proteases cleave
proteins related to the antiviral cell signaling pathways in honey bees and this process would

be performed in order to facilitate the infection process and, consequently, initiating the



symptoms of each viral infection. These data would be useful on the development of
prevention mechanisms or even treatments for viral infection in honeybees as well as the

search for mutations in the sequences which encode the cleavage site in nonsymptomatic
honey bees.

Keywords: Apis mellifera - Viruses - 3C Protease — Proteome.
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1. INTRODUCAO

1.1 Abelhas

As abelhas, da espécie Apis mellifera L., se caracterizam pela sua alta capacidade de
coletar e armazenar o néctar das flores e com isso produzir mel para suprir suas necessidades
energéticas. Elas desempenham um importante papel na manutencéo da biodiversidade floral,
bem como no ecossistema do planeta, principalmente por promoverem a polinizacdo de
inimeras espécies florais. Além disso, ajudam na manutencédo e sustentabilidade de diversos
hectares de plantagdes, sendo de grande importancia para a agricultura global (Francis, 2012).
As abelhas originaram-se de vespas que deixaram seus habitos predatérios e passaram ao
aprisionamento em seus ninhos. Os primeiros individuos provavelmente apareceram
concomitantemente ao surgimento das plantas angiospermas, durante a Era terciaria do
paleocontinente Godwana, e a coevolucdo destes dois grupos esta intimamente ligada a
diversidade de formas e cores das flores, e também a producédo de néctar e polen, ao passo que
as abelhas sdo atraidas por estas caracteristicas e oferta de alimento e, em troca, agem como
um mecanismo de transferéncia de pdlen entre as plantas. Assim, provavelmente evoluiram
seu aparato bucal com a finalidade de propiciar a ingestdo de néctar para a sua nutrigéo e para
alimentar suas crias. A caracteristica morfolégica que mais difere as abelhas das vespas é o
desenvolvimento da corbicula, ou cesta de pdlen, em suas pernas traseiras, o que Ihes permite
a coleta do polen para ser levado até a colmeia onde sera armazenado (Winston, 2003).

A populagdo de cada colmeia é divida em trés castas: rainha, zangdo e operarias, e
cada colmeia pode ter aproximadamente 60.000 operarias, 400 zangdes e 1 rainha. A
determinacdo destas castas deve-se a fertilizacdo ou ndo fertilizacdo dos ovos. Quando
fertilizados, desenvolvem-se abelhas operéarias e rainha, sendo que a diferenciacdo entre as
duas se da, principalmente pelo tipo de alimentagdo e pela quantidade de alimento que
recebem. As operarias recebem alimentacdo leve e controlada, enquanto a rainha recebe
alimentacdo mais rica em nutrientes e geleia real. Estudos mostram gque a composi¢ao quimica
do alimento que as operéarias e rainha recebem, difere ndo somente nos percentuais de
acucares como, frutose e glucose, como também na presenca de pequenas porcentagens de
levedura (Kaftanoglu et al., 2011). Dos ovos ndo fertilizados, as larvas crescem e tornam-se
zangbes. O desenvolvimento de todas as abelhas passa pelos estagios de ovo, larva, pupa e
adulto. Na fase larval, cada individuo fica alojado em um alvéolo aberto onde recebem a

alimentacdo. Posteriormente, quando atingem a fase de pupa, o alvéolo e fechado para a
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metamorfose até o estdgio adulto. Estes estigios até a fase adulta, podem durar
aproximadamente, 21 dias, 16 dias e 24 dias para abelhas operérias, rainha e zangdes,
respectivamente (Winston, 2003).

Além dos beneficios da polinizacdo onde as abelhas promovem a biodiversidade floral
e manutencdo do ecossistema, pode-se desenvolver a atividade de apicultura, acarretando em
fatores positivos também no ambito social e econémico do pais, pois gera empregos e fluxo
de renda na agricultura e auxilia no desenvolvimento do homem nas atividades rurais.

No Brasil, a abelha Apis mellifera € um hibrido entre as abelhas europeias (Apis
mellifera mellifera, Apis mellifera lingustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera
carnica) com a abelha africana, Apis mellifera scutellata. Desde a década de 70 a apicultura
brasileira vem se adaptando as novas caracteristicas desse poli-hibrido. Com a criacdo da
Confederacdo Brasileira de Apicultura, em 1970, foram debatidas as dificuldades de
adaptacédo dos apicultores no manejo dessa nova raca, devido a agressividade dessas abelhas,
caracteristica herdada da raga A. scutellata, e entdo, a terminologia “abelha africanizada”
passou a ser usada para referir essa espécie. Desde entdo, muitas metodologias foram
desenvolvidas com a finalidade de ajudar os apicultores com o manejo das abelhas
africanizadas. Este foi um passo muito importante no cenario apicola brasileiro, pois as
caracteristicas dessa nova ragca, como a sua alta adaptacdo aos diversos climas e regides do
nosso pais, resisténcia e maior tolerdncia a diferentes doencas, e a alta capacidade de
enxamear, resultou no aumento da produtividade da coldnia. Assim, as abelhas africanizadas
fornecem excelentes condicBes para 0 avanco e crescimento do mercado apicola brasileiro
(Gongalves, 1974).

Atualmente, o Brasil esta na 112 posicdo do ranking mundial de paises exportadores de
mel, e estima-se que cerca de 350 mil pessoas vivam da renda da apicultura. No momento
atual, esta atividade ja gerou, até o periodo de junho de 2014 uma receita de mais de 55
milhdes de ddlares. Dados importantes que evidenciam que a receita gerada pelo primeiro
semestre deste ano ja supera 0 montante anual de 2013 totalizado em 54 milhGes de dolares
(Abemel, 2014). Essa alta produtividade € reflexo tanto da vasta biodiversidade da flora
brasileira que, possibilita a obtencdo de meis de diversas floradas, durante todos os meses do
ano, com cores, aromas e sabores unicos, como também, da alta difusdo da apicultura em
todas as regides do pais (Sabbag & Nicodemo, 2011).

Com o grande avango na apicultura e na producdo de mel, também foi preciso
aumentar e melhorar os cuidados, ndo somente na manutencdo das coldnias, mas também nos

processos subsequientes da producdo. H4 uma constante busca de novas técnicas de manejo
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dos apiérios, bem como inumeras pesquisas sendo desenvolvidas com o objetivo de melhorar
a sanidade tanto na criacdo das abelhas como na producdo do mel. Toda a aten¢do quanto a
salde dos apiarios, se deve a vasta lista de agentes patdgenos a abelhas como: acaros, fungos,
bactérias, protozoarios, entre outros agentes, que causam inumeras enfermidades as colonias,
tendo em vista a grande densidade populacional de cada colonia e consequentemente a alta
taxa de transmissdo e disseminacdo dessas doencas que terminam consequentemente
acarretando na perda destas popula¢es. Somado a isto, tem se observado nos ultimos anos,
um declinio na polinizacdo devido a reducdo na diversidade de abelhas, causa que esta
diretamente ligada ao avan¢o do desmatamento, ao uso intenso de pesticidas em culturas
agricolas, e na introducdo de espécies que competem principalmente pelos recursos florais

com as abelhas nativas (Rocha & Alencar, 2012).

1.2 Sanidade apicola e CCD (Colony Collapse Disorder)

Com o alto indice de polinizacdo de diferentes cultivares na agricultura global, é de
extrema importancia a deteccdo e prevencdo dos inimeros agentes patolégicos que acometem
as abelhas. Os organismos que podem causar danos as abelhas tem a capacidade de afetar os
individuos da colmeia em qualquer etapa das fases de desenvolvimento e, na maioria das
vezes, causando grandes quedas na produtividade pela elevacdo as taxas de mortalidade.

Um dos principais focos no estudo da sanidade apicola é o fenébmeno chamado Desordem
do Colapso das Colo6nias (conhecido pela sigla CCD, do inglés, Colony Collapse Disorder),
caracterizado pela perda répida e inexplicavel da populacdo adulta da colmeia, ndo sendo
encontradas abelhas mortas dentro do ninho nem ao redor das colmeias, e por manter-se
intacta quanto ao alimento e crias. No inverno de 2006, na costa leste dos Estados Unidos da
América, foi observada uma mortandade em larga escala de abelhas da espécie Apis mellifera
L., este cenario se repetiu nos invernos dos anos de 2007 e 2008 (Gifford, 2011). Fato
igualmente descrito nesse periodo por apicultores em diversos paises europeus. Entretanto,
perdas em larga escala de coldnias ndo € um fato novo para a apicultura, relatos evidenciam
que desde 1869 houve pelo menos dezoito episédios documentados em todo o mundo
(Vanengelsdorp et al., 2009).

As causas do CCD ainda ndo sdo especificas e sdo intensamente estudadas pela
comunidade cientifica. Em seus estudos Cox-Foster et al. (2007) constataram que agentes
patdgenos como virus, bactérias e fungos estavam presentes na grande maioria de amostras de

A. mellifera onde foram relatados casos de CCD. Logo, 0 motivo desta desordem esta
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possivelmente ligado a muitas variaveis como, o uso de pesticidas, carga de patdgenos
associados, especialmente virus, bactérias, fungos e acaros, fisiologia da abelha adulta,
deficiéncia nutricional, mudancas climaticas, apicultura migratoria, estresse imunologico,

entre outros (Francis, 2012; Vanengelsdorp et al., 2009).

1.3 Virus das abelhas

Entre os possiveis agentes ligados ao CCD, estdo os causadores de infecgdes virais. Os
virus sdo parasitas celulares obrigatérios, pois utilizam praticamente todo o maquinério da
célula hospedeira para se replicar, assim que se replicam conseguem infectar rapidamente
toda a colbnia, independentemente da fase de desenvolvimento que a abelha se encontra,
devido ao contato fisico dado pela alta densidade populacional das colmeias (Gifford, 2011;
Francis, 2012).

Doencas virais que ameagam a salde das abelhas apresentam grande ameaga a apicultura
mundial, portanto, cada vez mais sdo desenvolvidas estratégias para a identificacao,
monitoramento e estudo desses patdgenos visando previnir e conter epidemias. Cerca de vinte
e quatro espécies virais ja foram identificadas e caracterizadas em Apis mellifera L. (Miranda
et al., 2013). Os virus mais comumente observados e que se tem maior conhecimento sdo 0s
virus de RNA de fita simples (Genersch, 2010).

A maioria dos agentes virais causam sintomas visiveis de deteccdo em seu hospedeiro
guando em niveis elevados de infeccdo. Nas abelhas, a maioria dos virus persiste
naturalmente sem causar sintomas a populacdo afetada, entretando, a presenca de sintomas
visiveis € fator determinante para o diagndstico facil e robusto das doencas nos apiarios. As
desvantagens destes diagnosticos estdo relacionadas ao fato de muitos virus ndo apresentarem
sintomas visiveis; diferentes virus podem causar 0s mesmos sintomas e até mesmo o fato de
alguns virus ndo apresentarem sintomas durante todo o ciclo de vida da abelha. A transmissdo
viral apresenta diferentes caracteristicas bioldgicas, podendo ocorrer por vias: horizontal
(quando passadas via agente externo ou contato individual) e vertical (quando passada dos
pais a prole); associados a outros organismos como fungos e acaros; aos estagios de vida do
hospedeiro e também associados as esta¢des do ano (Miranda et al., 2013).

Dentre estes, destacam-se os virus Deformed wing virus (DWV), Slow bee paralysis virus
(SBPV), pertencentes a familia Iflaviridae e os virus Kashmir bee virus (KBV), Israeli acute
paralysis virus (IAPV) e Acute bee paralysis virus (ABPV), pertencentes a familia
Dicistroviridae (Baker & Schroeder, 2008).



14

O Deformed wing virus, virus deformador de asas, pode também ser encontrado em
abelhas assintomaticas. Estudos revelam que o DWV se comporta de maneira diferente em
abelhas sintomaticas e assintomaticas. Nas que apresentam sintomas visiveis 0 virus esta
totalmente presente no corpo do inseto: cabeca, tronco e abdémen. Entretanto, nas abelhas
sem sintomas de asas deformadas, o virus foi identificado nas por¢des do térax e abdémen,
mas nunca na cabeca (Yue & Genersch, 2005). Somando-se a isto, pesquisas mostram que a
replicacdo desse virus aumenta nos meses compreendidos entre a primavera e 0 outono,
estabelecendo-se tanto em abelhas adultas quanto em pupas. O virus DWV também infecta e
se replica em &caros parasitas, como o Varroa destructor, implicando ser este um possivel
vetor de transmissdo do DWYV as abelhas (Boncristiani et al., 2009; Tentcheva et al.,2004).

O Slow bee paralysis virus, descoberto no ano de 1974 na Inglaterra, é largamente
encontrado como patdgeno de Apis mellifera, levando a um quadro de paralisia dos dois pares
de patas anteriores das abelhas, por volta de 10 dias ap6s 0 seu contégio. Por ser também
identificado em larvas e pupas, além das abelhas adultas, sua dispersdo estd intimamente
associada ao acaro Varroa destructor tornando uma doenca agressiva e elevando as taxas de
mortalidade da populacdo da colméia (Miranda et al., 2010a).

Os virus Kashmir bee virus, Acute paralysis virus e Israeli paralysis virus, sdo analisados
como um grupamento denominado Complexo KIA. Amplamente distribuidos pelo mundo e
fortemente associados ao fenémeno do CCD, suas patologias em niveis baixos de
contaminacdo ndo demonstram sintomas visuais nas coldnias afetadas porém, em altas taxas
de contaminacédo por ABPV ou IAPV, as abelhas adultas infectadas morrem poucos dias apds
a infeccdo, e em fase larval o patdgeno compromete o desenvolvimento da larva acarretando a
altos niveis de mortalidade na coldnia. Considerando a alta viruléncia destes virus, e por
estarem igualmente associados ao Varroa destructor, esse acaro se torna um poderoso vetor

na transmissao deste agente viral ( Miranda et al., 2013; Boncristiani et al., 2009).

1.4 Protease 3C

A superfamilia dos virus picorna-like € em particular caracterizada pela conservagdo
parcial de um conjunto de genes que codificam a RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), protease quimiotripsina-like (3C-Pro), a superfamilia da helicase 3 (S3H) e uma
proteina de ligacdo ao genoma (chamada proteina viral - VPg) (Koonin et al., 2008). A
maioria das clivagens na poliproteina viral sdo realizadas pela protease 3C viral, que é uma

enzima cisteina-like (Arnold et al., 1987). Além do seu papel essencial no processamento e
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maturacdo da poliproteina viral, a protease 3C viral participa da regulacdo das funcdes das
células hospedeiras através da degradacéo proteolitica evitando e bloqueando os mecanismos
antivirais, possibilitando assim a instalacéo e replicacéo do virus na célula alvo, processo bem
descrito para Rhinovirus (Porter, 1993; Amineva et al., 2004; Wang & Chen, 2007).

Dentre os virus que infectam as abelhas, DWV, VDV, Kakugo, SBPV, IAPV, KBV e
ABPV tem seus sitios de clivagem mapeados. Lanzi et al. (2006), em suas pesquisas,
identificaram os sitios de clivagem da protease 3C no genoma do virus DWV, conforme

Figura 1.

Figura 1 - Mapa demonstrando os sitios de clivagem pela 3C protease no genoma do DWV

| «sonpsyaaserFFvT |

A === ]
e — 72 ) -

L-protein| * helicase VPg 3C RdRP

304 467 28.7 | Theoretical mw (kDa)
32 44 28 | Estimated mw (kDa)

Fonte: Adaptado de Lanzi et al. (2006).

Em estudos posteriores, Miranda et al. (2010a) identificaram os sitios de clivagem da

protease 3C no genoma dos virus do complexo KIA, conforme Figura 2.
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Figura 2 - Esquema demonstrando a organizagdo do genoma do complexo KIA, indicando os
sitios de clivagem da protease 3C
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Fonte: Adaptado de Miranda et al., (2010a).

E, em pesquisas similares, Miranda et al. (2010b) identificaram os sitios de clivagem

pela protease 3C no genoma do Slow bee paralysis virus, esquematizado na Figura 3.

Figura 3 - Mapa genémico do virus SBPV, evidenciando os sitio de clivagem da protease 3C
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Fonte: Adaptado de Miranda et al., (2010Db).

A identificacdo dos sitios de clivagem da protease 3C nos diferentes genomas virais,
possibilita o entendimento da biologia viral a partir da clivagem da sua poliproteina e, por
outro lado, permitiria a identificagdo e o conhecimento funcional de proteinas do hospedeiro
que séo alvo de clivagem potenciais pelas proteases destes virus, influenciando o mecanismo
de infeccdo da célula hospedeira. Neste trabalho, foi analisado o proteoma de Apis mellifera
na procura de alvos potencias das proteases 3C dos virus Deformed wing virus, Slow bee
paralysis virus, e os virus do complexo KIA (Kashmir bee virus, Israeli acute paralysis virus

e Acute bee paralysis virus).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar proteinas de A. mellifera potencialmente clivadas pelos virus que as

infectam.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar as proteinas de A. mellifera potencialmente clivadas pela protease 3C do
virus DWV;

e Identificar as proteinas de A. mellifera potencialmente clivadas pela protease 3C do
virus SBPV;

e Identificar as proteinas de A. mellifera potencialmente clivadas pela protease 3C do
complexo viral KIA,;

e [dentificar grupos funcionais entre as proteinas potencialmente clivadas pelas
proteinases 3C dos diferentes virus.

3. METODOLOGIA

3.1 Identificacdo dos sitios

Para a identificacdo dos sitios de clivagem reconhecidos pela protease 3C do
Deformed wing virus (DWV), foi seguido o trabalho de Lanzi et al. (2006). Dos sitios
identificados pelo autor, utilizamos os sitios: AKPE, AIPE, AVPE e AFPE.

Para a identificacdo dos sitios de clivagem reconhecidos pela protease 3C do Slow bee
paralysis virus (SBPV) e dos sitios de clivagem reconhecidos pela protease 3C dos virus do
complexo KIA, foram usados os trabalho de Miranda et al. (2010a;b), respectivamente. Para
0 SBPV, dos sitios identificados pelo autor, utilizamos os sitios: AQPE, ALPE, AEPE,
AMPE e ALPPE. Por fim, para o complexo KIA, dos sitios identificados pelo autor,
utilizamos os sitios: VLQM, VVQM, VIQM, VTQM, VKQM, VFQM, VMQM e VNQM.
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3.2 Busca de sequéncias alvos da protease 3C no proteoma de Apis mellifera

O proteoma da Apis mellifera foi obtido a partir do banco de dados online NCBI
(National Center of Biotechnology Information) em 2013. O proteoma foi submetido ao
software BioEdit e entdo foi realizada a busca manual de cada sitio. A partir disto, foi anotado
0 cadigo de cada proteina onde encontrava-se o sitio em questéo.

3.3 Analise das sequéncias potencialmente clivadas pela protease 3C com a ferramenta

Gene Ontology.

A partir da obtencdo dos codigos, foi realizada a identificacdo de cada proteina
utilizando o banco de dados online Uniprot (2014). Em seguida, os dados foram submetidos a
analise no banco de dados Gene Ontology, para o reconhecimento da funcdo de cada
proteina. Quando a proteina ndo era identificada, foi realizado BLASTp com organismo de
referéncia para a busca, a Drosophila melanogaster, pois o banco de dados para Apis
mellifera do Gene Ontology encontra-se defasado.

Sendo assim, as anotacfes dos cddigos das proteinas resultaram na obtencdo dos
grupos de genes referentes as proteinas identificadas, com suas respectivas anotacGes
funcionais. O fluxograma do processo metodoldgico pode ser visto a seguir na figura 4.



Figura 4 — Modelo esquemético da metodologia utilizada
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DWV

Nas anélises dos sitios destacou-se fortemente a presenca de diferentes membros da
familia de peptideos Apidaecina, proteina caracteristica do proteoma de Apis mellifera. Estes
peptideos encontram-se presente na hemolinfa e desempenham atividade antimicrobiana
principalmente em resposta a infeccGes por bactérias gram-negativas (Li et al., 2006). Ainda
ndo foram relatados estudos evidenciando uma correlacdo entre o virus DWV e algum
patdgeno bacteriano de abelhas, entretanto a clivagem deste sitio provavelmente se da como
uma estratégia viral em moldar o ambiente celular do hospedeiro a fim de torna-lo mais
suscetivel a doenca.

A andlise dos dados através da ferramenta Gene Ontology (GO) mostrou que as
funcBes proteicas afetadas congregam-se em 3 grandes grupos: ligacdo a &cidos nucleicos,
protedlise e desenvolvimento neuronal. Neste destacaram-se genes fundamentalmente
responsaveis por morfogénese; desenvolvimento e organizacdo celular; desenvolvimento e
morfogénese neuronal. Como exemplo, pode-se citar o gene Dachsous, responsavel pela
codificacdo de uma proteina transmembrana, que atua na polarizacdo celular e também por
um segundo tipo de polarizacdo, em células epiteliais, conhecido como polarizacdo planar
como foi relatado por Thomas & Strutt (2012) em suas pesquisas. Mutacbes neste gene
resultam em defeitos na morfogénese dos tecidos do torax, asas e pernas (Rodriguez, 2004).

No grupo caracterizado por cluster de genes que desempenham funcdes de ligacéo a
acidos nucleicos aparecem: ligacdo de ATP, ligacdo a adenil ribonucleotideo, ligacdo a
ribonucleotideo purinico, ligacdo a nucleotideo, ligacdo a ribonucleotideo; ligagédo a ion zinco,
ligagdo a ion metalico de transicdo, ligacdo a cation, entre outros. Neste grupo destacamos o
gene Dicer-1, as proteinas codificadas por esse gene possuem atividade de RNAse sendo
responsaveis pela clivagem e producdo de pequenos RNAs. A proteina Dicer € essencial nos
processos de RNA interferéncia que é capaz de degradar moléculas RNA mensageiro,
assumindo papel importante como mediadora da resposta antiviral citoplasmatica (MacKay et
al., 2014). Neste cluster também se destaca a presenca do gene Dead-box-1, que codifica
proteinas responsaveis na participacdo na maioria dos processos de metabolismo do RNA,
agindo como RNAses ou RNA disruptases (proteinas que desfazem interacdes RNA-proteina)

atuando tanto em processos enzimaticos de ligacdo a RNA, ATPase, atividade de anelamento
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e desanelamento, como na atuacdo em processos bioldgicos de transcri¢do, splicing, sintese
ribossomal, entre outros (Cordin, et al., 2006).

Todos os grupos corroboram a ideia de que o DWV na infeccdo do patdgeno, utiliza
das mais variadas ferramentas para replicacdo na célula hospedeira evitando mecanismos
antivirais e também intervém em processos bioldgicos importantes no desenvolvimento da
abelha. Este ultimo dado € de extrema importancia, pois além da preocupacdo na infeccéo
deste virus pelos problemas no desenvolvimento das abelhas, este também poderia contribuir
na infeccdo com outros patdgenos imunossuprimindo os individuos infectados. Um exemplo
dos efeitos deletérios deste virus é o caso da entrada de uma nova variante do virus na Ilha
Oahu, do complexo de ilhas de Hawaii, no ano de 2007. Este evento foi devastador para 0s
apicultores da ilha que perderam 65% das suas colmeias (Martin et al., 2012).

As tabelas com os resultados das anéalises de cada cluster, a partir do software on line
DAVID (Huang et al., 2009) estdo em anexo.

4.2 SBPV

Para o Slow bee paralysis virus, identificaram-se 33 clusters. Destacando-se 0s
agrupamentos: divisdo celular, ligacdo nucleotidica, morfogénese epitelial, regulacdo da
transcricdo, desenvolvimento glandular exdcrino, desenvolvimento do gameta masculino,
atividade cinase, morfogénese neuronal, metamorfose, sinalizacdo celular, morfogénese do
olho, morfogénese do instar larval e pupal. Nestes grupamentos destacamos a familia de
genes Roundabout (ROBO) que desempenham papéis na orientacdo do axénio. Cada membro
dessa familia tem um grau de envolvimento diferente que, além da disposicdo e orientacdo
dos axobnios, também desempenha funcdo na regulacdo do crescimento traqueal e na
orientacdo da migracdo de mioblastos. As proteinas desta familia desenvolvem funcdo de
ligacdo proteica a sitios como da tirosina cinase e também na interacdo com proteinas de
ativacdo da GTPase havendo algumas evidencias de que estas proteinas podem funcionar, in
vivo, como moléculas de adesédo celular para promover o crescimento axénico (Parsons et al.,
2003).

No grupamento de desenvolvimento glandular exdcrino, destaca-se o gene Shibire
(shi) que em Drosophila codifica a proteina GTPase dinamina, a qual participa na formacao
de vesiculas tanto nas membranas celulares quanto no complexo de Golgi, estando assim
envolvida nos processos de endocitoses e é essencial no processo de reciclagem de vesiculas

sinapticas (Kitamoto, 2001). Em suas pesquisas, Inada et al. (2011), evidenciou que a
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modulagdo na expressdo deste gene, por temperatura, resulta em defeitos mutagénicos nas
larvas levando a deformidades, paralisia e problemas na atividade locomotora.

Tais grupos proteicos alvos de clivagem da protease 3C colaboram com as evidéncia
da sintomatologia mais comum visualizada em abelhas com esse virus, a paralisia dos
primeiros pares de patas e uma letargia constante.

As tabelas com os resultados das andlises de cada cluster, a partir do software on line
DAVID (Huang et al., 2009) estdo em anexo.

4.3 Complexo KIA

Para o complexo KIA, através do Gene Ontology foram identificados 31 clusters.
Dentre os agrupamentos de genes conforme a fungdo, destacam-se: grupo de ligacéo
nucleotidica, oogénese, localizacdo e transporte de proteinas, regulacdo celular, atividade
ATPase, atividade helicase, regulacdo positiva do metabolismo celular, desenvolvimento
celular do ovério, ankirin, ligacdo com tubulina, regulacdo e modificacdo da cromatina,
atividade cinase, WD40, morfogénese celular, desenvolvimento epitelial, fibronectina,
fagocitose, processamento de RNA mensageiro, divisdo celular, segmentacdo da blastoderme,
proteolise, atividade motora, transmissao sinaptica, metamorfose, atividade GTPase, atividade
peptidase. Foram identificados genes envolvidos em desenolvimento muscular e neuronal,
como o gene Brahma que é responsavel pela codificacdo do complexo proteico Brahma e, em
Drosophila, é encarregado na organizacdo do nucleossomo desempenhando papel no
desenvolvimento bioldgico das asas, controle do ciclo celular, autorenovacdo da células
tronco do sistema neural e proliferacdo das células tronco intestinais (Shi et al., 2014).
Evidenciou-se também, a presenca do gene Blue cheese, gene envolvido em processos
bioldgicos de transporte lisossomal, determinacdo da vida 0til adulta, regulacdo de
ubiquitinizacdo protéica, regulacdo da organizacdo sinaptica e também em componentes
celulares como na juncdo muscular, ativacdo da zona pré-sinaptica entre outras (Finley et al.,
2003). Nos processos de divisdo celular, podemos citar o gene Aurora Borealis, envolvido na
ativacdo da proteina Aurora A cinase, que estd ligada a maturacdo dos centrdmeros e
localizacdo de proteinas nos processos mitéticos (Seki et al., 2008).

Com base nesses grupos de genes, podemos compreender algumas lacunas existentes
quanto aos sintomas desse complexo de virus. O virus Kashmir ndo apresenta uma descri¢ao

geral dos seus sintomas, sendo muitas vezes ndo identificado visualmente; porém, ha relatos
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de que muitas abelhas ndo conseguem chegar a fase adulta, 0 que pode ser explicado pela
clivagem de proteinas que pertencem ao grupo de genes relacionados a morfogénese celular e
desenvolvimento da blastoderme. Os virus israelita e da paralisia aguda tem como
sintomatologia a perda do controle dos movimentos da abelha, o que pode ser compreendido
pela clivagem de proteinas pertencentes ao grupo de genes com fungdo motora e transmisséo
sinaptica.

As tabelas com os resultados das analises de cada cluster, a partir do software on line
DAVID (Huang et al., 2009) estdo em anexo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo, foi possivel realizar uma andlise dos sitios alvo de clivagem da
protease 3C viral dos virus que infectam abelhas. A partir dessa indentificacdo, pode-se inferir
que estas proteases clivam proteinas do hospedeiro que possuem as mesmas sequéncias de
reconhecimento, e desta forma, a evolucdo poderia ter selecionados sitios de clivagens que
afetem proteinas envolvidas nos mecanismos antivirais fazendo da protease 3C ndo apenas
uma ferramenta para a clivagem da sua poliproteina, como também uma ferramenta para
facilitar a infecgé@o no seu hospedeiro.

Como perspectivas futuras, este estudo possibilita uma gama de novas pesquisas na
busca de entender o mecanismo de modulacdo desta protease na clivagem dos sitios. Visando
compreender estas interacdes, os dados obtidos nestas analises deverdo ser comprovados em
atividades experimentais, pois esses sitios alvo sdo proteinas que desempenham funcGes
correspondentes a alguns sintomas dos virus estudados e poderdo ser usadas como alvo para o

desenvolvimento de alternativas antivirais para o tratamento das abelhas.
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ANEXOS

1. DWV

Figura 1: Clusters formados a partir das analises funcionais no Gene Ontology.
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GOTERM_B2_FAT gall morphogenasic Bl = 4 4 2753 10001764 13E1 mm(8)
GOTERM_B2_FAT  gellylar comporant morphogenesis RI & & & 5187837 1000 2864 11E1 =10

Fold Genes not in

" Enrichment Group

INTERPRC Proten inase, core RT = 5 6 216 10196 83,3 9,667 3.1E1
GOTERM_BP_FAT  proten aming acid phogphorviation RY mm 5 6 259 7937 83,3 1,166 2561
GOTERM_MF_FAT  ATP hendi RY 6 6 748 7918 1000 7,4E-6 8.8E0 -7)
GOTERM_MF_FAT  agdanyl ribonydectide binding BRI = 6 6 750 7918 100,0 7,56-6 8.8E0 - (7)
GOTERM_ME_FAT tean kin it RT == 5 6 283 7518 83,3 7866 1561 a(y)
GOTERM_BP_FAT  ghosphorviation RY == 5 6 425 7937 833 81E-6 1.5E1 wl(2)
GOTERM_MF_FAT  adanyl ryclsctids binding RT 6 6 812 7918 1000 1,1E-5 8.1€0 - ()
GOTERM_MF_FAT  punne nudieoside binding RY § 6 817 7918 1000 1,26-5 8.1E0 - (5)
GOTERM_MF_FAT dagg: n RY § 6 824 7918 1000 1,26-S 8.0E0 — (%)
GOTERM_MF_FAT  pyrine ribenyclectida binding RT s 6 6 923 7918 100,0 2,1E-5 7.1E0 —
GOTERM_MF_FAT  ribonuclectide binding RY - § 6 923 7918 1000 2,185 7.1E0 — (5)
GOTERM_BP_FAT  phosphate matabolic procase RT 5 & 551 7937 833 2,365 1.281 -
GOTERM_BP_FAT b lig proca RI = 5 6 551 7937 83,3 2,36-5 1.261 -(4)
GOTERM_MF_FAT  punine nucisotide binding RY - § 6 $8% 7918 1000 3,06-5 6.7E0 — (11)
INTERPRO Sennethreonins protein inase, active ste Rl = B 6 156 10155 66,7 34E-S 3.3E:

INTERPRO J i in - (1™ 4 6 168 10195 66,7 4,365 3.0E1
GOTERM_ME_FAT  nudeobde binding RY 5 § 1206 7918 100,0 8,16-5 S5.5€0 —(13)
SP_PIR_KEYWCRDS {ransferace R = 5 6 873 12980 83,3 9,66-5 9.9E0 -(5)
GOTERM_MF_FAT  profain genna/thraomna kinase activity RI = & 6 203 7918 66,7 1,66-4 2.0E1 ull)
INTERPRO Senne/threonine protein kinase RY - 3 6 112 10196 50,0 1,26-3 3061

SMART K RT = 3 6 112 4824 SO0 3,163 1.7E%
SP_PIR_KEYWORDS a1p-binding RT = 3 6 585 12980 50,0 1,9E-2 7.4E0 -(4)
SP_PIR_KEYWOARDS nudeobide-binding RY = 3 6 743 12980 50,0 2562 S5.860 - (5)
SP_PIR_KEYWORDS gerina/threcnina-protein kinase Rl = 2 6 148 12980 33,3 S.&E-2 1.5E1
GOTERM_SP_FAT  gall aghegion RT & 2 6 174 7937 33,3 85€-2 9.1E0 -(4)
INTERPRO Protem ionase, ATP binding ste Rl & 2 6 182 10156 33,3 862 9.380
GOTERM_BP_FAT  bickogical adbesion Rl & 2 6 188 7937 33,3 9,1E-2 8.4E0 -(e)
GOTERM_MF_FAY  ginc man binding RY = 4 4 1026 7518 100,0 2,26-3 S.8E0 -(3)
GOTERM_MF_FAT  fransition metal ion binding RI &= 4 4 1354 7918 1000 5,08-3 4480 - (%)
GOTERM_MF_FAY  metal jor binding RI = 4 4 31718 7518 100,0 1,08-2 3.560 — (12
GOTERM_MF_FAT  cation binding RI == 4 4 1764 7918 1000 1,16-2 3.480 — 12)
GOTERM_MZ_FAT oo binds RY = 4 4 1772 7518 100,0 1,16-2 3480 — (13)
GOTERM_MF_FAT  gxcoactidace activity Rl m 2 4 106 7518 500 4,062 1561
GOTERM_ME_FAT i v RI = 2 4 168 7918 $0,0 6,26-2 .26

INTERPRO Zing finger, C2H2-tvpe Rl m 2 4 320 10196 50,0 §,1E-2 8.080
GOTERM_BP_FAT  protechysis RI & 2 & 731 7937 SO0 9,262 S.4E0 -4

Fonte: Clarissa Barcelos



29

2. SBPV

Figura 2: Clusters formados a partir das analises funcionais no Gene Ontology.

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 1.95 _Value% Benjamini
GOTERM_CC_FAT microtubule cytoskeleton RT — 8 3.1E-3 3.5E-1
GOTERM_CC_FAT cytoskeletal part RT — g 1.36-2 6.0E-1
GOTERM_CC_FAT cytoskeleton RT — g 3.56-2 7.1E-1

Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 1.61

i3 2.3E-3 1.1E-1

SP_PIR_KEYWORDS nucleotide-binding RT m—
GOTERM_MF_FAT purine nuclectide binding RT — 15 2.7E-2 1.0E0
GOTERM_MF_FAT ribonucleotide binding RT — 14 3.56-2 9.7E-1
GOTERM_MF_FAT purine ribonuclectide binding RT m— 14 3.56-2 9.7E-1
Annotation Cluster 3 Enrichment Score: 1.1 i Count | P_Value | Benjamini
SP_PIR_KEYWORDS cell cycle RT - 4 2.3E-2 2.7E-1
SP_PIR_KEYWORDS mitosis RT - 3 4,1E-2 3.6E-1
SP_PIR_KEYWORDS cell division RT - 3 5.86-2 3.9E-1
Annotation Cluster 5 Enrichment Score: 0.95 o R e — |
5P_FIR_KEYWORDS sto-binding RT — 3 3.1E-2 3.2E-1
Annotation Cluster & Enrichment Score: 0.95 { Count : P_Value Benjamini
GOTERM_EP_FAT morphogenesis of an epithelium RT - o 5.8E-2 G9.5E-1
Annotation Cluster 7 Enrichment Score: 0.92 | Count | P_Value  Benjamini
INTERFRQ Immunealebulin-like fold RT - 4 5.0E-2 5.8E-1
INTERFRQ Immunealebulin I-set RT ™ 3 6.1E-2 5.7E-1
Annotation Cluster 8 Enrichment Score: 0.85 i Count | P_Value ; Benjamini
5P_FIR_KEYWORDS transcription regulation RT 9.8E-2 4.4E-1
Annotafion Cluster 9 Enrichment Score: 0.84 | Count | P_Value | Benjamini
GOTERM_EF_FAT salivary gland development RT - 4 5.4E-2 9.5E-1
GOTERM_BEP_FAT exocrine system development RT - 4 5.4E-2 9.3E-1
Annotation Cluster 10 Enrichment Score: 0.82 ! Count | P_Value! Benjamin
GOTERM_MF_FAT microtubule moter activity ET = ;] 7.7E-2 8.3E-1
Annotation Cluster 11 Enrichment Score: 0.3  Count | P_Value | Benjamini
GOTERM_BP_FAT dter:tllc-n of 5t|r|ju|u5 invelved in RT - 3 S8E2 1.0ED

Annotation Cluster 12 Enrichment Score: 0.8 ! Count | P_Value | Benjamini

4 7.1E-2 3.8E-1

SP_PIR_KEYWORDS ato-binding RT
Annofation Cluster 15 Enrichment Score: 0.61 i Count | P_Value' Benjamini
SP_PIR_KEYWORDS zerine/threonine-orotein kinaze RT - 4 £.7E-2 4.0F-1
UP_SEG_FEATURE binding site:ATP RI = 4 7.7E-2  9.9E-1
Annotafion Cluster 16 Enrichment Score: 0.56
GOTERM_BF_FAT dendrite morphogenesis RI = 4
L/ GOTERM_EF_FAT dendrite development RT = 4

Annofation Cluster 13 Enrichment Score: 0.52

8.7E-2 7.3E1

[=4]

|| GOTERM_CC_FAT nucleoplasm RT

Fonte: Clarissa Barcelos



3. Complexo KIA

Figura 3: Clusters formados a partir das analises funcionais no Gene Ontology.

Annotaion Chuster 1
$P_PIR_KEYWORDS
SP_PIR_KEYVIORDS
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT

Enrichment Score: 4.08
nuclectide-binding
ato-binding
purine nuclectide binding
ribooy indin
purine rivonuclectide binding
nucleotide binding

vl o tide Dindin
ring nuclaogide dindin
nucleoside binding
ATP binding
adenyl nbonucleotide binding
ATP: vi

ATPase activity, coupled

Count | P_Value | Benjamini

19
16
22
21
a1
24
15
19
19
18

3.86-5
1.4E-5
2.385
2,56-5
2.96-5
4.7E-5
6.2E-5
6.7E-5
7.3E-5
1.7E-5
7.96-3
7.9E-3
1.26-2

4384
8.06-4
4.3E-3
2,863
2.86-3
3.0€-3
3.06-3
2.66-3
2.4E-3
2,183
1.96-3
1.4E-1
1.9E-1

Annotation Cluster 2
5P_PIR_KEYWORDS

GOTERN_BR_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_EP_FAT
SP_FIR_KEYWORDS
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_EP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERN_BR_FAT

GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
SP_PIR_KEYV/ORDS
GOTERM_BP_FAT

Annotation Gluster 3
GOTERM_BP_FAT

SP_PIR_KEYWORDS

Enrichment Score: 2. 45

cyvtoplasm

ovarizn follicle cell development
female gamete generation

gamete generation

phosphoprotain

sexual reproduction

repreductive cellular process
reproductive developmental process

multicellular organism repreduction

raproductive process in a multicellular
grganism

oogenssis

chorion-containing eggshell formation
zogshell formaticn
develepmental pretein

germ cell development
Enrichment Score: 2 16

protein localization
protein transport

RT
RT
RT
RT
RT

ol U 1IN | (L (O IR
.
[ 5]

nl ||
-
[ 5]

1.0E-3
1.2E-3
1.2E-3
L.4E-3
1.7E-2
1.8E-3
2.0E-3
2.2E3
2.1E2
3.1E-3
3.0E3
B.BE-3
7.1E2
272
1.3E-1

| P_Value | Benjamini

2.8E-4
2.7E-3

2.3E-2
HN
2.7E1
Z2.4E-1
.22
2.4E-1
2.2E-1
1.59E-1
2.1E-1
2.1E-1
Z.1E1
2.3E-1
2.3E-1
2451
7.8E-1

1.86-1

7.8E2

Fonte: Clarissa Barcelos
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Figura 4: Clusters formados a partir das analises funcionais no Gene Ontology.

31

Annofation Cluster 5
SP_FIR_KEYWORDS

GOTERM_MF_FAT

Annciation Cluster &
GOTERM_MF_FAT
INTERPRO

INTERPRO
INTERPRO

SMART

SMART
GOTERM_MF_FAT
GOTERM_MF_FAT
SP_PIR_KEYWORDS
INTERPRO

GOTERM_MF_FAT

Annotation Cluster 7
GOTERM_BEP_FAT

SP_PIR_KEYWORDS
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_EP_FAT

GOTERM_BP_FAT

Annotation Cluster 8
GOTERM_EP_FAT

GOTERM_EP_FAT
GOTERM_EP_FAT
GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT

Annotation Cluster 10
GOTERM_MF_FAT

Annofation Cluster 11
GOTERM_BF_FAT

GOTERM_BP_FAT
GOTERM_BP_FAT
SP_PIR_KEYWORDS

Annotation Cluster 12
SP_PIR_KEYWOQRDS

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_MF_FAT

INTERPRO
INTERPRO
5P_PIR_KEYWORDS
GOTERW_EP_FAT
SMART

Ennchment Score:
atg-binding
ATHass activity
Enrichment Score: 1.9

helicaze activity

Helicase, superfamily 1 and 2, ATE-
binding

CEAD-like helicase, N-terminal
DHA/RNA helicase, C-terminal
DEXDc

HELICe

ATPase activity

ATPase activity, coupled

helicase

CHARNA helicase, DEAD/DEAH box
tyoe, N-terminal

RNA helicase activity
Enrichment Score: 1.81

positive requlation of melecular
function

kinz=z=
regulstion of transferase activity
requlation of protein kinase ackivity

regulstion of kinase activity

intracellular signaling cascade

Enrichment Score: 1.72

ovarian follicle cell development

actin cytoskelston organization

actin filament-bazed process

chorion-containing eagshell farmation
zagshell farmation
Enrichment Score: 1.42

micretubule binding
Enrichment Score: 1.3

chromosome oroanization

chromatin organization

chromatin remedeling

chrematin reaulater
Enrichment Score: 1.24

kinase

cell arowth

protein kinase activity

Protein kinase, ATE binding site

Sering/threcnine protsin kinass

caring/threcnina=-protein kinasa

intraczllulzr zignaling cascads
5 TKc

RT
RT

RT
RT

RT

o

EO T Y

7.9E-3 1.4E1

P_Value ; Benjamini

1.8E-3 4.1E-2

2.9E-3 Z2.7E-1

3.2E-3 Z2.1E-1
3.4E-3 1.7E-1
5.8E3 S FEH
8.1E-2 1.0E-1
7.89E-3 1.4E-1
1.2E-2 1.9E-1
1.7E-2 1.BE-1

4.8E-2 6.6E-1

6.1E-2 5.2E-1

P_Value | Benjamini

2.6E-3 2.0E-1

2.963 6.2E2
7.96-2 2.2E-1
7.96-3 2.3E-1
703 2.3E1

9.1E-2 6.6E-1

1.263 3.7E1
5.8E-3 2.6E-1
593 2.5E1
6.8E-3 2.3E-1
7.1E-3 2.3E-1

F_Value : Benjamini

9.4E-2 8.6E-1

P_Value : Benjamini

7.3E-3  2.3E-1

4.8E-2  4.BE-1
S.8E-2 O0.1E-1
7.6E-2 3.8F-1

3.9E-3 B.ZE-Z
6.7E-3 2.4E-1
8.2E6-3 1.4E1
6.1E-2 6.5E-1
6.3E-2 6.4E-1
8.8E-2 4.1F-1
2.1E2 G.GE-1

S.5E-2 7.5E-1

Fonte: Clarissa Barcelos
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Figura 5: Clusters formados a partir das analises funcionais no Gene Ontology.

-

Annotstion Cluster 13 ! Count | P_Valus | Benjamini
INTERPRO WD r=p=at BT - 5 6.6E-2 53E-1
INTERPRO W40V repeat-like BT ; 5 7.4E-2 B.5E-1
OOTERM_EF_FAT muscls argan develapment RT = 5 5323 2.5l
GOTERM_EF_FAT neuran devalagment RT - H 5453 L4E
GOTERM_EF_FAT neuran prajectian marghogenssis BT == E TEED IR
OOTERM_EF_FAT cellular companant marphogenasis ET — 1 2083 2221
SOTERM_EF_FAT neuran projsctian development ET = g 2053 211
GOTERM_EP_FAT el marphogenssks Imvahead In n=uran = = FRER

diffrentiatian L — E 2AEE S
OOTERM_EF_FAT awon stz lan ET = 3 2083 2281
Annotation Cluster 15 Enrichment Score: 1.07
GOTERM_BF_FAT ovarian follicle cell develooment RT - 2 1.2E-3  3.7E-1
GOTERM_BF_FAT intracellular signaling cascads RT - 5 3,1E-2 6.6E-1
Annotation Cluster 16 Enrichment Score: 1.05 ¢ Count | P_Value | Benjamini
INTERPRO Fibronectin, type I1I-like fold RT - kK 5.6E-2 6.5E-1
INTERPRO Fibronectin, type 111 RT ™~ 3 9.6E-2 7.1E-1

Annofation Cluster 17 Enrichment Score: 1
GOTERM_BP_FAT vesicle-mediated transport RT

| Count | P_Value Benjamini

i0 3953 2.1E1

Annotation Cluster 13 Enrichment Score: 0.33 | Count | P_Value: Benjamini

g T.3E3 2.3E1

| GOTERM_BF_FAT chromeseme organization RT

Annotation Cluster 20 Enrichment Score: 0.72 | Count i P_Value | Benjamini
GOTERM_BEF_FAT cell division RT 5.0E-2 Z2.4E-1

Annotation Cluster 21 Enrichment Score: 0.69

i Count | P_Value ;| Benjamini

GOTERM_BEP_FAT regicnalizaticn RT - g8 7.2E-2  6.0E-1
GOTERM_BP_FAT pattern specification process RT - ] 5.0E-2 &.7E-1
Annotafion Cluster 22 Enrichment Score: 0.63 { Count i P_Value ! Banjamini
§F_FIR_KEYVWORDS ubl comjugation pathway RT ] 4 3262 22E-1
Annotation Cluster 27 Enrichment Score: (.48 Count : P Value | Benjamini
GOTERM_CC_FAT endomembrane system RT = §  7.082 1.080

Fonte: Clarissa Barcelos



