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“O que conhecemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano”
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Resumo

As peçonhas dos himenópteros contêm uma mistura complexa de potentes

substâncias bioativas, as quais possuem potenciais aplicações biotecnológicas. As

peçonhas de formigas são compostas por ácido fórmico, alcalóides, aminas

biogênicas, enzimas, hidrocarbonetos, peptídeos, polipeptídeos e proteínas. Esses

componentes apresentam propriedades com atividade antifúngica, antiparasitária,

antimicrobiana, antiviral, fosfolipásica, citolítica e neurotóxica. A peçonha da espécie

Odontomachus chelifer, uma formiga carnívora, foi investigada neste estudo de

forma inédita. O. chelifer é uma formiga carnívora, com hábitos noturnos, grandes

que possuem um corpo anatômico característico da sua espécie, apresentando uma

mandíbula robusta. Sua picada causa dor aguda e intensa, coceira prolongada e

queimação. Neste estudo, investigamos, usando técnicas in silico, os peptídeos que

compõem um suposto arsenal antimicrobiano da glândula de peçonha da formiga

neotropical Odontomachus chelifer. Com base nos transcritos do corpo e da

glândula de peçonha desse inseto, foi possível determinar o secretoma da glândula,

que continha cerca de 1.022 peptídeos com supostos peptídeos sinalizadores. A

maioria desses peptídeos (75,5%) era desconhecida, não correspondendo a

nenhum banco de dados de referência, motivando-nos a extrair informações

funcionais por meio de técnicas baseadas em análise de dados automatizados.

Utilizamos metodologias complementares como dados transcriptômicos, extração e

sequenciamento de RNA, sequenciamento e montagem De Novo; para

investigarmos a existência de peptídeos antimicrobianos (PAMs) na glândula de

peçonha de O. chelifer, encontrando 112 candidatos não redundantes. Os PAMs

foram submetidos as ferramentas online de bioinformática (AI4AMP, AMPlify, AMP

Scanner v2, amPEPpy, Macrel v.1.2.0, UNIPROT versão 2022_05, CPAMR3,

CAMPSign, Blastp) e o banco de dados NCBI. Os PAMs candidatos são mais

globulares e hemolíticos do que os peptídeos restantes no secretoma. Há

evidências de transcrição para 97% dos candidatos a PAM no mesmo gênero de

formigas, com um deles também verificado como traduzido, apoiando assim nossos

achados. A maioria dessas sequências com potencial antimicrobiano (94,8%)

correspondeu a transcrições do corpo da formiga, indicando seu papel não apenas

como toxinas da peçonha.
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Abstract

Hymenopteran venoms contain a complex mixture of potent bioactive substances,

which have potential biotechnological applications. Ant venoms are composed of

formic acid, alkaloids, biogenic amines, enzymes, hydrocarbons, peptides,

polypeptides and proteins. These components have antifungal, antiparasitic,

antimicrobial, antiviral, phospholipase, cytolytic and neurotoxic properties. The

venom of the species Odontomachus chelifer, a carnivorous ant, was investigated in

this study in an novel way. O. chelifer is a carnivorous, nocturnal, large ant with an

anatomical body characteristic of its species, featuring a robust mandible. Its sting

causes acute and intense pain, prolonged itching and burning. In this study, we

investigated, using in silico techniques, the peptides that make up a supposed

antimicrobial arsenal from the venom gland of the neotropical ant Odontomachus

chelifer. Based on transcripts from the body and venom gland of this insect, it was

possible to determine the secretome of the gland, which contained around 1,022

peptides with supposed signaling peptides. Most of these peptides (75.5%) were

unknown and did not correspond to any reference database, motivating us to extract

functional information using techniques based on automated data analysis. We used

several complementary methodologies such as transcriptomic data to investigate the

existence of antimicrobial peptides (AMPs) in the venom gland of O. chelifer, finding

112 non-redundant candidates. The PAMs were submitted to online bioinformatics

tools (AI4AMP, AMPlify, AMP Scanner v2, amPEPpy, Macrel v.1.2.0, UNIPROT

version 2022_05, CPAMR3, CAMPSign, Blastp) and the NCBI database. The

candidate AMPs were predicted to be more globular and hemolytic than the

remaining peptides in the secretome. There is evidence of transcription for 97% of

the candidate AMPs in the same genus of ants, with one of them also verified as

translated, thus supporting our findings. Most of these sequences with antimicrobial

potential (94.8%) corresponded to transcripts from the ant's body, indicating their role

not only as venom toxins.

Keywords: hymenoptera; antimicrobial peptides; ant peptides; Odontomachus

chelifer.
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1. Introdução

A maioria dos insetos Himenópteros (formigas, abelhas e vespas)

desenvolveram aparelhos urticantes que são usados para injetar peçonha no seu

alvo (PALMA, 2006). As formigas são animais peçonhentos e numerosos,

apresentando uma distribuição ubíqua em ambientes terrestres (AILI et al., 2014;

TOUCHARD et al., 2016). Sua diversidade se reflete em sua peçonha, que é

composta por uma mistura de polipeptídeos, enzimas, alcalóides, aminas

biogênicas, ácido fórmico e hidrocarbonetos, todos produzidos pela glândula de

peçonha e armazenados no abdômen do animal no reservatório de peçonha

(TOUCHARD et al., 2016). As peçonhas das espécies de formigas das subfamílias

Ponerinae, Myrmicinae, Pseudomyrmecinae e Ecitoninae são geralmente ricas em

proteínas e peptídeos (PALMA, 2006).

As peçonhas de himenópteros são coquetéis versáteis com estruturas

bioquímicas que foram otimizadas pela evolução para selecionar alvos proteicos

para defesa contra predadores ou patógenos, captura de presas e parasitismo

(CASEWELL et al., 2013). No que diz respeito à sua natureza química, peçonhas

são um pool extraordinário de toxinas e compostos não tóxicos, como sais,

açúcares, ácido fórmico, aminas biogênicas, alcalóides, aminoácidos livres,

hidrocarbonetos, peptídeos e proteínas. Evidências científicas sugerem que as

toxinas participariam de uma série de processos biológicos, incluindo dor, paralisia,

citólise, hemólise, reações alérgicas, resposta pró-inflamatória, atividades

inseticidas e antimicrobianas (GUIDO-PATIÑO e PLISSON, 2022).

As peçonhas em insetos (aranhas, vespas, formigas, abelhas, centopéias e

escorpiões) são promissores como uma das fontes mais ricas em PAMs (peptídeos

antimicrobianos) (HAEBERLI et al., 2000; VASSILEVSKI et al., 2009; SANTOS et

al., 2010; KUHN-NENTWIG et al., 2013; ZHANG, 2015; BORGES et al., 2016;

GOPALAKRISHNAKONE et al., 2016; REIS et al., 2018). As peçonhas das formigas

são formadas por substâncias orgânicas ricas em moléculas não proteicas,

peptídeos lineares, diméricos e com ligações dissulfeto, proteínas bioativas,

enzimas, alcalóides e hidrocarbonetos (LIMA, 2014; TOUCHARD et al., 2016).
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Esses componentes orgânicos têm apresentado propriedades relevantes. Dentre

eles ação contra células tumorais (VÉTILLARD e BOUZID, 2016); atividade

antimicrobiana (ORIVEL, JÉRÔME et al., 2001; INAGAKI et al., 2004; ZELEZETSKY

et al., 2005; WANANDY et al., 2015),

As formigas Odontomachus (BOLTON, 1995) Ponerinae compõem 77

espécies, 3 das quais são fósseis. Essas formigas vivem em partes subtropicais e

tropicais do mundo e são fáceis de identificar devido a forma e ação cinética da

abertura de mandíbula de 180°, que pode produzir cliques quando fechada

(RAIMUNDO, FREITAS, OLIVEIRA, 2009). Odontomachus chelifer (Latreille,1802)

(figura 1), é uma formiga carnívora, com hábitos noturnos (LEMOS et al.,2020) e

que pode ser encontrada no cerrado brasileiro e nas regiões neotropicais (KEMPF,

1972). Morfologicamente a O. chelifer possui uma cabeça que determina as

subfamílias da espécie (BROWN, 1978; FERNANDES, 2017; GUIMARÃES, 2012).

O. chelifer são consideradas formigas grandes (12 a 15mm) (GUIMARÃES et al.,

2023), e sua picada causa uma dor aguda, queimação e coceira prolongada (SILVA,

2015; GUIMARÃES et al., 2023). O aparato da peçonha é composto por um ferrão,

seguido da glândula Dufour, tubos secretórios e reservatório de peçonha. A peçonha

é armazenada no reservatório que se encontra na gaster, localizado no último

segmento do corpo da formiga e é associado a outras duas estruturas chamadas de

glândula de Dufour e a glândula de peçonha (figura 2) (TORRES, 2013; LOPES,

2014).

Seus ninhos são formados sob camadas de material vegetal ou em galerias

abandonadas por outras espécies de animais. Os hábitos alimentares de O. chelifer

consistem em uma dieta oportunista de artrópodes mortos encontrados na região

que habitam e de cupins mortos por ação de suas poderosas mandíbulas e peçonha

(RAIMUNDO, FREITAS, OLIVEIRA, 2009).

Utilizando ferramentas de bioinformática, exploramos o conjunto de peptídeos

encontrados no transcriptoma da formiga O. chelifer, verificando também evidências

de tradução e transcrição em uma espécie congenérica (O. monticola).
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Figura 1. Odontomachus chelifer. Cabeça (A), vista superior (B) e vista lateral (C). Fonte: Damorin et
al., 2019.

Figura 2. Morfologia da formiga Odontomachus monticola. Odontomachus monticola (A), Glândula da
peçonha da formiga Odontomachus monticola (B). Adaptado de Torres KAZUMA et al., 2017.
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2. Revisão de Literatura

2.1 Transcriptoma de formigas

Estudos genômicos e transcriptômicos são trabalhados por meio da

bioinformática, área em que compreende uma análise sistemática de dados que

engloba a biologia, estatística e a computação (CARVALHO, 2021). Estudos

transcriptômicos identificam e caracterizam uma coleção de dados biológicos como

sequências de RNA presentes em um tecido em um determinado momento

(PACHECO, 2020; GODOY, 2021).

O transcriptoma é uma abordagem que pode fornecer informações valiosas

para analisar a anotação de genoma, construir árvores filogenéticas, a evolução e a

expressão gênica (HOLDING et a., 2018). Abordagens transcriptômicas

demonstraram (tabela 1) ser eficazes para analisar a complexidade dos

componentes das peçonha de formigas (GUIMARÃES et al., 2023) fornecendo

informações a respeito dos genes e proteínas expressas.

Tabela 1 - Transcriptomas realizados em formigas

NOME CIENTÍFICO TRANSCRIPTOMA REFERÊNCIA

Atta laevigata corpo RODOVALHO et al., 2011

Tetramorium bicarinatum glândula da peçonha BOUZID et al., 2013

Dinoponera quadriceps glândula da peçonha TORRES et al., 2014

Odontomachus monticola glândula da peçonha KAZUMA et al., 2017

Formica exsecta corpo DHAYGUDE et al., 2017

Prenolepis imparis corpo TONIONE et al., 2020

Paraponera clavata glândula da peçonha AILI et al., 2020

Cataglyphis nodus cérebro HABENSTEIN et al.,2021

Crematogaster rogenhoferi antenas ZHOU et al., 2021

Myrmica rubra e Myrmica ruginodis glândula da peçonha HURKA et al., 2022

Odontomachus chelifer glândula da peçonha GUIMARÃES et al., 2023

Lasius flavus glândula da peçonha WANG et al., 2023

Wang e colaboradores (2023), identificaram no transcriptoma da glândula de

veneno da formiga Lasius flavus novas toxinas peptídicas. Foram identificadas 17

proteínas, sendo sete proteínas que foram anotadas como fosfolipase B, proteínas
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receptoras de odorante (Odorant binding protein, OBPs), apolipoproteína D, proteína

Takeout, anidrase carbônica, nose resistant to fluoxetine protein e tiorredoxina

redutase (TrxR).

Recentemente, o transcriptoma da glândula da peçonha da Odontomachus

chelifer possibilitou a investigação da atividade enzimática e funcional da peçonha e

forneceu uma visão global dos transcritos expressos na glândula da peçonha. A

peçonha bruta demonstrou atividade antiparasitária e de fosfolipase A2

(GUIMARÃES et al., 2023).

Hurka e colaboradores (2022) identificaram a composição das peçonhas de

duas espécies de formigas (Myrmica rubra e Myrmica ruginodis) e identificaram

novas toxinas da família semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF)

utilizando o transcriptoma. Descobriram 44 proteínas pertencentes a três famílias de

proteínas, protease S1 na sua maioria (~84%), fosfatase (~9%) e a superfamília

CAP (proteínas secretoras ricas em cisteína, antígeno 5 e proteínas relacionadas à

patogênese).

O transcriptoma da formiga Formica exsecta (DHAYGUDE et al., 2017)

possibilitou caracterizar os genes expressos utilizando indivíduos de diferentes

estágios de vida assim podendo identificar informações mais abrangentes em

relação ao número de genes expressos e o número de isoformas. Neste

transcriptoma foi revelado DNA metiltransferases do tipo DNMT1 e DNMT3,

proteínas enzimáticas modificadoras de DNA (KAUSAR et al., 2021) .

O transcriptoma da glândula da peçonha e a composição da peçonha da

formiga Odontomachus monticola também foi analisado. Foram identificados 92

peptídeos, proteínas, peptídeos semelhantes a pilosulina, proteína semelhante a

quitinase, peptídeo semelhante a icarapina, proteína semelhante a hialuronidase,

dipeptidil peptidase 4, quatro peptídeos semelhantes a inibidores ICK e três

proteínas semelhantes a fosfolipase A (KAZUMA et al., 2017).

Outra formiga predadora popularmente conhecida como tocandira

(Dinoponera quadriceps) teve o transcriptoma da glândula da peçonha analisado

identificando novas sequências de toxinas que compreendem proteínas alergênicas,

esterases (fosfoliapases e carboxilesterase), toxinas letais e toxinas peptídicas com

motivos ICK (inhibitory cystine knot). A sequencias codificaram dois conjuntos, um

de polipeptídeos mais abundantes (substâncias alergênicas, proteínas letais e
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esterases) e outro conjunto de polipeptídeos menos abundantes (toxinas ricas em

cisteínas conservadas) (TORRES et al., 2014) .

Os genes transcritos da glândula da peçonha da espécie de formiga

Tetramorium bicarinatum foi analisado por meio da montagem do transcriptoma e

esse estudo permitiu analisar a expressão dos genes da peçonha. Foram

identificados alérgenos da peçonha (alérgeno 3,Sol II e Sol IV), peptídeos do tipo

pilosulina, fosfolipase A1 e A2, hialuronidase, uma toxina nomeada de secapina e

outros tipos de enzima foram identificados como carboxipeptidases e inibidores de

metaloproteinase (BOUZID et al., 2013).

Rodovalho e colaboradores (2011) analisaram os transcritos da formiga

cortadeira Atta laevigata. Eles encontraram vinte e cinco enzimas do tipo citocromo

P450, doze enzimas relacionadas a desintoxicação de xenobióticos incluindo

glutationa S-transferase, glutamato-cisteína ligase e aldeído oxidase.

Existem muitos exemplos de famílias de peptídeos encontrados na peçonha

de formigas, como poneratoxina, ponericina, ectatomina e pilosulina, todos com

algum grau de atividade citolítica ou neurotóxica. Peptídeos da peçonha de formiga

com propriedades perturbadoras de membrana, por exemplo, ponericinas, são

geralmente associados a propriedades hemolíticas, antimicrobianas e/ou inseticidas.

Sua ação como agentes disruptores de membrana pode permeabilizar as barreiras

celulares, facilitando que os peptídeos neurotóxicos atinjam seus alvos. Os

peptídeos de poneratoxina e ectatomina são tóxicos para células de vertebrados e

invertebrados, principalmente por causa de suas habilidades neurotóxicas, que

estão relacionadas ao bloqueio da transmissão sináptica pela modulação dos canais

de sódio e cálcio dependentes de voltagem (AILI et al., 2014; TOUCHARD et al.,

2016).

2.2 Tipos de peptídeos em formigas

Peçonha são ricas em peptídeos biologicamente ativos, comuns em

himenópteros (PEREIRA, 2012; DAMORIN, 2019). Os peptídeos são classificados

de acordo com o tamanho de sua cadeia proteica (cadeia curta ou longa),

especificidade (toxinas de crustáceos, insetos e mamíferos), mecanismo de ação

(citotoxinas ou neurotoxinas) e ainda pela presença ou ausência de ligações de

dissulfeto (MAGALHÃES, 2017).
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A maioria das toxinas presentes na peçonha dos himenópteros são

geralmente semelhantes a peptideos policationicos curtos e lineares, abundantes

em α-hélices, responsáveis por ações antimicrobianas, liberação de histamina, lise

celular e hemólise (PALMA, 2006; AILI et al., 2014; BOUZID et al., 2014)

Em peçonha de abelhas foram encontrados peptídeos com ação

antimicrobiana e anticancerígena (melitina) (PALMA, 2006; KUNITZ, 2015) e

neurotóxica (apamina) (PALMA, 2006; GU et al., 2020). Na peçonha de vespas

foram encontrados peptídeos com atividade antimicrobiana, quimiotática e

proteolítica (SAIDEMBERG, 2011). Há duas classes de peptídeos antimicrobianos

que são mais encontrados em vespas, os mastoparanos (HIRAI et al., 1980;

BAPTISTA-SAIDEMBERG, 2007; DE AZEVEDO, 2015; KIM et al., 2016; CHEN et

al., 2018) que possuem atividade antitumoral contra células de melanoma (ABD

EL-WAHED et al., 2021) e os quimiotácticos que promovem degranulação em

mastócito (AGUIAR, 2006; BAPTISTA-SAIDEMBERG, 2007).

A diversidade de peptídeos encontrados na peçonha de formigas (tabela 2)

tem sido investigada nas diversas subfamílias (Ectatomminae, Myrmeciinae,

Pseudomyrmecinae, Paraponerinae e Ponerinae) (FONTANA et al., 2015).

Peptídeos como pilosulinas, que são peptídeos antimicrobianos e os principais

alérgenos foram encontrados na formiga Myrmecia pilosula (WU et al., 1998;

INAGAKI et al., 2004; ZELEZETSKY et al., 2005; WIESE et al., 2007; WANANDY et

al., 2015). Nas espécies Paraponera clavata e Anochetus Emarginatus foi

identificado o neuropeptídeo poneratoxina (PIEK et al., 1991; PALMA, 2013;

TOUCHARD et al., 2016), na espécie Pachycondyla goeldii foi caracterizado

peptídeos conhecidos como ponericinas com propriedades antibacterianas e

inseticidas (ORIVEL et al., 2001; PALMA, 2006). Fontana e colaboradores (2015),

descreveram na espécie Ectatomma tuberculatum a neurotoxina ectatomina.

Himenópteros, especialmente as formigas, possuem moléculas

biologicamente ativas com atividades farmacológicas atrativas para o

desenvolvimentos de novos produtos farmacêuticos devido as suas atividades

biológicas e estruturas moleculares (SOUZA, 2006; FONTANA et al, 2015).

Além dos peptídeos, proteínas, neurotoxinas com baixo peso molecular,

como as poliaminas compõem a peçonha de himenópteros (PALMA, 2006;

CORREA-VIANA, 2018).
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Guimarães e colaboradores (2023) investigaram parcialmente as atividades

enzimáticas e funcionais da glândula da peçonha da formiga Odontomachus

chelifer.

Tabela 2 - Peptídeos encontrados em formigas

2.3 Peptídeos encontrados em peçonha

Diversos grupos de animais possuem peçonha que podem ser utilizadas

como fontes promissoras pois são compostos por misturas ricas em proteínas,

peptídeos e moléculas orgânicas em função disso podem ser aplicados na medicina

como agente terapêutico e na agricultura como bioinseticida por exemplo.

(TOUCHARD et al., 2016; HURKA et al., 2022).

Os himenópteros são classificados em grupos sociais solitários. O grupo

social possui peçonha, que são ferramentas de defesa para proteger a colônia de

predadores (PALMA, 2006). A massa molar dos componentes peptídicos das

peçonhas dos himenópteros variam de 1400 a 7000 Da, em sua grande maioria, são

peptídeos anfipáticos policatiônicos lineares com alto teor de ɑ-hélices em suas

estruturas secundárias. Com mais de 154.000 espécies existentes, os himenópteros

representam uma fonte inexplorada de secreções da peçonha e possivelmente uma

diversidade química única com propriedades biológicas formidáveis (HUBER, 2017;

GUIDO-PATIÑO e PLISSON, 2022).
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NOME CIENTÍFICO PEPTÍDEOS ATIVIDADE REFERÊNCIA

Paraponera clavata poneratoxina neurotoxina PIEK et al., 1991

Myrmecia pilosula pilosulinas antimicrobianos WU et al., 1998

Pachycondyla
goeldii

ponericinas antibacterianas e
inseticidas ORIVEL et al., 2001

Ectatomma
tuberculatum

ectatomina neurotoxina FONTANA et al., 2015.

Dinoponera
quadriceps

dinoponeratoxinas antimicrobiana MONTEIRO, 2022.



Os peptídeos encontrados na peçonha de formiga geralmente seguem um

padrão estrutural também encontrado nos peptídeos da peçonha de outros insetos

himenópteros, sendo curtos, lineares e policatiônicos (PALMA, 2006). Esses

peptídeos possuem alto teor de α-hélices e são responsáveis pela lise celular,

hemólise, liberação de histamina, atividade neurotóxica e antimicrobiana (PALMA,

2006; TOUCHARD et al., 2016). Além dos peptídeos lineares, na peçonha de

formigas também podem conter peptídeos estruturalmente diversos, como

peptídeos do tipo ICK (inhibitor cystine knot), formado por ligações dissulfeto, que

formam nós de cistina (AILI et al., 2014).

A diversidade de peptídeos encontrados na peçonha de formigas mostra que

eles representam ''armas poderosas'' que, quando injetadas em presas ou

predadores, causam uma grande variedade de efeitos, garantindo a sobrevivência

de formigas na maioria dos ecossistemas do mundo (PALMA, 2006). Esses

peptídeos, quando isolados, podem ser utilizados em diversas aplicações

biotecnológicas, como no tratamento de doenças (por exemplo, artrite e infecções),

juntamente com a conservação de alimentos e controle de pragas na agricultura

(AGARWAL et al., 2022).

Há décadas, estudos sobre as peçonhas das formigas vêm sendo realizados

(tabela 3) utilizando as formigas Paraponera clavata (PIEK et al., 1991), Myrmecia

pilosula (MATUSZEK et al., 1992), Pachycondyla goeldii (ORIVEL et al., 2001),

Neoponera goeldii (SENETRA; NECELIS; CAPUTO, 2020) ,Solenopsis saevissima

(FOX et al., 2010); Solenopsis invicta (  CHEN, Li e FADAMIRO, Henry Y., 2009;

HOFFMAN D. R, 2010), Harpegnathos saltator (HAIGHT, 2012), Anochetus

emarginatus (TOUCHARD et al., 2016); Tetramorium bicarinatum (GUZMAN et

al.,2017), Manica rubida (TOUCHARD et al., 2020), Dinoponera quadriceps

(MONTEIRO et al., 2022).

Tabela 3 - Estudos de peçonha de formigas

NOME CIENTÍFICO NOME
POPULAR

ALVO DE ESTUDO REFERÊNCIA
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Paraponera clavata Formiga
cabo verde

Evidência de neurotoxina
peptídica

PIEK et al., 1991

Myrmecia pilosula 'jack jumper'' Evidência de histamina MATUSZEK et al.,
1992

Pachycondyla goeldii Peptídeos antibacteriano e
inseticida

ORIVEL et al., 2001

Neoponera goeldii* Atividade antimicrobiana SENETRA; NECELI;
CAPUTO; 2020

Solenopsis
saevissima

lava pés Estudo do mecanismo da
peçonha

FOX et al., 2010

Solenopsis invicta lava pés Identificação de novos
alcalóides

CHEN, Li;
FADAMIRO, Henry

Y., 2009

Harpegnathos
saltator

formiga
saltadora de

jerdon

Produção da peçonha HAIGHT, 2012

Dinoponera
quadriceps

Tocandira Caracterização de
polipeptídeos

TORRES et al., 2014

Dinoponera
quadriceps

Tocandira Efeito antiparasitário SOUSA et al., 2016

Anochetus
emarginatus

Caracterização de uma
poneratoxina

TOUCHARD et al.,
2016

Tetramorium
bicarinatum

Identificação e caracterização
de peptídeo antimicrobiano

GUZMAN et al., 2017

Manica rubida Caracterização de peptídeo TOUCHARD et al.,
2020

Dinoponera
quadriceps

Tocandira Atividade antifúngica DODOU LIMA et al.,
2020

Dinoponera
quadriceps

Tocandira Peptídeos antimicrobiano MONTEIRO et al.,
2022

2.4 Peptídeos antimicrobianos (PAMs)

Os PAMs são peptídeos que compõem o sistema imune dos animais, plantas

e seres humanos e possuem características anfipática e catiônica. Em sua maioria
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são moléculas pequenas e possuem a capacidade de combater bactérias,

protozoários e vírus (COLE; LEHRER, 2003; TORRENT et al., 2013; ZASLOFF,

2002). Eles possuem atividade antibacteriana, antifúngica, antiviral e antiparasitária

(STĄCZEK, CYTRYŃSKA, ZDYBICKA-BARABAS, 2023).

Os PAMs podem interagir com alvos intracelulares inibindo a síntese de RNA

mensageiro; podem bloquear a síntese proteica e também dificultar o enovelamento

conformacional das proteínas nativas (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006),

sendo capazes de agir como membranolíticos, imunomoduladores ou por interação

com alvos intracelulares, incluindo ácido nucleico e maquinaria de síntese proteica e

apoptose. Esses peptídeos podem contribuir para desenvolver fármacos, pois

possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana que age contra bactérias,

fungos e vírus por apresentar um complexo mecanismo de ação que pode reduzir a

chance de resistência (CAVALCANTE et al., 2016; GREBER, DAWGUL, 2017; LI et

al., 2012; SIERRA et al., 2017; SORRUMA et al., 2020).

Peptídeos antimicrobianos (PAMs) derivados da peçonha de formigas podem

ser usados como um antibiótico alternativo para tratar infecções causadas por

microrganismos (TONK; VILCINSKAS, 2016). Isso se deve principalmente à sua

atividade de amplo espectro, visando bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e

ademais, serem utilizados para o tratamento de doenças causadas por fungos, vírus

e parasitas, permitindo seu uso em uma variedade de tratamentos de doenças (LI et

al., 2012). O principal modo de ação dos PAMs é romper a membrana do alvo logo

após a ligação a ela (figura 3). Além disso, em alguns casos, eles são capazes de

criar poros na membrana, causando lise celular ou vazamento. Alguns PAMs podem

ter alvos componentes intracelulares (ácidos nucleicos e proteínas)

(AMORIM-CARMO et al., 2022).
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Figura 3. Representação esquemática de alguns mecanismos de ação de PAMs. Modelo barril (A),
Modelo de carpete (B) e Modelo de poro toroidal (C). A cor azul representa as porções hidrofóbicas
dos PAMs, enquanto a cor vermelha representa as partes hidrofílicas dos PAMs. Fonte: Lima, 2021.

Em toxinas de formiga normalmente são encontrados PAMs como:

bicarinalinas (Tetramorium bicarinatum), dinoponeratoxinas (Dinoponera

quadriceps), pilosulinas (Myrmecia pilosula), ponericinas (Neoponera goeldii) e

pilosulinas (Myrmecia pilosula) (DODOU LIMA, DE PAULA CAVALCANTE,

RÁDIS-BAPTISTA, 2020).

A bicarinalina, é um peptídeo encontrado em formigas Tetramorium

bicarinatum, que demonstrou atividade semelhante aos antibióticos já utilizados

para o tratamento de infecções por Helicobacter pylori (GUZMAN, et al., 2017). As

dinoponeratoxinas são peptídeos antimicrobianos identificados na glândula da

peçonha da formiga Dinoponera quadriceps (TORRES et al, 2014).

21

https://www.antwiki.org/wiki/Neoponera_goeldii


Outro exemplo de PAMs polivalentes são as pilosulinas, marcadas como um

dos principais peptídeos alergênicos biologicamente ativos em formigas (INAGAKI,

et al., 2004; WIESE et al., 2007; WANANDY, 2015). Esta classe de peptídeos exibe

uma ampla gama de atividades, como atividade antimicrobiana e hemólise

(DONOVAN; BALDO, 2001; KING et al., 1998; WU et al., 1998; ZELEZETSKY et al.,

2005).

A análise peptidômica da peçonha bruta da formiga Dinoponera quadriceps

foi investigado (TORRES, 2013) e seus efeitos biológicos foram testados abordando

o potencial antimicrobiano e antiparasitário (LIMA, 2014), atividade repelente (DOS

SANTOS ARAUJO, 2019) e ação antifúngica de peptídeos antimicrobianos (LIMA,

2021).

Recentemente, foi investigada a atividade enzimática e funcional da

peçonha da glândula da O. chelifer (GUIMARÃES et al., 2023), cuja composição e

propriedades, até então, eram desconhecidas. A peçonha bruta de O. chelifer

apresentou atividade antiparasitária e de fosfolipase A2. Neste estudo, também foi

realizada o sequenciamento de RNA (Illumina), em que foram identificados os 30

genes mais expressos da glândula da peçonha e transcritos importantes envolvidos

na função da peçonha como a U-poneritoxina (01), Om1-like (pilosulina), quitinase

2, alérgeno 3, quimotripsina (1 e 2) e glutationa S-transferase.

2.5 Aplicações biotecnológicas da peçonha

A diversidade bioquímica das toxinas presentes nas peçonhas de formigas

revelam ser uma fonte promissora e muito potente para aplicações biotecnológicas.

A caracterização da composição bioquímica e funcional das toxinas da peçonha

bruta permite a identificação de moléculas potenciais para o tratamento de doenças.

As moléculas presentes nas peçonhas possuem propriedades terapêuticas e

biotecnológicas. Registros utilizando anticorpos terapêuticos estão mudando a

indústria com o reconhecimento das moléculas biológicas, particularmente os

peptídeos que estão sendo validados como inovações terapêuticas (ESCOUBAS et

al., 2009).

Ao longo das décadas foram investigados substâncias presentes na peçonha

(tabela 4) e medicamentos foram desenvolvidos. Um exemplo de sucesso foi o

captopril, molécula sintética antihipertensiva que simula os peptídeos da bradicinina,

descobertos no veneno da cobra brasileira Bothrops jararaca.
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Tabela 4 - Medicamentos originados a partir de toxinas

Novas moléculas farmacologicamente ativas podem desempenhar um papel

essencial para a descobertas de medicamentos, mas a maioria dos animais

peçonhentos são de pequeno porte, assim dificultando a quantidade de venenos

disponíveis para aplicação de técnicas para uma investigação completa porém as

abordagens transcriptômicas e proteômicas estão se revelando eficazes para

desvendar a complexidade dos componentes das peçonhas (COLOGNA et al.,

2013).

A demanda por novas moléculas farmacologicamente ativas leva ao

desenvolvimento de medicamentos baseados em outros materiais, como por

exemplo os peptídeos. Os peptídeos da peçonha tem especificidades que podem

desenvolver produtos biofarmacêuticos, pois suas atividades biológicas e

farmacológicas têm se mostrado eficientes e o mercado global está expandindo

(DOS SANTOS et al., 2020; BIN et al., 2022).

Dadas as possíveis aplicações de peptídeos antimicrobianos, e o fato das

formigas possuírem moléculas promissoras, há ainda a necessidade de enfatizar as

investigações das atividades funcionais e identificar quais são as moléculas

presentes no arsenal de toxinas das formigas.

Neste estudo, realizamos análises transcriptômicas de novos peptídeos e

proteínas de Odontomachus chelifer, uma espécie até então não analisada quanto a

este aspecto.
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Produto Composto Origem Referência

Captopril Bradicinina Bothrops jararaca FERREIRA, 1965

Cola de fibrina
Serino

proteinase Crotalus durissus BARROS, 2009

Ziconotida (Prialt) ω- conopéptido Conus magus MILJANICH, 2004

Ozempic Semaglutida
Heloderma
suspectum GOLDENBERG, 2019

Botox
Toxina

botulínica
Clostridium
botulinum DE MELLO SPOSITO, 2004



3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigação in silico dos possíveis peptídeos antimicrobianos presentes na

formiga Odontomachus chelifer.

3.2 Objetivos específicos

Utilizando-se ferramentas de bioinformática para analisar o transcriptoma da

formiga Odontomachus chelifer, pretende-se:

- Obter regiões proteínas codificadoras do transcriptoma de O. chelifer;

- Prever e anotar peptídeos que compõem o secretoma da glândula da

peçonha de O. chelifer

- Prever peptídeos antimicrobianos potencialmente secretados;

- Mapear os transcritos da glândula da peçonha da O. chelifer contra os

transcritos montados do corpo.
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4. Metodologia

4.1 Transcriptoma da glândula da peçonha de O. chelifer

Os dados transcriptômicos da glândula da peçonha de O. chelifer foram

previamente gerados por Guimarães e colaboradores (2023) e depositados no

banco de dados GenBank SRA. A análise do transcriptoma de O. chelifer (extração

de RNA, sequenciamento de Illumina, controle de qualidade, pré-processamento e

montagem de novo) foi descrita por Guimarães e colaboradores (2023).

4.2 Extração e sequenciamento de RNA do corpo de O. chelifer

O RNA total do corpo de O. chelifer foi isolado usando o Reagente TRIzol

(Invitrogen). A amostra foi macerada por aproximadamente 2 a 3 minutos usando

um pistilo e a extração foi realizada de acordo com as instruções do fabricante para

o reagente TRIzol. O RNA foi analisado no espectrofotômetro Nanodrop ND-1000

(Thermo Scientific) e sua integridade verificada em gel de agarose 1%. O material

(~3 μg de RNA) foi tratado com DNAse I livre de RNAse (Invitrogen) em uma reação

de volume final de 20 μL. As bibliotecas foram geradas utilizando os kits de

preparação de pequenas bibliotecas de RNA TruSeq da Illumina. Os mRNAs foram

isolados usando esferas de oligo (dT) e por meio de incubação com um tampão de

fragmentação 1x fornecido com o kit de preparação para amostras pequenas de

RNA Illumina. Os fragmentos foram utilizados como moldes em reações com

transcriptase reversa SuperScript II (Invitrogen) e primers de hexâmeros randômicos

para obter o cDNA de primeira fita, seguido de uma reação com DNA polimerase I e

RNAse H (Illumina) para gerar o cDNA de fita dupla. Os fragmentos foram

reparados nas extremidades, as extremidades 3' foram adeniladas e os adaptadores

foram ligados. Fragmentos apropriados (200 ± 30 pb) foram isolados por

eletroforese em gel de agarose, purificados e enriquecidos por reação em cadeia da
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polimerase (PCR) usando primers adaptadores específicos. A qualidade das

bibliotecas foi validada usando um Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Por fim, as bibliotecas foram sequenciadas usando HiSeq1000 (Illumina) em leituras

pareadas (2 x 100 pb), de acordo com as instruções do fabricante.

4.3 Controle de qualidade, pré-processamento e montagem de novo de O. chelifer

O programa FASTQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) foi utilizado para

realizar o controle de qualidade do transcriptoma do corpo de O. chelifer. Um

fenômeno comum na plataforma Illumina é conhecido como um desvio no conteúdo

do GC (CONESA, et al., 2016; HANSEN, BRENNER, DUDOIT, 2010). Para resolver

este problema, os primeiros 15 nucleotídeos de todas as leituras foram cortados

usando a ferramenta fastx_trimmer disponível no FATXToolkit

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html). Os últimos 4 pb também foram

removidos usando o mesmo programa. SeqyClean (ZEBANNIKOV, ARBEEV,

YASHIN, 2017) foi usado para filtrar bases de baixa qualidade (Phred Q score <30).

A montagem de novo foi realizada com Trinity v2.14.0 (GRABHERR, et al., 2011)

usando parâmetros padrão. Com o objetivo de fornecer uma visão quantitativa e

abrangente do nível de completude de nossa montagem, usamos o programa

Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO) v5 (WATERHOUSE, et

al., 2018).

A montagem foi comparada com um conjunto predefinido de bancos de

dados Insecta e as sequências foram categorizadas como “completa, cópia única”,

“completa, cópia duplicada”, “fragmentada” ou “ausente”, de acordo com a

sequência alinhada.
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4.4 Obtenção de regiões protéicas codificadoras do transcriptoma de O. chelifer

O total de 50.220 transcritos da glândula da peçonha de O. chelifer foi usado

para obter as regiões codificantes de proteínas usando TransDecoder v5.5.0 (HAAS,

et al., 2013) na plataforma OmicsBox v3.0.25 (BioBam, Valência, Espanha) (GOTZ,

et al., 2008). As proteínas foram filtradas por tamanho até um máximo de 200

aminoácidos.

4.5 Predição e anotação dos peptídeos que compõem o secretoma da glândula da
peçonha de O. chelifer

Foram preditas 125.123 proteínas a partir dos transcritos da glândula da

peçonha de O. chelifer. Os peptídeos sinal foram previstos usando Razor v.1

(BHANDARI, GARDNER, LIM, 2021), deixando apenas peptídeos com locais de

clivagem previstos e caindo na faixa de 8 a 98 aminoácidos. Esse limite de

comprimento preciso foi definido para permitir operações downstream de

aprendizado de máquina que às vezes requerem peptídeos nesses intervalos. Os

1.022 peptídeos restantes, editados em suas sequências maduras, foram

pesquisados no banco de dados AntiFAM v.7 (EBERHARDT, et al., 2012) com

HMMER v.3.3.2 (MISTRY, et al., 2013) para eliminar sequências espúrias.

A atividade hemolítica dos peptídeos secretados foi predita usando Macrel

v.1.2.0 (SANTOS -JÚNIOR, et al., 2020) e a desordem junto com os domínios

globulares foram computados usando IUpred3.0 (ERDOS, PAJKOS, DOSZTÁNYI,

2021), este último não usando procedimentos estáveis. O secretoma previsto foi

anotado usando eggNOG-mapper v.2.1.10 (CANTALAPIEDRA et al., 2021) para

avaliar as classes de COG e traçar um perfil de metabolismo.
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4.6 Previsão de peptídeos antimicrobianos potencialmente secretados

Os peptídeos previstos do secretoma da glândula da peçonha de O. chelifer

foram submetidos a diferentes sistemas de previsão de peptídeos antimicrobianos

(PAMs): (i) aqueles baseados em redes neurais: AI4PAM (LIN et al., 2021), AMPlify

(LI et al., 2022) e AMP Scanner v2 (VELTRI, KAMATH, SHEHU, 2018) e (ii) aqueles

baseados em florestas aleatórias: amPEPpy (LAWRENCE et al., 2021), usando o

modelo para sequências maduras (FINGERHUT et al., 2020) e Macrel v.1.2.0

(SANTOS-JÚNIOR et al., 2020). O resultado final para cada peptídeo foi obtido

através do sistema de votação, onde os peptídeos designados como PAMs

candidatos por três ou mais sistemas foram mantidos e os demais descartados.

Para verificar se os PAMs candidatos teriam maior probabilidade de causar

hemólise - uma justificativa plausível para sua presença na peçonha - foi aplicado o

teste Exato de Fisher nas contagens dos PAMs candidatos e os demais peptídeos

do secretoma foram organizados de acordo com sua atividade hemolítica. A razão

de chances foi então calculada.

Os PAMs candidatos foram anotados usando ferramentas online do

UNIPROT versão 2022_05 e CPAMR3 (WAGHU et al., 2016), o servidor web

CAMPSign (http://www.campsign.bicnirrh.res.in/) com seu banco de dados Hidden

Markov Models (HMM) de famílias PAM e o modo Blast completo contra vários

bancos de dados PAM diferentes usando um valor E máximo de 1e-5. A anotação

também prosseguiu localmente usando Blastp (CAMACHO et al., 2009) contra a

versão 254 (SAYERS et al., 2023) do banco de dados NCBI e analisando os

resultados para aqueles com uma identidade >= 90%, sem lacunas abertas,

alinhamentos desde o início do peptídeo e novamente um E-valor máximo de 1e-5,

mantendo apenas o melhor acerto para cada sequência.
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4.7 Mapeamento cruzado

Inferimos a presença desses PAMs previstos no corpo de O. chelifer

(APÊNDICE B) através do mapeamento de transcritos da glândula da peçonha de

O. chelifer contra os transcritos montados do corpo usando BlastN (ATSCHUL et al.,

2023) na plataforma OmicsBox. A evidência da tradução dos PAMs previstos foi

reunida pesquisando as sequências peptídicas contra um banco de dados de

peptídeos O. monticola detectados por LC-ESI-MS (ATSCHUL et al., 2023). Usando

o PALADIN (WESTBROOK et al., 2017), mapeamos os peptídeos potencialmente

secretados contra o transcriptoma da glândula da peçonha de O. chelifer em termos

de leitura de aminoácidos, para verificar a abundância de peptídeos potencialmente

antimicrobianos versus o secretoma residual da glândula da peçonha de O. chelifer.

Também usando PALADIN (WESTBROOK et al., 2017), mapeamos as leituras de

aminoácidos do transcriptoma da glândula de O. monticola contra os peptídeos

antimicrobianos previstos de O. chelifer, inferindo não apenas sua presença em

diferentes espécies, mas quantificando sua abundância entre espécies.

4.8 Teste estatístico

As diferenças entre proporções foram verificadas por meio do teste Exato de

Fisher e as diferenças entre medianas foram avaliadas por meio do teste U de

Mann-Whitney, ambos implementados no pacote Scipy 1.9.1 (VIRTANEN et al.,

2020) do Python 3.9. O limite de significância foi estabelecido como P < 0,05. As

visualizações gráficas das distribuições foram usando os pacotes Seaborn

(WASKOM, 2021) e (HUNTER, 2007).

4.9 Agrupamento e filogenia de PAMs previstos

Com base no trabalho de Zhang e Zhu (2012), incluímos diferentes

sequências de PAM de cinco famílias amplamente presentes em táxons de formigas
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nos PAMs previstos para comparar suas características e possivelmente inferir suas

atividades/mecanismos. Estes incluíram uma defensina 2 (A0A348G6A9),

himenoptaecina (A0A348G6C2) e abaecina (A0A348G6C5) de Odontomachus

monticola; uma poneritoxina semelhante a ICK (P0DSL6) de Dinoponera

quadríceps; e uma crustina 4 (A0A0J7L9H5) de Lasius niger. As sequências

adicionais tiveram seus peptídeos sinal removidos antes das operações a jusante.

Todos os peptídeos foram então agrupados usando CDHIT (FU et al., 2012) com

100% de identidade e 90% de sobreposição da sequência mais curta (parâmetros:

-c 1 -aS .9 -G 0 -l 5''). Em seguida, as sequências foram alinhadas usando MAFFT

(KATOH et al., 2002) no modo 'auto' com o alinhamento posterior aparado usando

ClipKIT (STEENWYK et al., 2020). A árvore filogenética foi produzida com

FastTree2 (PRICE, DEHAL, ARKIN, 2010), usando pseudocontas para corrigir a

esparsidade, estimando as taxas de transição usando a distribuição gama e

estimando a verossimilhança máxima do modelo Le Gascuel - LG (LE, LARTILLOT,

GASCUEL, 2008) implementado. Para estimar a distribuição de recursos e a

proximidade entre as sequências potencialmente secretadas e antimicrobianas, os

mesmos 22 características bioquímicas (por exemplo, pI, carga e índice de Boman)

usados por Macrel (SANTOS-JÚNIOR et al., 2020) para a previsão de PAM foram

calculados e comparados como funções de densidade. Após os alinhamentos, e

mantendo a maioria dos domínios de referência, as sequências agrupadas para

referências na árvore filogenética seguiram procedimentos downstream. ESPript

(https://espript.ibcp.fr) (ROBERT, GOUET, 2014) foi usado para editar e visualizar

alguns alinhamentos. As previsões de estruturas secundárias foram geradas usando

PSIPRED 4.0 (BUCHAN, JONES, 2019). As previsões da estrutura tridimensional
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do peptídeo foram feitas com ColabFold v1.5.2: AlphaFold2 usando MMseqs2

(MIRDITA et al., 2022).

5. Resultados e discussão

5.1 Pré-processamento e montagem das sequências de O. chelifer

O sequenciamento Illumina do corpo de O. chelifer gerou 63.012.700 reads.

Após a análise de pré-processamento, descartamos 15,7% dos reads iniciais e

obtivemos 52.469 contigs em uma montagem de novo com o programa Trinity. A

montagem de 93,42% foi concluída, de acordo com nossa análise BUSCO contra

Insecta_db10, enquanto faltavam 4,02% dos grupos BUSCO e 2,56% foram apenas

parcialmente recuperados. Kazuma e colaboradores (2017) geraram utilizando o

sequenciamento Illumina da glândula de veneno da O. monticola 44.087.058 reads.

Hurka e colaboradores (2022) investigaram os componentes do veneno das

formigas Myrmica rubra e Myrmica ruginodis e geraram 69.645.529 e 69.318.655,

reads respectivamente. Wang e colaboradores (2023) construíram um banco de

dados transcriptômicos da formiga amarela Lasius flavus que gerou 41.335.556

reads.

5.2 Peptídeos potencialmente secretados encontrados em O. chelifer

Após a montagem do transcriptoma da glândula da peçonha de O. chelifer,

obtivemos 125.123 proteínas dele deduzidas, das quais pudemos prever que 1.819

possuem peptídeos de sinal. Depois de filtrar as sequências maduras para aquelas

com comprimentos entre 8 e 98 aminoácidos, as sequências compunham 1.022

peptídeos (Figura 4 e APÊNDICE A). Apenas 1 peptídeo atingiu o AntiFAM v.7

(EBERHARDT et al., 2012) com um domínio incompleto e foi descartado dos

processos downstream. As sequências tiveram uma desordem média de 0,32±0,27,
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com 366 dos 1.022 peptídeos avaliados sendo previstos para conter domínios

globulares. Desarranjo acima de 0,45 indicam possíveis proteínas espúrias ou

estruturas de proteínas desordenadas que precisam principalmente de ajuda no

dobramento (NECCI, PIOVESAN, TOSATTO, 2016; ERDOS, PAJKOS,

DOSZTÁNYI, 2021). Curiosamente, uma minoria das sequências previstas

(282/1.022 peptídeos) foi atribuída a esse peptídeo sinal.

Figura 4. Peptídeos analisados. Análise gráfica do número de peptídeos encontrados no
transcriptoma total de O. chelifer. Os gráficos comparam a abundância de peptídeos previstos no
transcriptoma total com o número de PAMs previstos no mesmo transcriptoma. Fonte: Menk et al.,
2023.

Kazuma e colaboradores (2017) após a montagem do transcriptoma da

glândula da peçonha de O. monticola, obtiveram 49.639 sequências, do qual 92

codificam peptídeos e proteínas semelhantes à toxina.Nas formigas Myrmica rubra e

Myrmica ruginodis (Hurka et al., 2022) leituras foram agrupadas 512.855 (M. rubra)

e 466.158 (M. ruginodis) e anotaram 255 de 288 (M. rubra) e 348 de 381(M.
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ruginodis) de candidatos á peptídeos utilizando o BlasT. Wang e colaboradores

(2023) tiveram 42.047 predições, sendo anotados 219 transcritos.

Apenas uma pequena fração (250 de 1.022 peptídeos) das sequências maduras

potencialmente secretadas da glândula da peçonha de O. chelifer foi anotada com o

banco de dados Eggnog v.5 (HUERTA-CEPAS et al., 2019), possivelmente devido à

baixa homologia entre os peptídeos de formiga e o comprimento completo no banco

de dados. Apesar da pequena representatividade dessas proteínas anotadas, foi

possível observar a categoria mais representada, que é a classe metabólica

desconhecida (58/250 peptídeos). De fato, a categoria de COG mais abundante

com função definida entre o transcriptoma previsto foi a categoria de mecanismos

de transdução de sinal (39/250 peptídeos), seguida pela modificação

pós-traducional e categoria chaperonas (28/250 peptídeos), a categoria de tradução

(14/250 peptídeos) e o íon inorgânico categoria de transporte e metabolismo (11/250

peptídeos).

5.3 Atividade antimicrobiana prevista de peptídeos que podem atuar como toxinas
na glândula da peçonha de O. chelifer

Usando um sistema de votação com seis classificadores de PAM diferentes,

previmos um total de 136 PAMs candidatos dos transcritos da glândula da peçonha

de O. chelifer, representando 112 peptídeos não redundantes. Não houve diferença

significativa (PMann-Whitney’s U = 0.92) entre a desordem dos PAMs candidatos e o

transcriptoma restante (o transcriptoma previsto exceto para os PAMs previstos). No

entanto, os PAMs candidatos tendem a ser mais globulares do que os peptídeos

restantes (razão = 3.5, PFisher’s Exact = 4.6e-11) o que sugere que nossos PAMs

candidatos podem ser mais solúveis.

Os PAMs previstos foram mais longos do que o secretoma médio, com

medianas de 60,5 e 28 (PMann-WhitneyU = 4x10-19, Figura 5A), respectivamente. Também

descobrimos que o comprimento médio dos PAMs (Q50 = 19) de bancos de dados

públicos (por exemplo, DRPAM, APD3, dbPAM) é ainda menor que o secretoma

médio, indicando que os PAMs candidatos de O. chelifer podem ser naturalmente

mais longos. Curiosamente, PAMs mais longos geralmente causam a formação de

poros na membrana bacteriana, enquanto os mais curtos promovem a micelação da

membrana (LI et al., 2021).
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PAMs candidatos de O. chelifer também foram carregados mais

positivamente (pIQ50 = 10) do que o secretoma total (pIQ50 = 7.6, PMannWhitneyU =

2.2x10-10) (Figura 5B e 5C). Cargas positivas são essenciais para a capacidade dos

PAMs de se ligarem à membrana carregada de bactérias (LI et al., 2021), o que

implica uma modulação de sua atividade antimicrobiana com base no pH (LI et al.,

2021) e pode indicar o melhor ambiente para sua ação, como a própria peçonha ou

outro local do corpo. Ao analisar a propensão dos PAMs previstos para se ligarem a

outras proteínas via índice de Boman (HANSEN et al., 2020), não observamos

nenhuma diferença (PMannWhitneyU = 0.39) entre os PAMs previstos e o secretoma

restante (Figura 5D). Isso sugere que a maioria dos peptídeos do secretoma,

incluindo os PAMs, realizam interações proteína-proteína, dada a probabilidade de

densidade ter picos em valores altos (> 2,1).
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Figura 5. Análise gráfica do número de peptídeos encontrados no transcriptoma total de O. chelifer.
Os gráficos comparam a abundância de peptídeos previstos no transcriptoma total com o número de
PAMs previstos no mesmo transcriptoma. Fonte: Menk et al., 2023.

A peçonha é um coquetel complexo de compostos e geralmente apresentam

diversidade funcional. Isso pode ser devido à multifuncionalidade da toxina, na qual

a mesma toxina atinge múltiplas funções, por exemplo, estar presente no alvo. As

membranas celulares são provavelmente os alvos potenciais mais onipresentes

para uma toxina, muitas vezes mostrando propriedades inseticidas, hemolíticas e/ou

antimicrobianas associadas (TOUCHARD et al., 2016; SCHENDEL et al., 2019).

Baseado em resultados utilizando as ferramentas de bioinformática (MACREL

v.1.2.0), foi predito que os PAMs candidatos eram mais propensos a causar

hemólise (razão = 4.45, PFisher’s Exact = 2.3x10-9) do que o secretoma restante, o que

pode ser uma justificativa plausível para sua presença na peçonha. Um possível

papel das hemolisinas na peçonha de insetos himenópteros é a indução de dor em

vertebrados como defesa contra predadores. Essas estratégias também são

descritas em abelhas e formigas que utilizam sua peçonha apenas para defesa

(AILI, TOUCHARD, 2014).

Obtivemos cruzamentos insuficientes (identidade <75%) com sequências

conhecidas ao anotar os PAMs candidatos usando vários bancos de dados (por

exemplo, Uniprot, NCBI, CPAMR3). A única exceção foi o candidato

TRINITY_DN3796_c0_g1_i1.p1 que foi atribuído à família de defensinas por meio

de Hidden Markov Models com a ferramenta CPAMsign

(http://www.cPAMsign.bicnirrh.res.in/). Ao usar outras ferramentas de anotação,

como Blastp, observamos alguns acertos (29/136) (identidade > 90% e valor E <

1,0x10-5) contra proteínas principalmente de comprimento total de O. brunneus

(22/29), indicando uma montagem incompleta dessas entidades ou um truncamento

em O. chelifer.

5.4 Filogenia de candidatos a PAM

Observamos a relação filogenética entre os PAMs previstos e cinco peptídeos

antimicrobianos de referência de outras espécies (figura 6). Os PAMs de referência

foram escolhidos com base no trabalho de Zhang e Zhu (2012), no qual uma análise

comparativa do genoma de sete espécies diferentes de formigas encontrou 69
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genes semelhantes a PAM que podem cair em uma das cinco famílias semelhantes

a PAM. As sequências de PAM previstas de O. chelifer foram agrupadas com base

nos PAMs de referência, revelando agrupamentos de peptídeos semelhantes a

crustina, himenoptaecina, defensina, abaecina e ICK (figura 7, 8, 9 e 10).
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Figura 6. Árvore filogenética dos peptídeos antimicrobianos (PAMs) previstos. Os PAMs previstos de
O. chelifer e cinco PAMs de referência de outras espécies de formigas. Os peptídeos foram
agrupados com base nas cinco sequências PAM de referência. Sequências dos demais grupos foram
deixadas sem cor. Também estão disponíveis modelos de estrutura tridimensional para sequências
pertencentes a diferentes grupos de peptídeos (A) semelhantes a crustina, (B) semelhantes a
defensina, (C) semelhantes a himenoptaecina, (D) tipo ICK e (E) semelhantes a abaecina, seguindo
o mesmo padrão de cores: roxo para α-hélice, amarelo para conformação β. As sequências usadas
para previsão de estrutura estão listadas abaixo de cada modelo. Alinhamentos detalhados de todas
as sequências de cada grupo da árvore, incluindo tecido de origem e seus peptídeos sinais. Fonte:
Menk et al., 2023.

As crustinas, descobertas pela primeira vez em crustáceos, são PAMs

direcionados a bactérias Gram-positivas (ZHANG e ZHU, 2012). Eles são catiônicos

e ricos em cisteína, com um domínio WAP (whey acidic protein) no C-terminal. Duas

sequências PAM previstas de O. chelifer agrupadas com Crustin4 de Lasius niger. O

PAM previsto dentro do agrupamanto de peptídeos semelhante à crustina que tinha

mais (AMORIM-CARMO et al., 2022) resíduos de cisteína foi escolhido para ter sua

estrutura tridimensional prevista (figura 6A), compartilhando apenas 12,82% de

identidade (figura 7). Curiosamente, sua estrutura prevista não é semelhante a

nenhum outro peptídeo semelhante à crustina no UniProt, nem mesmo aos

peptídeos semelhantes à crustina com domínios WAP alterados (Pacifastacus

leniusculus, PlCrustin2 A5A3L2) conforme descrito anteriormente (SMITH et al.,

2008).

Figura 7. Alinhamento entre crustina e sequência de referência. Alinhamento global entre a crustina
de referência e as sequências PAM candidatas agrupadas. A linha cinza indica o peptídeo sinal do
PAM de referência. Fonte: Menk et al., 2023.
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As defensinas de invertebrados têm seis resíduos de cisteína conservados,

os quais formam três ligações dissulfeto que estabilizam um arranjo complexo de

ɑ-hélices e -folhas, também conhecido como motivo CSɑ . Embora a maioria

deles mostre atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, existem

várias defensinas também direcionadas a bactérias Gram-negativas e/ou fungos

(KOEHBACH, 2017). Foram agrupados doze sequências dos PAMs previstos de O.

chelifer com a defensina-2 de O. monticola, incluindo nossa única sequência de

PAM anotada que foi modelado (TRINITY_DN3796_c0_g1_i1.p1) (figura 6B),

compartilhando 79,16% de identidade com o peptídeo de referência (figura 8). O

motivo CSɑ é claramente conservado neste PAM, semelhante aos da formicina e

da heliomicina (KOEHBACH, 2017). O loop N-terminal é fundamental para a

atividade das defensinas, e o motivo CSɑ é sensível à sua modificação (LANDON

et al., 2008). Em defensinas de formigas, esse loop apresenta comprimento variável,

e essa diversidade pode facilitar a evolução de novos efeitos antimicrobianos para

sobreviver em diferentes ambientes (ZHANG, ZHU, 2012). Curiosamente, o loop

N-terminal da defensina modelada de O. chelifer parece ser mais longo do que os

descritos anteriormente para outras espécies.
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Figura 8. Alinhamento entre defensina e sequência de referência. Alinhamento global entre a
defensina de referência e as sequências de PAM candidatas agrupadas. A linha cinza indica o
peptídeo sinal do PAM de referência. Fonte: Menk et al., 2023.

PAMs ricos em glicina, como himenoptaecinas, são encontrados em um

número diversificado de himenópteros (ZHANG, ZHU, 2012) e geralmente têm como

alvo um amplo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (YI et al.,

2014). Trinta e quatro sequências PAM preditas de O. chelifer agrupadas com a

himenoptaecina de O. monticola. As himenoptaecinas, assim como outros peptídeos

ricos em glicina, não adotam nenhuma estrutura tridimensional particular e são

consideradas peptídeos lineares (KOEHBACH, CRAIK, 2019). Embora a

himenoptaecina modelada de O. chelifer seja principalmente linear (Figura 6C),

surpreendentemente há duas ɑ-hélices visíveis em sua estrutura e ela mantém

18,81% de identidade com o peptídeo de referência (figura 9). Isso pode significar

que essa sequência não propriamentre uma himenoptaecina, mas ainda pode ser

um PAM relacionado a esse grupo.
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Figura 9. Alinhamento entre himenoptaecina e sequência de referência. Alinhamento global entre a
himenoptaecina de referência e as sequências PAM candidatas agrupadas. A linha cinza indica o
peptídeo sinal do PAM de referência. Fonte: Menk et al., 2023.

Os PAMs do tipo ICK contêm a dobra ICK, que consiste em uma folha de

fita tripla antiparalela unida por três ligações de dissulfeto. Este motivo estrutural é

encontrado em toxinas da peçonha e em PAMs de muitos organismos, como

fungos, plantas, moluscos e artrópodes (CRAIK, DALY, WAINE, 2001). Sete

sequências dos PAMs previstos de O. chelifer agrupados com o PAM semelhante ao
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ICK da poneratoxina de Dinoponera quadríceps. Destes, apenas dois tinham pelo

menos seis resíduos de cisteína e tiveram sua estrutura secundária prevista pelo

PSIPRED. Apenas uma sequência apresentou pelo menos três fitas e foi escolhida

para ter sua estrutura tridimensional modelada (figura 6D), apresentando 16% de

identidade em relação ao PAM de referência (figura 10).

Figura 10. Alinhamento entre PAM do tipo ICK e sequência de referência. Alinhamento global entre o
PAM do tipo ICK de referência e as sequências PAM candidatas agrupadas. A linha cinza indica o
peptídeo sinal do PAM de referência. Fonte: Menk et al., 2023.

Este peptídeo supostamente possui as características necessárias para uma

dobra ICK, sendo pelo menos seis resíduos de cisteína e uma folha de fita tripla

antiparalela. No entanto, o número de resíduos de cisteína na região da folha de

fita tripla foi inferior ao esperado (figura 11). Este achado sugere que este peptídeo

se assemelha a peptídeos do tipo ICK, talvez mantendo uma proximidade funcional

a este grupo.
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Figura 11. Previsão da estrutura tridimensional do homólogo da toxina tipo ICK da poneratoxina
putativa de O. chelifer (TRINITY_DN24839_c0_g1_i1.p1) Amarelo: conformação β e roxo: ɑ-hélices.
Fonte: Menk et al., 2023.

PAMs ricos em prolina, como a abaecina, são peptídeos catiônicos lineares

que possuem uma alta porcentagem (>25%) de resíduos de prolina (GRAF et al.,

2014; BULET et al., 1999). Sua capacidade de translocar a membrana bacteriana e

matar o microrganismo visando componentes intracelulares está correlacionada

com suas estruturas α-helicoidais anfipáticas e o motivo PXP/PXXP característico

(CARDOSO et al., 2019; YANG, SHIN, SHIN, 2021). Esses AMPs não líticos

mostram um amplo espectro de atividade bacteriana (CARDOSO et al., 2019).

Quinze sequências dos AMPs previstos de O. chelifer agrupadas com a abaecina de

O. monticola. Destes, apenas dois peptídeos tinham > 20% de conteúdo de prolina,

e seu alinhamento com a abaecina de O. monticola revelou que ambos possuem os

motivos PXP/PXXP (figura 12), indicando uma possível proximidade funcional. A

sequência com maior teor de prolina (29,2%) compartilhou uma identidade de

18,75% com o PAM de referência (figura 13) e sua previsão de estrutura

tridimensional mostrou um peptídeo linear (figura 6E) exatamente como esperado

para um peptídeo semelhante à abaecina. Peptídeos estruturados nem sempre são

os mais ativos, e as alças de uma molécula são importantes para sua atividade e

citotoxicidade (LANDON et al., 2008).
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Figura 12. Alinhamento de sequência primária entre duas sequências PAM previstas de O. chelifer e
a abaecina A0A348G6C5 de O. monticola. Resíduos semelhantes estão em caixas. Resíduos
idênticos estão em negrito. A linha vermelha indica os motivos PXP/PXXP. Fonte: Menk et al., 2023.

Figura 13. Alinhamento entre abaecina e sequência de referência. Alinhamento global entre a
abaecina de referência e as sequências PAM candidatas agrupadas. A linha cinza indica o peptídeo
sinal do peptídeo de referência. Fonte: Menk et al., 2023.

5.5 PAMs podem compor o sistema imunológico de O. chelifer

A maioria das formigas sociais, incluindo O. chelifer, vive em colônias

densamente povoadas, onde o alimento é acumulado em um ambiente quente e

úmido, facilitando a proliferação de microrganismos patogênicos (QUINET et al.,

2012). A primeira linha de defesa do hospedeiro contra esses patógenos é o

sistema imune inato, no qual os PAMs são elementos essenciais para eliminar

infecções (ZHANG, ZHU, 2012). Para verificar se os PAMs candidatos também

podem funcionar no sistema imune inato, e não apenas como toxinas da peçonha,

mapeamos os transcritos da glândula da peçonha de O. chelifer contra os

transcritos montados no corpo da formiga. Observamos que 129 das 136
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sequências de PAMs candidatos foram identificados com transcritos do corpo da

formiga (Apêndice B), com identidade média de 98,9±3,5% e valor E máximo de

1,7x10-5. Isso sugere que esses PAMs candidatos também podem desempenhar um

papel na imunidade animal, auxiliando na manutenção de uma colônia saudável.

Também procuramos evidências de tradução de PAMs previstos pesquisando

as sequências peptídicas contra um banco de dados de peptídeos O. monticola

detectados por LC-ESI-MS (TANI et al., 2019). Foi possível recuperar um peptídeo

compatível com o banco de dados (TRINITY_DN18722_c0_g1_i1.p2), sugerindo

que pelo menos um de nossos PAMs candidatos está traduzido ativamente. Além

disso, essa sequência foi a única a ser detectada em todo o secretoma previsto.

Isso é interessante devido ao fato de que a maioria dos proteomas não está

devidamente preparada para detectar peptídeos. A resolução do equipamento na

maioria das vezes não atinge a zona necessária para visualizar proteínas tão

pequenas (KIM, ZHONG, PANDEY, 2016).

5.6 Conservação da transcrição de PAMs candidatos no gênero Odontomachus

Durante o mapeamento das leituras de aminoácidos de O. chelifer com

PALADIN (WESTBROOK et al., 2017), usando apenas as sequências maduras dos

peptídeos secretomas previstos como referência (APÊNDICE C), verificamos que

132 dos 136 PAMs previstos (97%) estavam presentes na espécie original. Isso

sugere que 3% dos PAMs candidatos são gerados apenas durante os

procedimentos de montagem ou podem representar artefatos em potencial. Além

disso, podemos inferir que a abundância de PAMs candidatos é maior do que o

secretoma residual (PMann-Whitney's U = 3,4x10-5), indicando que o nível basal de

expressão desses peptídeos pode ser maior do que o anterior.

Por fim, a verificação desses PAMs candidatos em diferentes espécies do

mesmo gênero pode ser uma indicação de que esses PAMs são conservados e,

portanto, devem ter alguma função. Encontramos um total de 85 de 136 PAMs

previstos em O. monticola por mapeamento reverso dos peptídeos contra suas

leituras de aminoácidos. Apenas 23 dos 85 PAMs candidatos encontrados nas duas

espécies apresentaram maior abundância relativa em O. monticola em comparação

com O. chelifer. Esses achados indicam a possibilidade de que diferentes peptídeos

possam realizar tarefas especificamente relacionadas ao nicho e habitat das

formigas, sugerindo um possível papel ecológico para essas entidades.
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A composição da peçonha de formigas é complexa e suas funções

ainda não foram totalmente caracterizadas e diversas toxinas ainda precisam ser

identificadas e investigadas, pois as suas moléculas são extremamente promissoras

para o desenvolvimento de medicamentos.
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6. Conclusão

Verificamos que o número de peptídeos previstos para serem secretados na

glândula da peçonha é bastante baixo (1.022 de 125.123). Além disso, prevemos

que cerca de 13,3% desses peptídeos podem ser antimicrobianos sob um rigoroso

controle de qualidade, e que isso não cria um grupo de proteínas desordenadas,

mas proteínas globulares que tendem a ser mais hemolíticas do que o peptídeo

médio no secretoma. Isso sugere que esses peptídeos podem estar

desempenhando o papel de toxinas na peçonha de O. chelifer. Também

encontramos evidências de que os PAMs previstos não são apenas toxinas, pois

muitos estão presentes no transcriptoma do corpo de O. chelifer, que contém a

maioria dos PAMs candidatos. A evidência de que esses peptídeos também são

traduzidos e transcritos em outras espécies do mesmo gênero fortalece nossas

afirmações.

7. Perspectivas futuras

Peptídeos preditos na peçonha de formigas demonstram que há um caminho

promissor aplicável na área farmacológica, podendo contribuir para o

desenvolvimento de novos antibióticos ou compostos contra patógenos.

Os medicamentos modelados a partir de peptídeos de venenos despertam

interesses na indústria farmacêutica e nos pesquisadores, são promissores para o

desenvolvimento de novas moléculas.

Como continuidade do trabalho encontra-se a síntese dos peptídeos ou sua

produção recombinante, para a realização de testes para verificar suas atividades

antimicrobianas.
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9 . Apêndices

APÊNDICE A - Peptídeos preditos secretados em glândulas da peçonha de
Odontomachus chelifer. Os peptídeos com atividade antimicrobiana estão indicados
nesta tabela.

Acesso do transcrito Sequencia Grupo

TRINITY_DN10404_c0_g1_i1.p2,
TRINITY_DN10404_c0_g1_i9.p2

MKRTYAVIVLVIYICNIFLAISLGAKYCFRFTWPGPSN
KTVNCTNDIPCVQPFYNSSVQPNTKNMWDENPNK
YSCELNTDNVCIKYTYTYNNAGKTTFYKITKENQIRF

HSRNVYNL

PAM

TRINITY_DN25847_c0_g1_i1.p1

MLSRDIIIILLSIFGLCFTASIADAVMCNCEHCDEEKVIG
SEEETTTPAWRVMYKEDSDDDGNRTICAMDRDFNN
RTFPSICYMSCYNHCTRYRVEVEGNDAKKHVLVAYR

TNYYKLRDGAC

PAM

TRINITY_DN22786_c0_g1_i1.p1

LFLSLSLFFSICLSSTTLLFRSARTQSAENNKDVEGQ
RLRLVQFAGRSSRKWSLSSASKETSASYDILDRLRS
SSRKRSRRPRKVAGGTRFPAPKESSRIERSAILKSLR

VH

PAM

TRINITY_DN12961_c0_g1_i1.p1

MARLINVVMIIGMVLVSVFAAEELYSDKYDDIDVMGIL
TNDRLRDQYFKCFMDTGPCTTADMKFYKDIIGEGVV
TKCKKCTEKQKENLDTLTDWYTKNRLDDWNTFVKKL

MEDFKK

PAM

TRINITY_DN11980_c3_g1_i1.p1,
TRINITY_DN11980_c3_g1_i2.p1

MGNIYVCSLLVVLATLLVAVQCGDIMRKSIVFDKNTPD
VFYCPQHKPIGFEKMLVKARPLSRLCQFEGRPIPEDY
KSDCYNDVDETEYACKEKYRIMKRFSNPDGDAKAVD

NDYVEK

PAM

TRINITY_DN17655_c0_g1_i1.p1

MRRFRAINLIAFCALVLLADDSSATVFYNLKNYLPGFL
RSFKQLKTLRYGIVPGTLWCGPGNIASNYSELGVNW
KLDTCCRAHDSCNDLIRPRNSKYGLYNSSKLCSSLL

CQCDLQFY

PAM

TRINITY_DN13371_c0_g1_i1.p1
AVSIGALLSFLGFVVACICSCRRNENKTTSANRSLPDI
PKDKSREHEDIAESVPQDIYETTETMGDHSELYATDQ
DTGQEQISERETQEVSQQSSMTQDTSHQYARFAS

PAM

TRINITY_DN23731_c0_g1_i1.p1

FTMDYRSARTFAFFLIASTSCGDVRPRSRAENYDAR
KIASYINKFPFKYEFPLSSTKYTERIAGGSYANEGQFP
FMAVVHRLIDGRRVAQCGGTIISERWVLTAGHCVAKH

PRRF

PAM

TRINITY_DN21289_c0_g1_i1.p1

RRGHFAEMKITPRATPVLLAIILLLHDCTRTAYTKSSLR
VRAVDNDNDFLIAVNVTDCDRVKPFFDSKNISLVPAK
DLSKTICGGKCCDEEMEKQLKQQARADFHNLIHHHS

RTLQGLLITTA

PAM

TRINITY_DN14668_c0_g1_i1.p1

CVRACVGAFIILLGYFSYHTARTKLQTQLHPGISSRDY
KSSKRAFKRADTIDGFHRPRECRGACNNVAANLRG
NEITANCEINEPVRVARQSVLTMRRANHPRYSYRING

TVDN

PAM

TRINITY_DN18722_c0_g1_i1.p2

MNRNISLLAVVLVLLVASACAQFYKSGNCPLQSTVSN
CTPRCMSDSQCSLNQKCCPNKCGHRSCADPSAVST
GSGYKGSYQQDVYCNGVKCAAYEKCQFDRNTRRE

KCTRA

PAM

TRINITY_DN13987_c0_g1_i1.p2 MEHTGKFVLLFTAIIFVAVADENKEQDRPKTFRRLIPA
DILRDFPGMCFASTKCATIEPTKSWELSPFCGRSTCV PAM
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PADDNSGRLFELVEDCGPLPKANPKCKLSDKTNK

TRINITY_DN28762_c0_g1_i1.p2
MKAIVVVLAICFAAALGEFTDEEKEKLKTYKESCISET
GVDPNVVKNAKEGMIDESDEKLACFSTCLFKKFGVM

KENGDIDTDTARSKISSNVPQEEADRIINMCK
PAM

TRINITY_DN17243_c0_g1_i1.p1
GMTYIVSLYWILVLLLEWLPSVLCDTVLSLCGRKQRIV
AEYDRVRNALRSLKSISWRSWPAERKRVYQLQSRLT
EKEREAFPVTAVIDIEAYILCVAAATRKYCVNEDNFKV

PAM

TRINITY_DN1958_c0_g1_i1.p2
MQIRVVFLLLIFSGSVFGKAAWNGVARSPRDNSLNS
WDFEIYKREKRDDKENNMNTAGTMNNTKTAIVKRDL

VDSTLDSTQQLVDNLLDDLLEIILRTIGSLPI
PAM

TRINITY_DN3547_c0_g1_i1.p1
MSRLFLFLLLIYIVSTTESCIIQEKKEPDIRVIELDDSSS
ESSEQEIVALHLPDRRRREIDSRARNSSCKTDEDCG

PGAICLAYLTCVKGKWRTIDSLETTRAAN
PAM

TRINITY_DN9325_c1_g1_i1.p2
NRLTNVVFFLSVLGTELMKMTVCPYKCKRCSLDFPH
EQLLQQHRLYHHGARERARSNARWNVETILSFPTYT
CPHCDVTYTKPGNLKRHLMSGCGRDPNFRATSGK

PAM

TRINITY_DN1600_c0_g1_i1.p1
RESLCIICVCWITGTLVGFLPLLGWNTGEMSDHRCM
FMKVMDFDYLVFLYFATIIFPALLIAVFYAHIYRVIVKQL

QQIVTMDPGGGGAAADCRLGGGLRRGRT
PAM

TRINITY_DN26054_c0_g1_i1.p1
HVSTGVCVVLLLFYKCVLPSLTLVSPSGSTLVRGRVD
ASRTDLALSRASQFSRKISRRANCCGKDRNVPRHFP

TMRCEFLAIFARIIHDHLSFVGTLVGNDGLK
PAM

TRINITY_DN2760_c0_g2_i1.p2
MRFYSVLSVLLLLVALTCVAEGGSLRARRSFFGDIGN
TLNNVGETIKDTMKTGFESVFKRPEDPETVTLQPDEI

SLESRQLIVIPDRCPPNHVIVNKRCRLRQRR
PAM

TRINITY_DN10663_c0_g1_i1.p1
MLKMRWLAMIMCLYAGLASARTEEDQQASNTDGIPN
SPPVQCFYRQAAECPNIGINSNECPCKKITLANVPEP

HAALCCNINNQTLDHARSCMGKLQELFSKLS
PAM

TRINITY_DN17016_c0_g1_i1.p2

TATTTMMMMMMIMMVMMMMLHLAADSRYDDTHRA
GWRSRSKAASGVDVFSSLARTRDASSFAASAKTRA
NLGRSARRRYGGVQRSTAECVSVTFVWRLAYAART

VLQT

PAM

TRINITY_DN28995_c0_g1_i1.p1
RNANISPPPLSLSLFLIIVPISTSRRHDCSSYTTDGSV
RFRQRLAAAFAENLSIATISSCVIASERVGKEQRGKK

KEKAQDRRCSVGALAYHGRENRVHRFVGTTPA
PAM

TRINITY_DN13204_c0_g1_i1.p1
CVVLVLVVIVVVVIVKVTTDTQEASRRASWKKRLTRT
NSPPGINGPKKRPLIRTIKQADRKFLRPDNRAAAKRL

HASTFVPQERSNGPATMLSADEKIFHP
PAM

TRINITY_DN11980_c3_g10_i1.p1,
TRINITY_DN11980_c3_g2_i1.p1

MALDILCACVVLLLFYYYLTADFDFWKSQGVKGPKPI
PFFGTIARHLLRRLSLGSYLRKIYEEYPNEPMVGIFQR

GKPALVLRDPELIKQVLIKDFSVFPERN
PAM

TRINITY_DN18603_c0_g1_i1.p1
MLAASPLLVVLYLSPRSAGFFREGSLFLRRLSRTASF
FLNLRNHTFSTTRSFLVPDLLRCPSVAAPPELGDRPR

SQSRSTRSSFAFFLPPSRSYPTIRGT
PAM

TRINITY_DN3796_c0_g1_i1.p1
MKLLAVFALFCVLAYATADPIPAVYDGPTDELNPFEES
ASDEVSENDMPTMIRQRRVTCDLLSWNSKWFSFNH

SACAAKCLAQRRRGGRCRGGICVCR
PAM

TRINITY_DN6260_c0_g2_i1.p1
STTMKTCTIVFVALAALLLCTECVSAMELCPQENCLT
PSKCEQEINNLNVQCFEQGTSCCSVVKDEFRTHCR

HFGGECMNRCPQSLLHETVDCINGQVCCVLV
PAM

TRINITY_DN272_c0_g1_i1.p1
MHFLLYTLLFSAFAAVSNVIAEFSADDCKMLGFNKAN
LLCSTCEHFAEPNLAKILATCKECCLKDNDYDLSGSK

RYPKAVLEVCTCKFGAYPQIQGIYLN
PAM

TRINITY_DN2382_c0_g1_i1.p2 VVVIIGSGSRVHVCLYVCVCVCLSRVAAPCIDKYARV PAM
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CAQVRRKIHGRNSSQVQPATWASRPLNTSRTSTRFP
LRSRNRRTERARRLDPSVGKFLRARRVFPYCPGE

TRINITY_DN11838_c2_g3_i1.p3
MNPLIACMIIGLAGLTLAEPPVSGYSYSRPTGGGGYF
GGGGGGGGGGFGIGGGGGYTQVSTGYQTSEGASV

DGALLEQIRQILLKEELQSQQSGGV
PAM

TRINITY_DN15852_c0_g1_i1.p2
MNRIAITFALLCALSSTLAFNFEDCGSEIGKFGDITISS
CTPSSKKCIVNRGDEAHVSIKYTPNKDISNLGARVYT

MLQNVPIPFPLDKPNVCKDSN
PAM

TRINITY_DN12031_c2_g3_i1.p5,
TRINITY_DN12031_c2_g3_i2.p5

MPSSSSSLLGYGIGMVIISMIIVIVIDTITVTVADIDTTVT
VTVIDDTPSSSHSPSSANTKTRLKHGHYIAEYQPIVE

YIRIATDLIMIKRTKRWKKQRETDARRYTWLRT
PAM

TRINITY_DN307_c0_g1_i1.p1
MIGIEVSTVMWQYRTIGLLALLLAACVQARGIELLRSK
RGGEGASSFSSASSSASASSYGGGSSFSKSDAKAIG

SASANSGGYGGFGGGSGDLGGGGGHGGFGG
PAM

TRINITY_DN24006_c0_g1_i1.p1
MKLLVVCLVFVAAISVATGQNRYFAKQGSCPPALPVQ
FCGHSCFVDSHCAGIGKCCPTQCGGSICSMPVTMT

RPSQSGEKSFVAALRQIARS
PAM

TRINITY_DN4617_c0_g1_i1.p1
SPSASASTMHRPRGRQSFLLFCLFFYTSCEFLWGTG
RYISVLRPAAVITGGAETGVILAPTLRATNSLIGNNGG

DTARKRRGEPVNWLIRSVSAKVLSLAKG
PAM

TRINITY_DN11919_c4_g8_i3.p6
ECAVRACRIAVCLVGTISRVRCVSSFVSLAVICCWRC
LGHELAARREHRRASLVQSCKADGVADGDGGFDGD

GGGGGGDGRPPRRGGTTRDVYE
PAM

TRINITY_DN11708_c0_g1_i3.p5
MGRDELVLIYVFLIITQLVVVFSDDIDYTTLHDEMRKL
GEKTGIRKKCLAEIGDVTVSMLDQAELGEFPDNNNL

ACYFKCVMEKGGVVNETKLQR
PAM

TRINITY_DN9306_c0_g3_i1.p2
MDHNQLLIAALLATLLLHGEMIMSTAEPIFRLVHDLIQY
NIAGAPVAHQKTEWDFDPDIGKQRRVRYQQENGRF

GEIAIAKIGMGIGYKGPWGKPVD
PAM

TRINITY_DN11674_c8_g1_i1.p17,
TRINITY_DN11674_c8_g1_i3.p16,
TRINITY_DN11674_c8_g1_i6.p17,
TRINITY_DN11674_c8_g1_i8.p16

MWCRLLTLLLLVCCCHLAAASKRIRVDGKSYTVSAYQ
EDCRKYVMCSEGRCKLETCEPTYFFDPITSTCTHRA

RGSSNCDFKLSRKSRRG
PAM

TRINITY_DN5545_c0_g2_i1.p2
PRPVIPCVALACCARESASAPPGESVYERVCERAKQ
ASGLRRREEKRAEERLSRRWPTRRRRRGASSGFRP

VGAEAAHQPNSSIERGCS
PAM

TRINITY_DN11969_c3_g2_i1.p11,
TRINITY_DN11969_c3_g2_i2.p10

IIALYRGHELRFSSAYLRALFCFAFLLLSRTGRASTGS
CTSRRRDHRRIIPSDRSRSRANRRRDIEVPIPSTVAS

HGGSKELSSGAEIDSAPLLVRDTGKKRK
PAM

TRINITY_DN8567_c0_g1_i1.p1
LSLSLCLPFCLIPPLLVILSLSPLSPPRECRRGRRAGV
GHVPGPTTVTTTKTTQTKTAVVTVANHDLCVCTEQK

HPGYHPEGKDRRIA
PAM

TRINITY_DN16791_c0_g1_i1.p1
MKAILSVALLMCLAMVYSYTETNFELNCPIPDKENATL
LPHPIYCDSFFICQNGEPIPMKCPKGLDFNPELSVCD

WPWQAHCKASG
PAM

TRINITY_DN24839_c0_g1_i1.p1
MKGLLCCAILLLVCVLVRVQGNCDHNGEILPMGTHYR
DCQQIKCNEDGSMSALGCPLSSCKLGEQIGYHKLDV

NKPYPECCERPICKTD
PAM

TRINITY_DN10676_c0_g2_i1.p1
MSDPTTLLVLQFLAAFLACLADYSRAQDEETLVECVE
SETGCRRCRDGTCARCAVLLHQGTCVHTCPPGFVA

DWSTRDEYMGRICRETGYMFGL
PAM

TRINITY_DN12005_c2_g1_i1.p4
SLSLSLSLSLSLFLLTFSSLFFSDPRVQIVRAIIAISSLD
ERHSGERAFPSHHVPRELLYPNGPCARASVLFGKG

ELVRGESMIYTSRRDR
PAM
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TRINITY_DN27555_c0_g1_i1.p1
VVVVVVVVVVVALVPSGSRRICIQARKKDSPFSRIPP
PPPPSTSFQSRFSWGRVGGSKDRRRGSWFTHRDG

ALSSKPVKALGDDRL
PAM

TRINITY_DN1241_c0_g1_i1.p2,
TRINITY_DN1241_c0_g2_i1.p2

MTAFLHGFLMIVLIIINAFTLGISESFERSPTFTANHPIF
PRHYPTTSKIASTPLIYTTPRIIDTFAKSEVKCPTGQKK

DSQGICRERA
PAM

TRINITY_DN11940_c4_g5_i1.p5
VCVCVCVCVCVCVRTGVYVRACAATRRRWSPAMFG
LRHHTSHTSSSPRTPHYHHHFHHHHHGLMAASGTS

RSRSIPPSCTR
PAM

TRINITY_DN11680_c10_g5_i1.p5
MYIYACVCAVCVCWACMHMYVCAPCVCTRVELVQE
ACPSVKITLSPRRLRRENRGRDASRRMEKECCEGR

SIESKEREREKDNSLHEN
PAM

TRINITY_DN12094_c0_g1_i8.p3
MDSRLLVIVLLIVSILFVCSSGGKSAGGFLSKIVSCIIIF
SLAVDRNFSCDESVFCVILVATVVTVVCARWCRYQIL

RVRVLRRQR
PAM

TRINITY_DN11280_c0_g1_i11.p7,
TRINITY_DN11280_c0_g1_i5.p7,
TRINITY_DN11280_c0_g1_i6.p7

MLCDMFDQIDAVAFVALLINQYSSCRPISHLHHIRCAL
NCTQSYTLARKFSSNFCKQKRNFQAKLMDAFATTCV

ARDAQCFRYLYVGV
PAM

TRINITY_DN10507_c0_g1_i1.p1
MKSFACILVVIMVLNLVPEDLCQQMNNPSNQPMGQG
MSPPNRADMSRPMGSGMYRPMGGWSRPILRRGPV

MRGGGMPMTGAGTM
PAM

TRINITY_DN5860_c0_g1_i1.p2
PPIDDEYMGGICAAFLFQLSFATTSTTIVSGAMAERC
NFKAYCIFSFLNTIVYCLPAGWVWGDHGFLNRMGVV

DIAGSGPVHLV
PAM

TRINITY_DN11013_c2_g1_i1.p3,
TRINITY_DN11013_c2_g1_i3.p3,
TRINITY_DN11013_c2_g2_i1.p1

MNGHVANVVPVLLLAEAIGLAMMPTTLRHQSRRGLF
SFWVSASQSSGEVLDDGGDESRLEVDDALARSRQA
EYEILDEIRDPSVGEDEEPGDGARHSLLCAVRPSGA

A

PAM

TRINITY_DN12094_c0_g1_i18.p4,
TRINITY_DN12094_c0_g1_i4.p2,
TRINITY_DN12094_c0_g1_i5.p3,
TRINITY_DN12094_c0_g1_i7.p4

MDSRLLVIVLLIVSILFVCSSGGKSAGGFLSKIVSCIIIF
SLTVDRNFSCDEPVLRYPCCNGSDGCLRSLVSLPNS

QSANFS
PAM

TRINITY_DN4750_c0_g1_i1.p4
MITRWRLIFVLILSPSIVLSRLYLHGVSRRNNSMFFLL
EITARKRRRNFEIARDTASLLASKVFCGRRSAAAFSQ

LSLCT
PAM

TRINITY_DN24344_c0_g1_i1.p2
FCLLFLIFFECISISWAFGVNRFYDALRDMIGYYPLMW
WKFCWTVTTPMICVGVFVFNLIQWTPVKYLDYEYPW

WS
PAM

TRINITY_DN23671_c0_g1_i1.p2
GTRALAALALSCIQSGCIVRRGRCCAMHSVCGVTTR
DTSRVLKACQLEVHPELVHTSAFDGFFERPRAVKFG

ELCE
PAM

TRINITY_DN12012_c2_g6_i1.p4
MMMMMMMMMMMMMMMTESENESESEKGRSMKM
FLLPNVFAVVAAANATIRRKKCDKCTFGGEKKRLSRE

TALFRISSARRAADERIPLIVLTVSQFFSNPVSA
PAM

TRINITY_DN15024_c0_g1_i1.p3
DDVRRFRLSLVGIVSLLLIDASCGIGVSGTGGGGGSG
GGSTCGLAELRCNDGHCVPIDAYCNGEDDCGDGSD

EPAMCTPC
PAM

TRINITY_DN1980_c0_g1_i1.p1 IVLVLLLECVVIGLACGFRDAEKGTQDFLKSTIKYYATT
ADKAETVTVAWDGIMSQFHCCGVESYRDFSEN PAM

TRINITY_DN15646_c0_g1_i1.p3
MRCVRCWWLVIKCVFACLTRGGRGTGGVVFVYRLQ
NDEDSQDSSASEALDHRAQIYRGTSRPITTRLSALRP

TWYARVCG
PAM

TRINITY_DN1540_c0_g2_i1.p1 AAVFAVLLCVTDVTAIRSGDGCGNGMFRCNDGKCIQ
SILVCDYRGDCDDNSDEMQSCPPPDCDFGQITCG PAM
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TRINITY_DN11631_c2_g1_i1.p2 DNIIVIIIILIIMIRIIAARQQDFHTVAKLLWSPSSPSLYKS
QRRAAEKNHSRDEESTHRVYRESAHRGCISSF PAM

TRINITY_DN11193_c0_g4_i1.p2,
TRINITY_DN11193_c0_g4_i4.p2

RYFHCSLRFPLCLASDFIVCFDLSRPKKEKKLVISKRY
KINTKHEKKVNRVNSSQETTRGKISVVYILLHLSLAAD
GKKKNCSVHQTLGKARNRKNRDGSRVIARGIKDTRQ

GIVNRQDRLSTFPVGCARQL

PAM

TRINITY_DN26077_c0_g1_i1.p1 IHPTVFSVLFWLGYCNSAINPCIYALFSKDFRFAFKRII
CKCFCKRRANTLRRGSDGSQLAMRNERSPSYS PAM

TRINITY_DN26693_c0_g1_i1.p3
MEENEVRGILVPVLAACIGPALSITSCARNVVCISRIT

MRAPRDIPRDRPVDFHGAISMQIVLSPFATDTTPRCD
LR

PAM

TRINITY_DN4362_c0_g1_i1.p2 MKLIIVLMAIAVVLSTTVTGQTDDEYIHLPGKSCSDAP
PCPDGRPCVMAPPRCNVGTCGKDLVPTCGRK PAM

TRINITY_DN23188_c0_g1_i1.p1 FARIFVFFSLLTSLVKMATASTGIGVSFYARAALHAAT
WCYTVIHRARYIEVSTFEVDIFASCTRKRNNFKTT PAM

TRINITY_DN450_c0_g1_i1.p1 MIKTVFLVALLCMSVIAEDGMFQAAADAVSSGIRSMS
SGGGGASSLTRRSAQSDRMPQGPPPGSSGPPRN PAM

TRINITY_DN9862_c0_g1_i1.p1 MRLSLAVMCAITLFFFLSTSNARAASFDPSQNEYFQR
FDEKPKISTPKASSIINVPRNCPPEKVKIGDRCRSVY PAM

TRINITY_DN9582_c1_g1_i1.p2 SLSLALSLFFFLTTRPKTIVAASVAVGDDIPRLGERKR
CEKRRLKSTRRPGGMKPNFRASAPQPSRFARSERV PAM

TRINITY_DN11844_c0_g3_i3.p1,
TRINITY_DN11844_c0_g3_i5.p1

MKFYVCILLVIMILSLVPEDLCQEEDGRSRLGELRNYP
IVVMLSKAKPVCPEGQRLAMEKCRPGRK PAM

TRINITY_DN22691_c0_g1_i1.p1 WHPRTATVLLFFSLVSSSPLPRGPSGHLLCIHSLMSR
DQALPTEFFAPTNGVLGRSPHRLSPACSSCA PAM

TRINITY_DN29460_c0_g1_i1.p2 FKFSRNTLICVYVPVFVCVYAVNAVYTMCVRVCARVC
VNADCAIVIFLRLHPAIRRVGRAEERDVERKR PAM

TRINITY_DN11122_c0_g2_i1.p4 LSLSLFLFLSPLITLCLLFSLPLCHRKGGGQERGIKEG
ARGERRVPSAFDPIVLVVGGGAPP PAM

TRINITY_DN168_c0_g1_i1.p2 NSTFILYDRITGMIVALFIVIATVTSSSRDYFRARAVDK
LKCRTSAATMTSLNRGTVIATFRSRLTREKQPRA PAM

TRINITY_DN10137_c1_g1_i1.p5 FFFFFFFFFFFLCDSPVPNLNCRWKERRKKEQSAAS
SRLACFVSTVVCLVCVPETEKYR PAM

TRINITY_DN13289_c0_g1_i1.p2 MRATWLVLILAEILPPLSLLGEAVCHRNDTDLSAGTNT
GQRSGETSSRRRRELAFPKGSAFV PAM

TRINITY_DN6307_c0_g1_i1.p1 ARQTALVLFGDFIVARARDKTSDLLRTADFLRLVERRP
KIDTPRLKIAKLARPCAPRWWW PAM

TRINITY_DN12066_c4_g1_i1.p1 MKHSVKQLFLFLVFVFLRFSLKPLVRHKLRTKPQVEFI
RNETFFIRGTTKFRSGRFRETSCAA PAM

TRINITY_DN12925_c0_g1_i1.p2 MKISNLLLAFVAIIVALFVSVTSADPAPEAVKLFRHTRT
VGRIGAVVALRPKKPSTTTVKPTTPKKG PAM

TRINITY_DN2395_c0_g1_i1.p1 VLLYSARSNMILNISCTTLLCLAAGTVVGGAVLLFLGL
YLYISFTRGVCKSKTRMDGKTVIITGCTSGIGKET PAM

TRINITY_DN21408_c0_g1_i1.p1 QGTSESSDIMVSLGRAVIVVAAALMALTAFVHAIPTPA
PVAPGAITAYPIPQRPAYAPNPWVYPKPTTVQPIGR PAM

TRINITY_DN10891_c1_g1_i1.p4,
TRINITY_DN10891_c1_g1_i1.p3

SEFFHNYDFLCVCVCVYSRAPSGRAVERVQQVQRK
AKKGQREGHPVFSQQGILLSLFTGLIKRAAT PAM

TRINITY_DN12023_c1_g5_i1.p2 MKIFLNVFLIIAILAAIAIPLGICKPEGKSAIKEVFNRNCP
KGYRKDIHGICRPIINL PAM

TRINITY_DN27221_c0_g1_i1.p2 MRDVDFLIRLFAFLFVLRQGNECDECFSPSRCLSLSR
EVPKKKFYRSKWNSKCHKFITIFLYL PAM
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TRINITY_DN7631_c0_g1_i1.p2 VTEYNLYNLISTMFVIAIISSDVPTSRAKKRVNRLAND
CLRDTFHSQRSARREVLRNSGRNYVRCDD PAM

TRINITY_DN3941_c0_g2_i1.p8 MCLSLTLSFCLRLVVLFTFTRRQSPGLYAQRRIGSTH
APKKVPLAKVHTTLEPRHTGAHTAPRG PAM

TRINITY_DN27940_c0_g1_i1.p1,
TRINITY_DN27940_c0_g2_i1.p1

MAPARLLLLILVSLMLVFANEGMPLSFPKRTRPQSKC
PPGYRHTRTGCREILTY PAM

TRINITY_DN11964_c1_g7_i1.p3 MIVVVVFVVVVLLKSFPPHLDSRSCKTRAFRALSVDR
AYVRRPRDIGPNF PAM

TRINITY_DN16370_c0_g1_i1.p1 VVEDIQIFLQSTMKVLFNICLIVVLTIIAISMGISQPLPPT
PSGHVINKRVAPIPRPVPTVIGLLMKQ PAM

TRINITY_DN12005_c4_g1_i1.p15,
TRINITY_DN12005_c4_g4_i1.p15

MLCVCMCVCAIQVDEREKEGGKGIRDKDKKILKIKTQ
ILTLAKKRHSAF PAM

TRINITY_DN20021_c0_g1_i1.p2 MRLSLYIVVFLLIIMATTAFIVPIKLRWKQKKAKVGVQL
RRPKTVHLPQLPIQ PAM

TRINITY_DN8792_c0_g1_i1.p3 DIRDWRLAILIFLSTREFTDGTMSSLKLQKRLAASVM
RCGKKKSMVRSK PAM

TRINITY_DN11886_c2_g8_i1.p8 EREREREGENVCMCVCVCVCVCARACVCTRVRTTC
VWTHVRSICVCVLACVNV PAM

TRINITY_DN19441_c0_g1_i1.p1 MLQGLCFLAVASLVNGIRKTRKYMPKILAKYSKVKRY
VYRMAFD PAM

TRINITY_DN24173_c0_g1_i1.p2 MILVTLVVLFLGWKLRCTIFELSSSSSSAFLVWKHAG
CCVPRI PAM

TRINITY_DN1222_c0_g1_i1.p3 PLNARNVASVFLSLLLEALRADQTSRPGAAVVTKRR
NTLGSGKKIK PAM

TRINITY_DN11861_c3_g2_i1.p5 MVFNLLLVNILLIYLTHIFGLRACHALVSTSRAVLRRVVI PAM

TRINITY_DN10866_c0_g4_i1.p9 TTNSSVPVNGLVISVLCYFAAPFSPIVSRVPRFEIFQV
TRKKKSAIC PAM

TRINITY_DN13404_c0_g1_i1.p2 LILVVVCIFIFANPTDSIRPKKNRQRRYQSLAGYR PAM

TRINITY_DN11793_c4_g1_i1.p4,
TRINITY_DN11793_c4_g2_i1.p4 MSVGLLTQAFLLIICREIVKTKMKKTIALLWN PAM

TRINITY_DN1481_c0_g1_i1.p6 MYLMLGMALIAMCFNLMQEEVIAKMRALMRGIKYVF
RCER PAM

TRINITY_DN11610_c0_g2_i1.p3 RASSVLAAPGVFPFCFAVSYISLITAGLSPRRRADRR
VSRDFT PAM

TRINITY_DN4260_c0_g1_i1.p3,
TRINITY_DN4260_c0_g2_i1.p3

MLSVPHTGLYSAVAIQGHAVVVLCVVLVVGLSKLLLD
KLFCGKAKATK PAM

TRINITY_DN6759_c0_g1_i1.p7,
TRINITY_DN6759_c0_g2_i1.p7 MTLLAWIFLFSVDGPGSPGRIPHAAFRFGLLK PAM

TRINITY_DN11202_c0_g2_i3.p14 MTQMDMAMAVVTTVATVVGAAAHVVKVRILASFL PAM

TRINITY_DN17524_c0_g1_i1.p3 DLPPALLLPLFLLLHFFLFRLSLSPSPAPVRVLHVVRS
VAR PAM

TRINITY_DN12050_c5_g5_i1.p4 MTVRTLSNIILVVALISLVTLIPAKLKKAILNPAMVI PAM
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APÊNDICE B - Resultado do mapeamento cruzado da busca de nucleotídeos
usando os transcritos que codificam os 136 PAMs previstos da glândula da peçonha
de O. chelifer contra o transcriptoma de seu corpo. A pesquisa referenciada usou
BlastN.

ID da transcrição da glândula
O. chelifer

Tamanho da
sequência

ID transcrito do corpo de O.
chelifer Similaridade (%)

TRINITY_DN12031_c2_g3_i1 2902 TRINITY_DN992_c1_g2_i2 99,89

TRINITY_DN12031_c2_g3_i2 2890 TRINITY_DN992_c1_g2_i1 99,89

TRINITY_DN11122_c0_g2_i1 579 TRINITY_DN981_c0_g1_i9 100

TRINITY_DN1241_c0_g2_i1 672 TRINITY_DN979_c0_g1_i5 100

TRINITY_DN1241_c0_g1_i1 750 TRINITY_DN979_c0_g1_i4 100

TRINITY_DN15852_c0_g1_i1 292 TRINITY_DN9659_c0_g1_i2 99,32

TRINITY_DN1958_c0_g1_i1 469 TRINITY_DN958_c0_g1_i9 99,07

TRINITY_DN450_c0_g1_i1 418 TRINITY_DN899_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN17524_c0_g1_i1 255 TRINITY_DN8975_c2_g3_i1 100

TRINITY_DN11980_c3_g10_i1 830 TRINITY_DN8908_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN11980_c3_g2_i1 816 TRINITY_DN8908_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN12005_c2_g1_i1 2056 TRINITY_DN863_c0_g5_i1 100

TRINITY_DN28762_c0_g1_i1 375 TRINITY_DN82_c0_g1_i4 99,73

TRINITY_DN13204_c0_g1_i1 305 TRINITY_DN8074_c0_g1_i3 100

TRINITY_DN2395_c0_g1_i1 222 TRINITY_DN804_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN2760_c0_g2_i1 1002 TRINITY_DN800_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN14668_c0_g1_i1 345 TRINITY_DN7956_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN6307_c0_g1_i1 282 TRINITY_DN7423_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN21289_c0_g1_i1 371 TRINITY_DN729_c1_g3_i1 100

TRINITY_DN5545_c0_g2_i1 355 TRINITY_DN7267_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN1600_c0_g1_i1 314 TRINITY_DN7216_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN17243_c0_g1_i1 336 TRINITY_DN703_c2_g1_i1 100

TRINITY_DN12012_c2_g6_i1 1674 TRINITY_DN6652_c3_g1_i1 99,82

TRINITY_DN4750_c0_g1_i1 1872 TRINITY_DN6611_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN16370_c0_g1_i1 205 TRINITY_DN646_c0_g4_i1 100

TRINITY_DN12094_c0_g1_i4 1422 TRINITY_DN632_c0_g1_i14 92,81

TRINITY_DN12094_c0_g1_i5 3041 TRINITY_DN632_c0_g1_i14 92,79
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TRINITY_DN12094_c0_g1_i7 3062 TRINITY_DN632_c0_g1_i14 96,06

TRINITY_DN12094_c0_g1_i8 1532 TRINITY_DN632_c0_g1_i14 92,76

TRINITY_DN12094_c0_g1_i18 3425 TRINITY_DN632_c0_g1_i14 96,69

TRINITY_DN9325_c1_g1_i1 810 TRINITY_DN615_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN11193_c0_g4_i1 1608 TRINITY_DN5909_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN11193_c0_g4_i4 1587 TRINITY_DN5909_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN11631_c2_g1_i1 1108 TRINITY_DN587_c2_g1_i1 100

TRINITY_DN11202_c0_g2_i3 1537 TRINITY_DN5748_c0_g1_i1 99,92

TRINITY_DN24173_c0_g1_i1 390 TRINITY_DN5560_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN11680_c10_g5_i1 4552 TRINITY_DN52_c8_g1_i1 99,97

TRINITY_DN11940_c4_g5_i1 1406 TRINITY_DN515_c0_g10_i1 100

TRINITY_DN18722_c0_g1_i1 1359 TRINITY_DN4996_c0_g1_i2 99,85

TRINITY_DN22786_c0_g1_i1 615 TRINITY_DN498_c1_g1_i1 100

TRINITY_DN18603_c0_g1_i1 841 TRINITY_DN489_c0_g2_i3 99,88

TRINITY_DN9582_c1_g1_i1 392 TRINITY_DN4815_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN11861_c3_g2_i1 895 TRINITY_DN4733_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN1980_c0_g1_i1 216 TRINITY_DN4600_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN272_c0_g1_i1 948 TRINITY_DN460_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN11793_c4_g1_i1 1105 TRINITY_DN4518_c0_g2_i1 99,72

TRINITY_DN11793_c4_g2_i1 1108 TRINITY_DN4518_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN1481_c0_g1_i1 496 TRINITY_DN4405_c0_g2_i2 98,8

TRINITY_DN4362_c0_g1_i1 614 TRINITY_DN4151_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN6759_c0_g1_i1 875 TRINITY_DN4044_c0_g1_i1 99,54

TRINITY_DN6759_c0_g2_i1 878 TRINITY_DN4044_c0_g1_i1 99,88

TRINITY_DN7631_c0_g1_i1 204 TRINITY_DN3883_c1_g1_i1 100

TRINITY_DN8792_c0_g1_i1 591 TRINITY_DN385_c0_g1_i4 99,44

TRINITY_DN9862_c0_g1_i1 460 TRINITY_DN372_c0_g4_i1 100

TRINITY_DN24839_c0_g1_i1 887 TRINITY_DN3702_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN4617_c0_g1_i1 730 TRINITY_DN3662_c0_g1_i1 79,38

TRINITY_DN11919_c4_g8_i3 5144 TRINITY_DN3525_c2_g1_i4 99,98

TRINITY_DN24006_c0_g1_i1 384 TRINITY_DN3485_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN11964_c1_g7_i1 970 TRINITY_DN3317_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN26693_c0_g1_i1 730 TRINITY_DN327_c0_g3_i2 80
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TRINITY_DN307_c0_g1_i1 447 TRINITY_DN319_c0_g1_i46 99,55

TRINITY_DN11610_c0_g2_i1 280 TRINITY_DN3173_c1_g1_i2 99,64

TRINITY_DN10676_c0_g2_i1 431 TRINITY_DN3015_c0_g1_i5 100

TRINITY_DN13404_c0_g1_i1 260 TRINITY_DN28943_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN28995_c0_g1_i1 325 TRINITY_DN2776_c0_g1_i2 100

TRINITY_DN17655_c0_g1_i1 357 TRINITY_DN26944_c0_g1_i1 99,72

TRINITY_DN3796_c0_g1_i1 1357 TRINITY_DN26725_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN21408_c0_g1_i1 426 TRINITY_DN26693_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN12961_c0_g1_i1 572 TRINITY_DN2663_c2_g1_i1 98,14

TRINITY_DN11013_c2_g2_i1 1749 TRINITY_DN264_c2_g1_i3 100

TRINITY_DN11013_c2_g1_i3 2785 TRINITY_DN264_c2_g1_i2 100

TRINITY_DN11013_c2_g1_i1 2767 TRINITY_DN264_c2_g1_i1 100

TRINITY_DN25847_c0_g1_i1 562 TRINITY_DN25488_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN22691_c0_g1_i1 205 TRINITY_DN25445_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN27221_c0_g1_i1 318 TRINITY_DN25251_c0_g1_i1 77,03

TRINITY_DN11674_c8_g1_i3 6711 TRINITY_DN249_c0_g2_i6 100

TRINITY_DN11674_c8_g1_i1 11824 TRINITY_DN249_c0_g2_i5 99,99

TRINITY_DN11674_c8_g1_i8 7449 TRINITY_DN249_c0_g2_i3 99,98

TRINITY_DN11674_c8_g1_i6 11086 TRINITY_DN249_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN4260_c0_g1_i1 548 TRINITY_DN248_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN4260_c0_g2_i1 672 TRINITY_DN248_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN23671_c0_g1_i1 237 TRINITY_DN24747_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN29460_c0_g1_i1 218 TRINITY_DN2465_c1_g2_i1 100

TRINITY_DN10507_c0_g1_i1 699 TRINITY_DN245_c0_g1_i3 99,09

TRINITY_DN11844_c0_g3_i3 593 TRINITY_DN245_c0_g1_i21 96,27

TRINITY_DN11844_c0_g3_i5 976 TRINITY_DN245_c0_g1_i21 91,9

TRINITY_DN10891_c1_g1_i1 1576 TRINITY_DN23575_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN168_c0_g1_i1 684 TRINITY_DN22904_c0_g1_i1 99,38

TRINITY_DN20021_c0_g1_i1 475 TRINITY_DN22372_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN10404_c0_g1_i1 2419 TRINITY_DN21960_c0_g1_i1 99,91

TRINITY_DN10404_c0_g1_i9 2289 TRINITY_DN21960_c0_g1_i1 99,89

TRINITY_DN11708_c0_g1_i3 4873 TRINITY_DN2093_c0_g1_i2 99,98

TRINITY_DN2382_c0_g1_i1 1275 TRINITY_DN1999_c0_g2_i1 99,92
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TRINITY_DN12925_c0_g1_i1 1049 TRINITY_DN1898_c0_g1_i4 100

TRINITY_DN11886_c2_g8_i1 1657 TRINITY_DN1881_c0_g3_i1 100

TRINITY_DN23731_c0_g1_i1 346 TRINITY_DN1824_c0_g1_i4 100

TRINITY_DN13371_c0_g1_i1 328 TRINITY_DN18121_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN11980_c3_g1_i1 3389 TRINITY_DN1801_c0_g1_i7 99,92

TRINITY_DN11980_c3_g1_i2 3790 TRINITY_DN1801_c0_g1_i6 100

TRINITY_DN26077_c0_g1_i1 214 TRINITY_DN17875_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN8567_c0_g1_i1 265 TRINITY_DN1678_c2_g1_i1 100

TRINITY_DN24344_c0_g1_i1 231 TRINITY_DN15893_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN10663_c0_g1_i1 1043 TRINITY_DN1563_c0_g1_i5 100

TRINITY_DN13987_c0_g1_i1 381 TRINITY_DN15490_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN11280_c0_g1_i5 3243 TRINITY_DN147_c0_g2_i17 100

TRINITY_DN11280_c0_g1_i6 3758 TRINITY_DN147_c0_g2_i17 100

TRINITY_DN11280_c0_g1_i11 3684 TRINITY_DN147_c0_g2_i17 100

TRINITY_DN17016_c0_g1_i1 343 TRINITY_DN14572_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN23188_c0_g1_i1 462 TRINITY_DN1411_c1_g2_i1 100

TRINITY_DN1540_c0_g2_i1 210 TRINITY_DN1400_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN19441_c0_g1_i1 334 TRINITY_DN13982_c0_g1_i1 99,68

TRINITY_DN11969_c3_g2_i1 5923 TRINITY_DN13556_c0_g1_i1 95,82

TRINITY_DN11969_c3_g2_i2 5217 TRINITY_DN13556_c0_g1_i1 95,82

TRINITY_DN27555_c0_g1_i1 880 TRINITY_DN13542_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN12050_c5_g5_i1 846 TRINITY_DN1333_c0_g1_i7 100

TRINITY_DN12023_c1_g5_i1 402 TRINITY_DN1305_c0_g1_i8 98,51

TRINITY_DN27940_c0_g1_i1 425 TRINITY_DN1227_c0_g1_i1 99,52

TRINITY_DN27940_c0_g2_i1 430 TRINITY_DN1227_c0_g1_i1 98,35

TRINITY_DN15646_c0_g1_i1 508 TRINITY_DN12152_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN9306_c0_g3_i1 2808 TRINITY_DN1207_c0_g1_i4 99,96

TRINITY_DN10866_c0_g4_i1 4237 TRINITY_DN1199_c1_g1_i1 99,79

TRINITY_DN12066_c4_g1_i1 568 TRINITY_DN1134_c0_g4_i2 90,24

TRINITY_DN11838_c2_g3_i1 3157 TRINITY_DN1131_c6_g1_i1 99,96

TRINITY_DN26054_c0_g1_i1 468 TRINITY_DN11264_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN12005_c4_g1_i1 3934 TRINITY_DN11250_c0_g1_i1 100

TRINITY_DN12005_c4_g4_i1 3963 TRINITY_DN11250_c0_g1_i1 100
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TRINITY_DN1222_c0_g1_i1 636 TRINITY_DN1093_c0_g5_i1 99,51

TRINITY_DN3941_c0_g2_i1 4515 TRINITY_DN1080_c0_g2_i1 100

TRINITY_DN6260_c0_g2_i1 649 TRINITY_DN10_c0_g1_i1 99,85

TRINITY_DN5860_c0_g1_i1 252 No Blast Hit

TRINITY_DN13289_c0_g1_i1 323 No Blast Hit

TRINITY_DN3547_c0_g1_i1 1208 No Blast Hit

TRINITY_DN15024_c0_g1_i1 244 No Blast Hit

TRINITY_DN16791_c0_g1_i1 437 No Blast Hit

TRINITY_DN10137_c1_g1_i1 496 No Blast Hit  
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APÊNDICE C - Mapeamento dos PAMs potenciais de O. chelifer comparadas as leituras de
proteínas convertidas do transcriptoma de O. monticola usando PALADIN (WESTBROOK et al.,
2017).

ID Proteína Glândula de
O. chelifer

Corpo
O. chelifer O. monticola

TRINITY_DN307_c0_g1_i1.p1 6306 22057 2223

TRINITY_DN28762_c0_g1_i1.p2 3397 36569 467

TRINITY_DN15852_c0_g1_i1.p2 3183 28602 5

TRINITY_DN18722_c0_g1_i1.p2 2950 7380 586

TRINITY_DN4362_c0_g1_i1.p2 2886 8890 215

TRINITY_DN12961_c0_g1_i1.p1 2765 33817 61

TRINITY_DN6260_c0_g2_i1.p1 2117 505 7

TRINITY_DN12925_c0_g1_i1.p2 1788 542 27

TRINITY_DN2382_c0_g1_i1.p2 1757 1064 229

TRINITY_DN10891_c1_g1_i1.p3 1709 93 125

TRINITY_DN10891_c1_g1_i1.p4 1652 109 135

TRINITY_DN8792_c0_g1_i1.p3 1616 1491 2023

TRINITY_DN3547_c0_g1_i1.p1 1529 0 66415

TRINITY_DN272_c0_g1_i1.p1 1114 1124 117

TRINITY_DN10404_c0_g1_i1.p2 1072 142 13

TRINITY_DN11980_c3_g10_i1.1 1060 107 210

TRINITY_DN11980_c3_g2_i1.p1 1022 110 219

TRINITY_DN10404_c0_g1_i9.p2 1021 131 18

TRINITY_DN2760_c0_g2_i1.p2 809 1877 96

TRINITY_DN11631_c2_g1_i1.p2 785 414 0

TRINITY_DN10507_c0_g1_i1.p1 720 13554 0

TRINITY_DN9862_c0_g1_i1.p1 710 1858 0

TRINITY_DN450_c0_g1_i1.p1 349 2257 0

TRINITY_DN12031_c2_g3_i1.p5 344 187 321

TRINITY_DN12031_c2_g3_i2.p5 340 193 300

TRINITY_DN22786_c0_g1_i1.p1 328 415 73

TRINITY_DN4750_c0_g1_i1.p4 290 309 318
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TRINITY_DN24839_c0_g1_i1.p1 289 3401 194

TRINITY_DN12005_c2_g1_i1.p4 286 89 58

TRINITY_DN3796_c0_g1_i1.p1 278 2461 22

TRINITY_DN11844_c0_g3_i5.p1 273 1056 0

TRINITY_DN11674_c8_g1_i8.p6 244 1004 635

TRINITY_DN11844_c0_g3_i3.p1 240 1069 0

TRINITY_DN11674_c8_g1_i3.p6 235 1021 637

TRINITY_DN24006_c0_g1_i1.p1 235 969 119

TRINITY_DN11674_c8_g1_i1.p7 226 1028 665

TRINITY_DN11674_c8_g1_i6.p7 217 1037 636

TRINITY_DN25847_c0_g1_i1.p1 205 590 96

TRINITY_DN10663_c0_g1_i1.p1 184 436 167

TRINITY_DN9306_c0_g3_i1.p2 166 354 24

TRINITY_DN11940_c4_g5_i1.p5 158 129 267

TRINITY_DN8567_c0_g1_i1.p1 132 126 296

TRINITY_DN11708_c0_g1_i3.p5 129 283 77

TRINITY_DN11886_c2_g8_i1.p8 128 33 12

TRINITY_DN12012_c2_g6_i1.p4 102 88 20

TRINITY_DN11680_c10_g5_i1.5 100 74 0

TRINITY_DN11969_c3_g2_i2.p0 82 0 0

TRINITY_DN11013_c2_g1_i3.p3 81 62 3

TRINITY_DN11838_c2_g3_i1.p3 75 96 103

TRINITY_DN11013_c2_g2_i1.p1 73 81 9

TRINITY_DN11969_c3_g2_i1.p1 72 0 0

TRINITY_DN11980_c3_g1_i2.p1 72 344 191

TRINITY_DN11013_c2_g1_i1.p3 71 61 6

TRINITY_DN9325_c1_g1_i1.p2 70 60 76

TRINITY_DN1241_c0_g2_i1.p2 67 157 0

TRINITY_DN11980_c3_g1_i1.p1 59 291 178

TRINITY_DN1241_c0_g1_i1.p2 58 155 0

TRINITY_DN9582_c1_g1_i1.p2 51 18 6
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TRINITY_DN28995_c0_g1_i1.p1 48 22 78

TRINITY_DN16791_c0_g1_i1.p1 44 4 0

TRINITY_DN27555_c0_g1_i1.p1 44 27 6

TRINITY_DN10137_c1_g1_i1.p5 39 0 14

TRINITY_DN20021_c0_g1_i1.p2 39 203 19

TRINITY_DN11122_c0_g2_i1.p4 37 22 28

TRINITY_DN3941_c0_g2_i1.p8 37 18 19

TRINITY_DN4260_c0_g2_i1.p3 36 152 0

TRINITY_DN14668_c0_g1_i1.p1 33 68 2

TRINITY_DN27940_c0_g1_i1.p1 33 182 26

TRINITY_DN10676_c0_g2_i1.p1 32 61 32

TRINITY_DN27940_c0_g2_i1.p1 31 170 23

TRINITY_DN11610_c0_g2_i1.p3 30 26 0

TRINITY_DN12005_c4_g4_i1.p5 27 25 8

TRINITY_DN11964_c1_g7_i1.p3 25 10 5

TRINITY_DN1980_c0_g1_i1.p1 25 58 127

TRINITY_DN23188_c0_g1_i1.p1 25 19 0

TRINITY_DN4260_c0_g1_i1.p3 25 161 0

TRINITY_DN1958_c0_g1_i1.p2 24 0 0

TRINITY_DN12094_c0_g1_i8.p3 23 7 0

TRINITY_DN12005_c4_g1_i1.p5 21 22 5

TRINITY_DN17243_c0_g1_i1.p1 21 97 18

TRINITY_DN26054_c0_g1_i1.p1 21 14 0

TRINITY_DN10866_c0_g4_i1.p9 20 28 0

TRINITY_DN17016_c0_g1_i1.p2 20 21 10

TRINITY_DN11861_c3_g2_i1.p5 19 2 0

TRINITY_DN13987_c0_g1_i1.p2 18 10 313

TRINITY_DN21289_c0_g1_i1.p1 18 49 58

TRINITY_DN5545_c0_g2_i1.p2 18 26 98

TRINITY_DN15646_c0_g1_i1.p3 16 16 127

TRINITY_DN13204_c0_g1_i1.p1 15 8 0
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TRINITY_DN4617_c0_g1_i1.p1 15 3 12

TRINITY_DN11280_c0_g1_i11.7 14 46 0

TRINITY_DN11280_c0_g1_i5.p7 14 45 0

TRINITY_DN1600_c0_g1_i1.p1 14 8 4

TRINITY_DN2395_c0_g1_i1.p1 14 125 41

TRINITY_DN11280_c0_g1_i6.p7 13 41 0

TRINITY_DN11919_c4_g8_i3.p6 13 5 3

TRINITY_DN23671_c0_g1_i1.p2 13 7 0

TRINITY_DN23731_c0_g1_i1.p1 13 81 0

TRINITY_DN12023_c1_g5_i1.p2 12 76 0

TRINITY_DN19441_c0_g1_i1.p1 12 7 0

TRINITY_DN1222_c0_g1_i1.p3 11 4 0

TRINITY_DN17655_c0_g1_i1.p1 11 80 24

TRINITY_DN21408_c0_g1_i1.p1 11 10 9

TRINITY_DN13371_c0_g1_i1.p1 10 10 54

TRINITY_DN18603_c0_g1_i1.p1 10 60 24

TRINITY_DN5860_c0_g1_i1.p2 10 4 8

TRINITY_DN1481_c0_g1_i1.p6 9 5 0

TRINITY_DN26693_c0_g1_i1.p3 9 4 0

TRINITY_DN12094_c0_g1_i18.4 8 6 0

TRINITY_DN13289_c0_g1_i1.p2 8 0 0

TRINITY_DN24344_c0_g1_i1.p2 8 13 9

TRINITY_DN27221_c0_g1_i1.p2 8 0 0

TRINITY_DN12094_c0_g1_i4.p2 7 6 0

TRINITY_DN12094_c0_g1_i7.p4 7 9 0

TRINITY_DN15024_c0_g1_i1.p3 7 1 4

TRINITY_DN6307_c0_g1_i1.p1 7 6 0

TRINITY_DN11193_c0_g4_i4.p2 6 1 0

TRINITY_DN12066_c4_g1_i1.p1 6 0 0

TRINITY_DN11193_c0_g4_i1.p2 5 3 0

TRINITY_DN12094_c0_g1_i5.p3 5 10 0

77



TRINITY_DN1540_c0_g2_i1.p1 5 35 25

TRINITY_DN16370_c0_g1_i1.p1 5 13 0

TRINITY_DN168_c0_g1_i1.p2 5 2 0

TRINITY_DN26077_c0_g1_i1.p1 5 7 5

TRINITY_DN11793_c4_g2_i1.p4 4 2 2

TRINITY_DN29460_c0_g1_i1.p2 4 25 44

TRINITY_DN22691_c0_g1_i1.p1 3 4 1

TRINITY_DN24173_c0_g1_i1.p2 3 9 8

TRINITY_DN7631_c0_g1_i1.p2 3 43 9

TRINITY_DN11793_c4_g1_i1.p4 2 1 0

TRINITY_DN6759_c0_g1_i1.p7 2 5 0

TRINITY_DN13404_c0_g1_i1.p2 1 1 0

TRINITY_DN6759_c0_g2_i1.p7 0 5 0
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