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RNAi – RNA de interferência (do Inglês, RNA-mediated interference) 

S – Siluriano 

Tr – Triássico  

UR – Umidade relativa 

verm – Gene vermillion 

zen1 – Fator de transcrição zerknüllt1 
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RESUMO 

A vida se originou no meio aquático e a terrestrialização foi um dos eventos mais 
importantes da história da vida na Terra. Entre os animais, Hexapoda (Collembola, 
Protura, Diplura e Insecta) teve maior sucesso na conquista da terra, com destaque 
para Insecta. O exoesqueleto impermeabilizado, o sistema respiratório internalizado 
e o sistema excretor que minimiza a perda de água foram características importantes 
para a existência do grupo na terra. Contudo, a formação de camadas protetoras 
dos ovos também foi importante para o sucesso do grupo. Os ovos de Hexapoda 
apresentam uma casca que tem como função protegê-los da ação de predadores e 
também de alterações de fatores abióticos, como a variação de umidade. A casca 
dos ovos é composta por camadas de origem materna e uma cutícula (serosa ou 
blastodermal) produzida no início da embriogênese. Em insetos, a cutícula serosa é 
secretada pelas células da serosa, um tecido extraembrionário. Essa cutícula 
desempenha papel importante para a proteção dos ovos contra a perda de água, 
contém quitina em sua estrutura e evidências genéticas sugerem a presença de 
lipídeos na mesma. Collembola possui uma cutícula blastodermal que é sintetizada 
pelas células do blastoderma. Na literatura, não há informação sobre a função desta 
estrutura para os ovos de Collembola. Este trabalho, dividido em dois capítulos, se 
propôs a compreender fatores importantes para a proteção dos ovos contra a perda 
de água. O primeiro capítulo, com Coleoptera Tribolium castaneum, focou o papel de 
quatro genes da família elongase (Tc-elovl) na impermeabilização dos ovos e sua 
presença na cutícula serosa. O RNAi parental desses genes foi usado e apenas o 
silenciamento para Tc-elovl04 diminuiu a viabilidade dos ovos sob condição de baixa 
umidade relativa. O segundo capítulo investigou a formação da cutícula blastodermal 
e seu papel na proteção contra a perda de água durante a embriogênese de 
Orchesella cincta e Folsomia candida (Collembola). Em ambas as espécies, antes 
da formação da cutícula blastodermal, os ovos murcham e morrem depois de 15 
minutos em ambiente seco, mas depois da formação dessa cutícula, os ovos 
sobrevivem na mesma condição. Ovos de O. cincta resistem mais à dessecação do 
que os de F. candida. Os resultados aqui apresentados mostram que o gene Tc-
elovl04 é importante para a proteção dos ovos de T. castaneum e que a cutícula 
blastodermal de colêmbolos tem papel na proteção contra a perda de água dos 
ovos. A presença de uma cutícula extraembrionária que protege o ovo contra a 
perda de água, é uma característica conservada em Hexapoda, sendo um traço 
ancestral que provavelmente facilitou a colonização do ambiente terrestre por esse 
grupo. 
 
Palavras-chave: Elongases, cutícula serosa, cutícula blastodermal, Hexapoda, 
terrestrialização 
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ABSTRACT 
Life originated on water and terrestrialization was one of the most important events in 
the history of life on Earth. Among animals, the hexapods (Collembola, Protura, 
Diplura and Insecta) had the greatest success in the conquest of the land, specially 
insects. The waterproof exoskeleton, the internalized respiratory system and the 
excretory system, all that minimize water loss, were important traits for the existence 
of this group on land. However, the formation of protective eggshell layers was also 
important for the success of hexapods. Hexapoda eggs have a shell whose function 
is to protect eggs from the predators and changes in abiotic factors such as humidity 
variances. The eggshell is composed of layers of maternal origin and a cuticle 
(serosal or blastodermal) produced during early embryogenesis. In insects the 
second structure, called serosal cuticle, is secreted by the serosa cells, an 
extraembryonic tissue. This cuticle plays an important role protecting eggs against 
water loss, contains chitin in its structure and genetic evidences suggests the 
presence of lipids on it. Unlike insects, collembolans have a blastodermal cuticle that 
is synthesized by blastodermal cells at an even earlier stage of embryogenesis. 
There is no information about the function of this structure for collembolans eggs. 
This work, divided in two chapters, aims to understand important factors for the 
protection of eggs against water loss. The first chapter, with the Coleoptera Tribolium 
castaneum, focused on the role of four elongase genes (Tc-elovl) in the 
waterproofing of eggs and their presence in the serosa cuticle. Parental RNAi was 
used to show the importance of these genes and silencing only for Tc-elovl04 
decreased egg viability the under a condition of low relative humidity. The second 
chapter investigated the formation of blastodermal cuticle and its role in protecting 
against water loss during the embryogenesis of the species Orchesella cincta and 
Folsomia candida (Collembola). In both species, before blastodermal cuticle 
formation, eggs wither and die after 15 minutes in a dry environment, but after the 
formation of this cuticle the eggs survive in the same condition. Orchesella cincta 
eggs are more resistant to desiccation than F. candida ones. Here we showed that 
the Tc-elovl04 gene is important for the protection of T. castaneum eggs and that the 
blastodermal cuticle of springtails plays a role in protecting against the water loss 
from eggs. The formation of post-zygotic cuticle in the eggs is conserved during the 
evolution of Hexapoda, being an ancestral trait that, most likely, facilitated land 
colonization by this group. 
 
Keywords: Elongases, serosal cuticle, blastodermal cuticle, Hexapoda, 
terrestrialization 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1. Filo Arthropoda 

O Filo Arthropoda é constituído pelos subfilos Chelicerata (que inclui 

aranhas e escorpiões, dentre outros), Miriapoda (e.g. lacraias e piolhos-de-

cobra), Crustacea (e.g. cracas, caranguejos e siris), Hexapoda (e.g. insetos). 

Este grupo apresenta mais de 1,2 milhões de espécies descritas (Zhang, 

2011), constituindo cerca de 80% do total de espécies animais conhecidas. Só 

a superclasse Insecta corresponde 66% do total de espécies de animais 

conhecidas (Figura 1). É um grupo monofilético que apresenta como principais 

características comuns: tagmose, que é a segmentação corporal com regiões 

especializadas (e.g. a presença de um tórax com apêndices locomotores e um 

abdômen ausente de apêndices, como ocorre em insetos), um exoesqueleto 

enrijecido com diversos escleritos, um sistema circulatório aberto, olhos 

compostos bem estruturados e um crescimento associado à ecdise (Brusca e 

Brusca, 2003; Grimaldi e Engel, 2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Relação filogenética do Filo Arthropoda com a estimativa do tempo de 
divergência entre os grupos e o percentual do número de espécies. Os períodos de 
divergência são baseados em estimativas de medianas de vários estudos feitas pelo sítio 
timetree.org, acessado em 27/03/2019. Os valores na porção à direita indicam percentagem de 
espécies em relação ao número total de espécies de animais vivos, estimado por Zhang 
(2011), que é de 1.527.600. Collembola, Protura e Diplura constituem o taxon "Entognatha". 
"Crustacea" e "Entognatha" são grupos parafiléticos (Misof et al., 2014) MA: milhões de anos. 
Imagem gentilmente cedida por Gustavo Rezende. 
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O Filo Arthropoda é um dos grupos de maior diversidade morfológica 

(Figura 2) (Grimaldi e Engel, 2005) e que possui grande relevância ecológica, a 

exemplo de espécies de insetos que atuam como polinizadores (desde 

abelhas, borboletas, moscas até besouros) (Grimaldi e Engel, 2005), espécies 

de miriápodes que atuam na decomposição da serrapilheira (Crawford, 1992) e 

espécies de cupins que são ativos na degradação da celulose (Higashi et al., 

1992). Apresentam relevância econômica e de saúde pública, visto inúmeros 

espécies de insetos e carrapatos que são pragas na agropecuária ou ainda 

vetores na transmissão de patógenos nocivos ao ser humano e a outros 

animais.  Também se destacam no campo científico, como o clássico exemplo 

do uso da espécie Drosophila melanogaster como modelo de estudo para a 

área genética, dentre outras (Grimaldi e Engel, 2005; Klowden, 2013). Outro 

fator que faz o filo Arthropoda possuir considerável interesse dentro do campo 

científico é o grande sucesso do grupo no processo de terrestrialização. 
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Figura 2: A diversidade morfológica do Filo Arthropoda. A: Pycnogonum rickettsi (Schmitt 
1934) (Chelicerata). B: Danaus plexippus (Linnaeus 1758) (Hexapoda). C: Scolopendra 
gigantea (Linnaeus 1758) (Miriapoda). D: Limulus polyphemus (Linnaeus 1758) (Chelicerata). 
E: Damen sp. (Koch 1850) (Chelicerata). F: Danielopolina sp. (Kornicker and Sohn 1976) 
(Crustacea). G: Calliphora vomitoria (Linnaeus 1758) (Hexapoda). H: Callinectes sapidus 
(Rathbun 1896) (Crustacea). I: Vespula vulgaris (Linnaeus 1758) (Hexapoda). J: Triops 
cancriformis (Bosch 1801) (Crustacea). K: Pollicipes polymerus (Sowerby 1883) (Crustacea). L: 
Odontodactylus scyllarus (Linnaeus 1758) (Crustacea). M: um representante da classe 
Symphyla (Miriapoda). Retirado de Legg (2013). 

 

A terrestrialização é considerada o terceiro evento mais importante da 

história da vida na Terra, depois da origem da vida em ambiente aquático e o 

surgimento dos organismos multicelulares (Selden, 2016). Durante a Era 

Paleozóica, o ambiente terrestre foi colonizado por seres multicelulares: 

plantas, moluscos, vertebrados (tetrápodes) e artrópodes (Figura 3). As 

primeiras plantas e moluscos terrestres emergiram entre a metade do período 

Cambriano e o início do Ordoviciano a aproximadamente 515 a 470 milhões de 

anos atrás (MAA) (Little, 1983; Morris et al., 2018). Dentro do filo Arthropoda, o 

processo de terrestrialização ocorreu de maneira independente por no mínimo 

sete vezes, dentre os diferentes grupos. Os primeiros a dominarem o 

continente foram os miriápodes que colonizaram a terra durante o Cambriano, 

no mesmo período que plantas e moluscos. Em seguida os hexápodes 

colonizaram a terra durante o Ordoviciano e depois os aracnídeos, entre o 

Ordoviciano e o Siluriano. Além desses grupos, podemos destacar os 



28 
 

processos realizados por Malacostraca (isópodes, ostracodas, anfípodas e 

decápodes). Os primeiros vertebrados só começaram a desbravar o continente 

a partir do período Devoniano (aproximadamente 419 MAA) (Little, 1983; 

Lozano-Fernandez et al., 2016; Rota-Stabelli et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Eras e períodos geológicos e surgimento dos primeiros seres terrestres 
multicelulares. Eras do Paleozóico, Mesozóico e Cenozóico (Ceno) indicam o período de 
tempo compreendido entre 541 milhões de anos (MAA) atrás e o tempo atual. Essas eras são 
divididas nos seguintes períodos (descritos em ordem cronológica): Cambriano (Cam), 
Ordoviciano (O), Siluriano (S), Devoniano (D), Carbonífero (Car), Permiano (Per), Triássico 
(Tr), Jurássico (J), Cretáceo (K), Paleoceno (Pal) e Eoceno (N). Baseado em Rota-Stabelli et al. 
(2013) e Knoll e Nowak (2017). 

 

O processo de terrestrialização realizado pelo grupo dos vertebrados é o 

melhor compreendido e estudado dentro da literatura. Já no caso dos 

artrópodes, poucos são os estudos dentro do tema (Little, 1983). Neste 

trabalho, focaremos nos fatores que ajudaram os hexápodes na conquista do 

ambiente terrestre e, mais especificamente, as características existentes nos 

ovos. 

1.2. Subfilo Hexapoda e as características que permitiram a permanência 
do grupo no ambiente terrestre 

Hexapoda é um grupo de grande sucesso evolutivo que apresenta um 

enorme número de espécies; cerca de dois terço de todos os animais descritos 

pertencem a este subfilo (Zhang, 2011). É formado pelo grupo parafilético 

Entognatha (Collembola, Protura e Diplura) e Insecta, monofilético (Figura 1) 

(Giribet e Edgecombe, 2012; Misof et al., 2014; Regier et al., 2010).  

O processo de terrestrialização realizado dentro do grupo dos insetos 

culminou numa grande diversidade vide a variedade de espécies descritas. 

Contudo, o evento de terrestrialização permanece ainda pouco explorado e 
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com grandes lacunas de entendimento. Uma das grandes questões muito 

discutida na literatura é sobre a rota utilizada para a conquista do ambiente 

terrestre, se marinha ou de água doce. Alguns autores tentam compreender tal 

processo através das relações filogenéticas de Hexapoda com seu "grupo 

irmão" "Crustacea". Atualmente, a hipótese melhor aceita é de que Hexapoda é 

grupo irmão de Xenocarida (Crustacea) o que fortalece e suporta a ideia de 

que os primeiros hexápodes terrestres adentraram a terra a partir da rota 

marinha (Giribet e Edgecombe, 2012; Regier et al., 2010; Rota-Stabelli et al., 

2013). 

Assim como qualquer outro organismo, os hexápodes foram capazes de 

adentrar e permanecer no meio terrestre por apresentarem características que 

o fizeram capazes de vencer as variações físicas entre os ambientes. Por 

exemplo, a densidade da água no ambiente marinho é de 1,025 g/mL (a 20 ºC 

e 76 cmHg) o que a torna 1000 vezes mais densa do que o ar e garante a 

qualquer organismo que ali habite um grande suporte corporal. Contudo, a 

locomoção no ambiente aquático é dificultada devido à grande viscosidade do 

sistema, quando comparado com o ar (Dunlop et al., 2013; Little, 1983). 

Outra característica relevante é a importância da água, por ser uma 

molécula essencial para a manutenção de qualquer forma de vida. Atua como 

solvente para diversos solutos e ainda como meio no quais muitas reações 

bioquímicas ocorrem. Além disso, é fundamental para a manutenção da 

homeostase dos seres vivos, mantendo a distribuição de calor e as taxas de 

temperatura (Edney, 1977).  

Independente do sistema, aquático ou terrestre, os organismos 

encontram dificuldades em obter água para os seus processos fisiológicos e 

para mantê-la em seus corpos. No meio aquático, apesar de estarem imersos 

em água, a dificuldade de captação e manutenção se dá devido à diferença de 

pressão osmótica entre o meio e o corpo do organismo. Já no meio terrestre, 

isso se dá principalmente devido à baixa disponibilidade de água no ambiente, 

posto que a mesma está presente apenas como vapor no ar, o que é, na 

prática, mensurado como percentual de umidade relativa. Assim, organismos 

terrestres são bastante vulneráveis as variabilidades do ambiente, como a 

mudança de temperatura e de umidade relativa, por exemplo. Tanto um 
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aumento de temperatura quanto uma queda de umidade relativa tornam seres 

terrestres mais susceptíveis a perda de água (Little, 1983).  

Um hexápode, em qualquer estágio de vida fora do ovo, é passível de 

perder água através do tegumento e através de atividades fisiológicas 

essenciais como a respiração e a excreção (Brusca e Brusca, 2003; Chapman 

et al., 2013; Klowden, 2013). Algumas características presentes nos hexápodes 

foram capazes de contornar esses desafios e serão descritos a seguir. 

1.2.1. A presença de um exoesqueleto rico em lipídeos 
Como já relatado, os hexápodas apresentam como estrutura corporal um 

tegumento composto pelas células da epiderme e um exoesqueleto (Figura 4). 

O exoesqueleto não só foi importante para garantir uma maior sustentação 

corporal dos organismos fora da água como também apresenta compostos que 

contribuem para a proteção contra a perda de água (Klowden, 2013).  

Basicamente, o exoesqueleto é composto por um complexo de camadas 

cuticulares que são secretadas pela epiderme (Figura 4). A porção mais interna 

é a pró-cutícula, subdividida em endocutícula, mesocutícula e a exocutícula. É 

uma região rica em proteína e quitina e esta é a porção do exoesqueleto que 

garante a rigidez através de esclerotização, quando necessário. A porção mais 

externa do exoesqueleto é denominada epicutícula, camada rica em lipídeos, 

sendo os mais predominantes os hidrocarbonetos, ésteres de ceras, álcoois e 

ácidos graxos livres (Figura 5). Esses compostos, todos hidrofóbicos, auxiliam 

na impermeabilização e minimizam a perda de água (Chapman et al., 2013; 

Klowden, 2013). 
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Figura 4: Esquema generalizado do tegumento de Hexapoda. O tegumento é composto de 
uma monocamada epidérmica, seguido de uma matriz extracelular complexa, formada por uma 
procutícula mais interna e uma epicutícula, mais externa. A pró-cutícula é dividida em: 
endocutícula, camada mais interna rica em quitina e proteínas; mesocutícula, região com 
proteínas sem a presença de quitina; e exocutícula, porção mais externa que confere a rigidez 
do sistema. A epicutícula é rica em proteínas e lipídeos que garantem a impermeabilização. 
Adaptado de Klowden (2013). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Principais grupos de lipídeos que ocorrem na epicutícula de alguns insetos. As 
diferentes espécies químicas são mostradas como porcentagem de lipídeo total em diferentes 
espécies de insetos. Em gafanhotos, predominam hidrocarbonetos, em lagartas, álcoois e em 
Plecoptera adulto, ácidos graxos livres. Adaptado de Chapman et al. (2013). 

 

1.2.2. Sistema respiratório internalizado 
As espécies aquáticas que deram origem aos artrópodes terrestres 

apresentavam um sistema respiratório branquial externo. Esta arquitetura seria 

impraticável em meio terrestre, uma vez que depende fortemente da presença 

de água para uma troca gasosa eficiente. Dentro destes precedentes, os 
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organismos terrestres desenvolveram sistemas respiratórios internalizados. 

Aracnida apresenta book lungs ou pulmões em forma de livro, porções 

lameladas contidas dentro de bolsa, através das quais os gases se difundem 

entre a hemolinfa e o ar (Brusca e Brusca, 2003; Dunlop et al., 2013).  

Hexapoda e Miriapoda possuem um sistema extremamente eficiente, o 

sistema respiratório traqueal. Este sistema possibilita uma troca direta de gases 

entre o ar e a hemolinfa e entre o ar e os órgãos. Os túbulos ramificados se 

abrem externamente através de orifícios externos no corpo, nas regiões do 

tórax e do abdômen, chamados de espiráculos (Figura 6). Em algumas 

espécies como, Blatella germanica, os espiráculos são do tipo holopneustico, 

todos abertos e funcionais (Figura 6A). Em outras, como em larvas da família 

Cyclorrhapha, os espiráculos são do tipo hemipneustico, apresentando apenas 

dois espiráculos funcionais (Figura 6B) (Chapman et al., 2013). Em muitas 

espécies terrestres, os espiráculos apresentam um mecanismo de fechamento 

que possibilita o controle da troca gasosa, da pressão interna e da perda de 

água em situações de estresse hídrico (Chapman et al., 2013; Dunlop et al., 

2013). 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Tipos de espiráculos em insetos. A: Arranjo de espiráculos distribuídos pelo corpo 
do animal. B: Arranjo com dois espiráculos funcionais. As ramificações do sistema traqueal 
(túbulos com calibre menor que o tronco principal que é ligado diretamente aos espiráculos) 
garantem a troca gasosa em todas as regiões do corpo. Adaptado de Klowden (2013). 

 

1.2.3. Sistema de excreção 
A catabolização de proteínas oriundas da alimentação acarreta na 

formação de amônia (NH3), um composto altamente tóxico que precisa ser 

eliminado de forma rápida e eficiente. Animais aquáticos têm a facilidade de 
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eliminar amônia diretamente sem sofrer com déficit hídrico. Contudo, 

hexápodes (assim como outros artrópodes terrestres) eliminam a amônia 

transformando-a em ácido úrico, um composto que é excretado de forma sólida 

e sem demandar água. As excretas são produzidas pelos túbulos de Malpighi, 

derivados da porção final do intestino. Estas estruturas tem papel importante na 

reabsorção de íons e água em espécimes terrestres (Chapman et al., 2013; 

Dunlop et al., 2013). 

1.2.4. Cascas dos ovos de Hexapoda 
Além das características descritas acima, outro fator essencial para o 

sucesso de Hexapoda no ambiente terrestre foi a presença de uma casca do 

ovo que conseguisse proteger de forma eficiente o embrião em 

desenvolvimento contra as intempéries ambientais (Dunlop et al., 2013; Zeh et 

al., 1989). A casca dos ovos é uma estrutura complexa composta por 

multicamadas ricas em proteína e que apresentam duas origens distintas: 

camadas de origem materna, que são secretadas durante o estágio final da 

ovogênese pelas células epiteliais do folículo ovariano; e camadas de origem 

pós-zigótica que são sintetizadas durante a embriogênese inicial (Rezende et 

al., 2016; Woods et al., 2005). 

A principal função da casca dos ovos é permitir o fluxo de gases e 

também evitar que os embriões sejam alvo de predação, da ação de 

microrganismos patogênicos e das variações abióticas como o estresse hídrico 

(Klowden, 2013; Rezende et al., 2016). Apesar de sua relevância, poucos 

autores dão destaque a este tópico ao abordarem o tema terrestrialização 

(Jacobs et al., 2013; Zeh et al., 1989). O processo de formação da casca dos 

ovos é bem descrito para diversas espécies. Aqui, iremos focar esse processo 

em insetos e colêmbolos, alvos de estudo desta tese. 

1.3. A estrutura da casca dos ovos de origem materna 
No caso dos insetos a porção da casca de origem materna pode 

apresentar uma organização complexa como em Drosophila melanogaster que 

apresenta exocórion, endocórion, camada coriônica cristalina, camada de cera 

e membrana vitelínica (Figura 7A) (Rezende et al., 2016); ou pode ser mais 

simples, como a descrita para mosquitos Anopheles albitarsis , com a presença 

de um exocórion e um endocórion (Figura 7B) (Monnerat et al., 1999). Padrão 
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similar é observado em Collembola, algumas espécies como Hypogastrura 

succinea apresentam duas camadas de casca, uma mais externa com 

características de alta eletrondensidade e uma camada mais interna (Figura 

7C). Já ovos da espécie Heteromurus nitidus apresentam uma camada externa 

muito fina, seguida de uma espessa camada interna (Figura 7D) (Larink e 

Biliński, 1989). Além disso, nas espécies descritas acima a espessura das 

camadas da casca de origem materna varia entre 0,6 e 3 μm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Esquema das camadas da casca de origem maternal de ovos de Hexapoda. A: 
Drosophila melanogaster e B: An. albitarsis¸ dois exemplos em insetos, com espessura de 
casca de 3 e 1,6 μm, respectivamente. C: H. succinea e D: H. nitidus, dois exemplos em 
colêmbolos, com espessura de casca de 1,1 e 0,6 μm, respectivamente. Esquema A adaptado 
de Rezende et al. (2016);  esquemas B, C, D baseados segundo descrições de Monnerat et al. 
(1999) e Larink e Bilinski (1989). 
 
 
1.4. A estrutura e composição das cutículas que compõem a casca dos 
ovos de Hexapoda 

1.4.1. Cutícula serosa 
Logo no início do desenvolvimento embrionário dos insetos ocorre a 

formação de um blastoderma celular indiferenciado que se organiza na região 

periférica do ovo. O blastoderma celular se diferencia dando origem as células 

da serosa e do âmnio (tecidos extra-embrionários presentes na maioria dos 

insetos) e do embrião. Em seguida, as células da serosa migram e começam a 

englobar o embrião e o âmnio. Após envolver o embrião por completo, a serosa 

secreta a cutícula serosa, matriz extracelular que passa a compor a camada 

mais interna da casca dos ovos (Figura 8). Essa cutícula é sintetizada ainda no 
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primeiro terço da embriogênese (Handel et al., 2000; Panfilio, 2008; Rezende et 

al., 2016, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 8: Processo de formação da cutícula serosa durante a embriogênese inicial de 
insetos. Desenhos esquemáticos de seções transversais do meio do embrião. O blastoderma 
celular diferencia-se nas células da serosa, âmnio e do embrião. As células da serosa passam 
a envolver o embrião por completo e então secretam a cutícula serosa. Adaptado de Rezende 
et al. (2016). 

Na maioria dos insetos, a cutícula serosa apresenta duas camadas, uma 

mais externa e fina denominada de epicutícula e uma camada mais interna, 

bem estratificada e espessa, conhecida como endocutícula (Figura 9) 

(Rezende et al., 2016). Acredita-se que a epicutícula seja composta por 

proteínas e lipídeos (Beckel, 1958; Slifer, 1937); a endocutícula é composta por 

quitina (Farnesi et al., 2015; Jacobs et al., 2013) e também por proteínas 

(Rezende et al., 2016), conforme será detalhado abaixo. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Microscopia eletrônica de transmissão da cutícula serosa de Tribolium 
castaneum. A barra vermelha indica a espessura da cutícula. O corte transversal mostra na 
porção interna as células da serosa. Seguida da endocutícula, composta de quitina e 
provavelmente proteínas, região estratificada, espessa e com lâmelas com eletrodensidade 
alternada. A camada mais externa é a epicutícula que seria composta por proteínas e lipídeos. 
Barra de escala = 0,5 μm. Adaptado de Rezende et al. (2016). 

Quitina é um polissacarídeo estrutural presente no exoesqueleto de 

artrópodes e na matriz peritrófica do intestino de vários insetos (Merzendorfer e 

Zimoch, 2003). A presença de quitina na cutícula serosa já foi comprovada em 
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ovos da espécie de Orthoptera Acheta domesticus (McFarlane, 1960) e 

Melanoplus differentialis (Jahn, 1935) e nos Diptera Aedes aegypti, An. 

aquasalis, Culex quinquefasciatus (Farnesi et al., 2015) e An. gambiae (Goltsev 

et al., 2009), contudo para essas espécies não foi descrito em qual camada 

este polissacarídeo se encontra. Jacobs et al. (2013), mostrou a presença de 

quitina na endocutícula da cutícula serosa, através do silenciamento gênico por 

RNAi parental do gene quitina sintase 1. Ovos silenciados apresentaram 

cutícula serosa amorfa e sem estratificação, diferente do que é naturalmente 

observada em ovos selvagens (Figura 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 Cutícula serosa de ovos de T. castaneum. A: ovos selvagens. B: ovos silenciados 
para quitina sintase 1. E: embrião, A: âmnion, S: serosa, CS: cutícula serosa, MV: membrana 
vitelínica (uma das camadas da casca de origem materna). Adaptado de Jacobs et al. (2013). 

Apesar dos avanços realizados nos últimos anos, sobre a relevância e a 

composição da cutícula serosa de insetos ainda encontramos lacunas a serem 

respondidas. Até o presente momento, a presença de lipídeos na composição 

da cutícula serosa não foi confirmada (Rezende et al., 2016). Contudo, 

evidências genéticas e histoquímicas indiretas apontam para a presença 

dessas biomoléculas na cutícula serosa de espécies das ordens Orthoptera 

(Slifer, 1937), Hemiptera (Beament, 1949), Diptera (Goltsev et al., 2009) e 

Coleoptera (Rezende, 2008). O Diptera An. gambiae, um transcriptoma 

realizado com células da serosa mostrou que o gene elovl é um dos mais 

expressos nessas células, durante o estágio de síntese da CS (Goltsev et al., 

2009; Rezende, 2008). O Coleoptera Tribolium castaneum, análises de 

bioinformática apontavam que dos 18 genes elovl encontrados no genoma, 

quatro deles (Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03 e Tc-elovl04) seriam expressos 

durante a embriogênese (Vargas, 2015). Experimentos de RT-PCR com esses 

quatro genes confirmaram a expressão dos mesmos na embriogênese inicial. 
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Além disso, ensaios de hibridização in situ mostraram a expressão desses 

quatro genes nas células da serosa (Vargas, 2015). Estes genes codificam 

enzimas ELOVL que atuam na via de síntese de ácidos graxos de cadeia muito 

longa, importante para a formação de diferentes lipídeos e hidrocarbonetos 

(Bond et al. 2016). A relevância dos genes elovl e a possível presença de 

lipídeos na cutícula serosa serão exploradas no Capítulo 1 desta tese.  

1.4.2. Cutícula blastodermal 
Diferente dos insetos, colêmbolos apresentam uma cutícula 

blastodermal que é produzida em fase bem inicial da embriogênese pelas 

células do blastoderma indiferenciado ou pelas células do blastoderma 

diferenciado, dependendo da espécie. O blastoderma diferenciado é 

constituído por células do tecido extraembrionário e células do embrião. Os 

ovos de colêmbolos absorvem água durante o início de sua embriogênese o 

que acarreta no aumento do volume dos ovos. Este aumento ocasiona no 

rompimento das camadas da casca de origem materna. A casca rompida forma 

os polar caps (capas polares) que ficam nas extremidades dos ovos; assim a 

cutícula blastodermal passa a ser a única estrutura responsável pela proteção 

do embrião de colêmbolos em desenvolvimento (Figura 11) (Machida, 2006; 

Rezende et al., 2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Processo de formação da cutícula blastodermal durante a embriogênese 
inicial de Collembola. Desenhos esquemáticos de seções transversais do meio do embrião. O 
blastoderma celular secreta a cutícula blastodermal. O aumento do volume dos ovos acarreta o 
rompimento da parte materna da casca, originando os polar caps (setas azuis). O blastoderma 
se diferencia em células do embrião e extra-embrionárias. A cutícula blastodermal passa a 
proteger o embrião. Em outras espécies, primeiro o blastoderma se diferencia para depois 
produzir a cutícula blastodermal. Adaptado de Rezende et al. (2016). 

Na literatura não há informações sobre a composição da cutícula 

blastodermal dos colêmbolos. Contudo, imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão apontam para uma semelhança estrutural entre a cutícula 
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blastodermal do colêmbolo Anurida maritima (Figura 12) e a cutícula serosa de 

insetos (Figura 9). Assim como a cutícula serosa, a cutícula blastodermal é 

estratificada, possuindo uma epicutícula fina e eletro densa e uma endocutícula 

espessa composta de diversas camadas com eletro densidade alternada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Microscopia eletrônica de transmissão da cutícula blastodermal de A. 
maritima. A barra vermelha indica a espessura da cutícula. Setas brancas e pretas indicam, 
respectivamente, as camadas claras e escuras da endocutícula. A seta azul indica a 
epicutícula, delgada e eletro densa. Barras de escala: 1 µm. Retirado de Tamarelle (1981). 

 

1.5. O papel fisiológico das camadas da casca de origem pós-zigótica 
para a conquista do ambiente terrestre 

1.5.1. Cutícula serosa de insetos 
A cutícula serosa já foi descrita em diferentes ordens de insetos com 

representantes terrestres e do meio aquático como: Archaeognatha, 

Zygentoma, Ephemeroptera, Zoraptera, Dermaptera, Plecoptera, Orthoptera, 

Grylloblattodea, Embioptera, Phasmatodea, Isoptera, Thysanoptera, Hemiptera, 

Psocodea, Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (Chapman et al., 2013; Goltsev et 

al., 2009; Hartley, 1962; Machida, 2006; Rezende et al., 2016, 2008; Slifer, 

1937; Vargas et al., 2014). Sabe-se que esta estrutura é um componente 

importante para garantir a proteção dos ovos contra a perda de água, como 

será exemplificado a seguir para dois insetos que apresentam ecologias 

bastante diferentes (Jacobs et al., 2013; Vargas et al., 2014). 

Ovos de mosquitos são depositados na água. No início da 

embriogênese, quando os ovos apresentam apenas as camadas de origem 

materna como revestimento, os ovos são altamente permeáveis e absorvem 

água do ambiente (Clements, 1992). Contudo, após a produção da cutícula 
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serosa, o fluxo de entrada de água nos ovos cessa, os ovos têm a sua perda 

de água reduzida e podem manter sua viabilidade quando expostos a 

condições de forte estresse hídrico, em ambiente seco (Farnesi et al., 2017; 

Goltsev et al., 2009; Rezende et al., 2008; Vargas et al., 2014).  

A função da cutícula serosa e as bases moleculares que estão 

envolvidas com sua formação foram descritas em T. castaneum (Jacobs et al., 

2013). Os ovos deste besouro são depositados em farinha ou estoques de 

grãos, preferencialmente com umidade elevada. Entretanto, diferente dos 

mosquitos, os ovos desse besouro perdem água durante a embriogênese, 

ainda que numa taxa bem pequena (Santos, dados não publicados). Nesse 

besouro o gene Tc-zerknüllt1 (Tc-zen1) codifica o fator de transcrição que é 

responsável pela especificação da serosa (van der Zee et al., 2005). Através do 

silenciamento gênico parental de Tc-zen1 via RNAi, foi possível bloquear a 

formação da serosa e consequentemente a cutícula serosa. Os ovos 

silenciados para Tc-zen1, quando expostos a 5% de umidade relativa (UR) a 

35 °C, apresentaram apenas 5% de viabilidade. Já ovos controle, nas mesmas 

condições, apresentaram 80% de viabilidade. Este resultado evidenciou o 

papel crucial da cutícula serosa para a proteção contra a perda de água em 

insetos. Os autores mostraram também que o silenciamento gênico de Tc-chs1 

afeta a viabilidade dos ovos uma vez que interfere na formação e estruturação 

da cutícula serosa (que apresenta quitina em sua composição), conforme 

mencionado acima (vide item 1.4.1). Grupos de ovos silenciados para esse 

gene, quando mantidos a 35 °C e 5% UR, têm sua viabilidade reduzida e 

apenas 30% dos ovos são capazes de eclodir (Figura 13) (Jacobs et al., 2013). 
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Figura 13: Percentual de eclosão de ovos expostos a diferentes umidades relativas a 
35°C. Estão representadas as taxas de eclosão dos grupos de ovos selvagens (círculos 
pretos), ovos de fêmeas injetadas com dsRNA inespecífico (sequência de plasmídeo vetor) 
(quadrados cinza), ovos silenciados para Tc-zen1 (triângulo cinza) e ovos silenciados para 
Tc-chs1 (hexágono cinza). As barras indicam o erro padrão entre 3 a 10 réplicas de 96 ovos 
cada. Retirado de Jacobs et. al. (2013).  

 

1.5.2. Cutícula blastodermal de Collembola 
Não há na literatura trabalhos que descrevam o papel fisiológico da 

cutícula blastodermal em colêmbolos. Contudo, em outros grupos de 

artrópodes, como os miriápodes, a cutícula blastodermal é descrita como uma 

estrutura resistente e que atua como barreira contra a entrada a reagentes 

utilizados no tratamento histológico (Anderson (1973) apud Rezende et al. 

(2016)). A cutícula serosa de Hanseniella agilis (Miriapoda) é descrita como 

uma estrutura fina e impermeável a corantes aquosos (Tiegs, 1940). Estas 

descrições apontam para uma possível similaridade de função entre a cutícula 

blastodermal e a cutícula serosa dos insetos. O Capítulo 2 desta tese explora o 

papel fisiológico da cutícula blastodermal dos colêmbolos Orchesella cinta e 

Folsomia candida. 
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2. JUSTIFICATIVA E APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS 

A formação de cutículas pós-zigóticas é um padrão mantido dentro de 

Hexapoda. O papel da cutícula serosa dos insetos para a impermeabilização é 

bem descrito, contudo ainda há lacunas sobre a sua composição. No caso da 

cutícula blastodermal dos colêmbolos, não há informações sobre seu papel 

fisiológico. Esta tese se dispõe a desbravar alguns aspectos sobre a cutícula 

serosa e averiguar se existe associação entre a cutícula blastodermal e a 

proteção contra a perda de água. 

O primeiro capítulo buscou definir o exato momento de formação da 

cutícula serosa, além de descrever a relevância de genes elongase para a 

proteção dos ovos contra perda de água na espécie T. castaneum. O segundo 

capítulo trata da relevância da formação da cutícula blastodermal para proteção 

de ovos contra perda de água em ovos de duas espécies de colêmbolos. O 

Apêndice A consiste de resultados preliminares da análise de hidrocarbonetos 

presentes em ovos de T. castaneum. O Anexo I consiste em um capítulo de 

livro (Rezende et al., 2016) em que é feita uma revisão da literatura de diversos 

aspectos relacionados com a casca dos ovos de artrópodes; tema central 

dessa tese. O Anexo II é um artigo (Farnesi et al., 2017), que foi publicado no 

período do curso de doutorado, através de colaborações.  
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3. OBJETIVO GERAL 

Investigar aspectos moleculares e evolutivos da resistência à dessecação 

em ovos de Hexapoda. 

3.1 Objetivos específicos: 

a) Avaliar o papel de genes elovl em ovos do Coleoptera Tribolium 

castaneum. 

b) Avaliar a relevância da cutícula blastodermal em ovos de Collembola: 

Orchesella cincta e Folsomia candida. 
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4. CAPÍTULO I – O GENE Tc-elovl04 PROTEGE OVOS DE TRIBOLIUM 
CASTANEUM CONTRA A PERDA DE AGUA 

Este capítulo descreve o papel do gene Tc-elovl04, na viabilidade de 

ovos de T. castaneum em baixa umidade relativa. Os resultados apresentados 

aqui foram obtidos no Laboratório de Química e Função de Proteínas e 

Peptídeos da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, sob 

orientação do Professor Dr. Gustavo Rezende. 
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4.1. INTRODUÇÃO 

4.1.1. Modelo de estudo: coleóptera T. castaneum  
O coleóptero Tribolium castaneum (Tenebrionidae) é popularmente 

conhecido como besouro-castanho, devido à coloração vermelho-acastanhado 

dos adultos (Lorini et al., 2015; Van Emden, 2013). A espécie foi descrita pela 

primeira vez em 1797, por Herbst sendo denominada inicialmente como 

Colidium castaneum. A primeira designação da espécie como Tribolium 

castaneum foi feita em 1855 (Good, 1936). É uma espécie cosmopolita, 

distribuída especialmente por regiões tropicais, entre a América do Sul, a África 

e a Ásia (Van Emden, 2013). Acredita-se que esta espécie tenha sua origem na 

região da Índia e antes da sua adaptação aos hábitos humanos, T. castaneum 

habitava troncos apodrecidos e cascas de árvores e alimentava-se de fungos 

(Dawson, 1977; Good, 1936). É considerada uma praga secundária, ou seja, 

depende da ação de outras espécies para se instalar em grãos armazenados. 

Alimenta-se principalmente de grãos quebrados, rações e farinhas (Lorini et al., 

2015).  

A duração dos estágios de vida de T. castaneum (de ovo até adulto) 

(Figura 14) varia de acordo com a temperatura. Quando mantidos a 30 ºC, o 

ciclo de vida dura 27 dias; e a 20 ºC chega a 148 dias (Bucher, 2009). Contudo, 

não são capazes de se desenvolver ou se reproduzir em temperaturas abaixo 

de 18 ºC (Van Emden, 2013). Os adultos medem de 2,3 mm a 4,4 mm de 

comprimento. Entre macho e fêmea o dimorfismo sexual não é evidente. No 

estágio de pupa, as fêmeas se distinguem dos machos pela presença de 

lóbulos genitais salientes (Figura 15). Já nos adultos, é possível distinguir-se 

machos de fêmeas devido à presença de uma glândula existente na porção 

ventral do fêmur (Hinton, 1942). 

As larvas são branco-amareladas e podem medir até 7 mm de 

comprimento. O número de instares larvais depende das condições de 

crescimento, mas pode variar entre cinco e nove (Lorini et al., 2015). As 

fêmeas produzem cerca de 10 a 20 ovos por dia e a partir de uma única cópula 

são capazes de ovipor por 150 dias seguidos (Michalczyk et al., 2010). Os ovos 

são depositados em fendas de paredes ou na sacaria sobre os grãos (Lorini et 

al., 2015). 
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Figura 14: Estágios de vida do besouro Tribolium castaneum. O ciclo de vida consiste em: 
ovo, seis instares larvais, pré-pupa, pupa jovem, pupa madura, adulto recém-emergido e adulto 
maduro. Os diferentes estágios não estão na mesma escala. Adaptado de Walski et al. (2016). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Microscopia eletrônica de varredura dos lóbulos genitais de pupas macho e 
fêmea. A pupa fêmea - à esquerda - distingue-se pelos lobos genitais salientes (circulado em 
amarelo). Na pupa macho - à direita - não ocorre essa saliência. Retirado de Dickinson (2018). 

 

A embriogênese de T. castaneum se inicia assim que os ovos são 

postos e é finalizada com 3,6 dias a 30 °C (Shazali e Smith, 1986). O 

desenvolvimento embrionário desta espécie, como em todas as espécies de 

insetos, inicia-se a partir da fertilização do ovócito pelo espermatozoide. Os 

núcleos celulares masculino e feminino se fundem e formam o núcleo zigótico 

que sofre inúmeras clivagens mitóticas e formando os energídeos. Após 

diversas divisões os energídeos migram para a extremidade do ovo e formam o 

blastoderma sincicial (Chapman et al., 2013; Klowden, 2013). 

Esse sincício se celulariza, formando o blastoderma celular 

indiferenciado, onde todas as células são iguais. Em seguida o blastoderma 

celular se diferencia: a porção antero-dorsal dá origem às células da serosa, 

um dos tecidos extraembrionários. Já a região central e ventro-posterior 
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originarão as células da banda germinal (o embrião propriamente dito) e do 

âmnio, o segundo tecido extraembrionário (Handel et al., 2000). A Figura 16 

mostra toda a embriogênese de T. castaneum a partir dessa etapa. Essas 

mesmas etapas podem ser acompanhadas em cortes transversais na Figura 8, 

presente na Introdução Geral. Após a diferenciação do blastoderma se inícia o 

processo de gastrulação (Figura 16 A1). As células da serosa são maiores e se 

apresentam bem definidas, com núcleos grandes poliplóides e espaçados, já 

as células do embrião e do âmnio são menores e possuem núcleos pequenos e 

mais condensados (Figura 16 A1-3) (Benton et al., 2013; Brown et al., 1994).  

A serosa se estende ventro-posteriormente para envolver o embrião 

enquanto este se condensa ventralmente (Figura 16 A3-5). Ocorre a formação 

da dobra amniótica. A serosa se fecha, ocorre a separação da serosa e do 

âmnio e o embrião (banda germinal) começa a se alongar (Brown et al., 1994). 

A partir desse estágio ocorre a formação da cutícula serosa (Figura 16 A4-5 e 

B1). O embrião se segmenta, finaliza o alongamento e em seguida a banda 

germinal começa a retrair (Figura 16 B2 até C1) (Benton et al., 2013). A cabeça 

do embrião fica bem definida em relação ao tórax e a retração da banda 

germinal se finaliza (Figura 16 C2-5). A serosa se rompe na porção ventral e 

começa a reduzir de tamanho. Por fim, o embrião se fecha dorsalmente e a 

formação da larva é finalizada (Figura 16 D1-5) (Panfilio et al., 2013).
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Figura 16: Embriogênese de T. castaneum. Nas imagens de microscopia de fluorescência 
cada ponto branco indica um núcleo celular. Em todas as imagens a região anterior está para 
esquerda, posterior pra direita, parte dorsal pra cima e parte ventral pra baixo. Os planos 
mostram os quatro grandes eventos do desenvolvimento: A: gastrulação; B: alongamento 
(extensão) da banda germinal; C: retração da banda germinal e D: fechamento dorsal. Regiões 
pseudo coloridas em vermelho indicam células da serosa (A3 e D1); em verde indicam o 
embrião e o âmnio (A3). A marcação em laranja (B1) indica o estágio de formação da cutícula 
serosa. Nos painéis B e C as células da serosa também se encontram na parte ventral do ovo, 
apesar das imagens não mostrarem isso com clareza. As barras indicam 100 µm. Imagens 
adaptadas de Strobl e Stelzer (2014). 

 

Além de sua relevância agroeconômica, o besouro-castanho é usado 

como organismo modelo em diferentes áreas de pesquisa há mais de 100 

anos. Um ponto favorável à escolha da espécie para aplicações em laboratório 

é a fácil manutenção dos indivíduos (Brown et al., 2009). Tribolium castaneum 

destaca-se também como um bom modelo para estudos na área de biologia do 

desenvolvimento graças a diversas ferramentas genéticas já estabelecidas 

como o RNAi sistêmico (Bucher et al., 2002; Richards et al., 2008) e 

CRISPR/CAS9 (Gilles et al., 2015). Uma característica interessante sobre a 

ferramenta de RNAi em T. castaneum é a transferência de dsRNA injetadas em 

pupas ou fêmeas adultas para os seus ovos, o que acarreta no silenciamento 

direto dos genes alvo nos embriões em desenvolvimento. Este fenômeno é 

denominado RNAi parental (pRNAi) (Bucher et al., 2002). 

Há mais de 10 anos, o grupo do Dr. Gustavo Rezende utiliza o besouro 

T. castaneum como organismo modelo visando compreender como a cutícula 

serosa auxilia na proteção contra a perda de água, com um viés fisiológico, 

ecológico (Jacobs et al., 2013) e genético (Cardozo, 2017; de Souza, 2014; 
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Rezende, 2008; Vargas, 2015; Xavier, 2018). Aqui esta espécie foi empregada 

para entender o papel de genes elovl na impermeabilização dos ovos. 

4.1.2. Ácidos graxos 
Os ácidos graxos (AG) são definidos como ácidos carboxílicos 

associados a cadeias de hidrocarboneto (Figura 17) e compõem uma 

variedade de lipídeos como: triacilgliceróis, ésteres de ceras, fosfolipídeos e 

glicolipídeos. Podem ainda dar origem a hidrocarbonetos (alcanos e alcenos) e 

álcoois. Os AG podem ser classificados de acordo com o número de 

insaturações, com o tipo de insaturação (cis ou trans) presente na cadeia 

hidrocarbonada e de acordo com o comprimento da cadeia de carbono (Bond 

et al., 2016; Nelson e Cox, 2014). Ácidos graxos de cadeia curta (SCFA, do 

inglês short-chain fatty acids) apresentam até cinco átomos de carbono na 

cadeia (≤C5); AG de cadeia média (MCFA, do inglês medium-chain fatty acids) 

apresentam entre seis e 16 átomos de carbono na cadeia (C6 a C16); AG de 

cadeia longa (LCFA, do inglês long-chain fatty acid) possuem entre 18 e 22 

átomos de carbono na cadeia (C18 a C22); e AG de cadeia muito longa 

(VLCFA do inglês very-long chain fatty acid) apresentam mais de 22 átomos de 

carbono na cadeia (≥C22) (Zheng et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Esquema da estrutura de dois ácidos graxos com 18 carbonos. A: Ácido 
esteárico (ácido graxo saturado). B: Ácido oleico (ácido graxo insaturado, do tipo cis). Retirado 
de Nelson e Cox (2014). 

 

Os AG são encontrados naturalmente com número par de átomos de 

carbono na cadeia. Isso se deve a via de síntese dessas biomoléculas que 

ocorre a partir da adição de dois átomos de carbono a cadeia. A via de síntese 

de AG se dá de duas maneiras: ácidos graxos com até 16 átomos de carbono 

(AG de cadeia curta e média) são sintetizados pela ácido graxo sintase (FAS, 
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do Inglês fatty acid synthase) (Nelson e Cox, 2014). Já AG com 18 ou mais 

carbonos são sintetizados graças à ação de um complexo de alongamento que 

apresenta quatro enzimas (Bond et al., 2016; Jakobsson et al., 2006).  

4.1.2.1 Via de síntese de AG mediada pela FAS 

A biossíntese de AG mediada pela FAS ocorre no citosol das células e 

forma um AG com 16 carbonos, o ácido palmítico ou palmitato (C16H32O2). Nos 

organismos, esta enzima é encontrada em duas formas: FAS tipo I e tipo II. A 

FAS I é encontrada em animais e fungos e consiste de uma única cadeia 

polipeptídica multifuncional com sete sítios ativos, KS: β-cetoacil-ACP-sintase; 

MAT: malonil/acetil-CoA-ACP-transferase; DH: β-hidroxiacil-ACP-desidratase; 

ER: enoil-ACP-redutase; KR: β-cetoacil-ACP-redutase; ACP: proteína 

carreadora de grupos acila; e TE: tioesterase (Figura 18). Estes sítios 

encontram-se em diferentes domínios e atuam com atividades catalíticas 

distintas. Já em vegetais e em bactérias, encontramos a FAS do tipo II que se 

caracteriza por um sistema enzimático dissociado, ou seja, cada etapa da via 

de síntese é catalisada por uma enzima distinta (Bond et al., 2016; Jakobsson 

et al., 2006; Nelson e Cox, 2014). Neste trabalho, vamos dar enfoque ao 

processo de síntese catalisado pela FAS do tipo I, presente nos animais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Estrutura do complexo enzimático da enzima ácido graxo sintase do tipo I. A: 
Estrutura quaternária da enzima, que atua como um homodímero. B: Arranjo linear dos 
domínios da enzima. KS: β-cetoacil-ACP-sintase; MAT: malonil/acetil-CoA-ACP-transferase; 
DH: β-hidroxiacil-ACP-desidratase; ER: enoil-ACP-redutase; KR: β-cetoacil-ACP-redutase; 
ACP: proteína carreadora de grupos acila; e TE: tioesterase. Retirado de Nelson e Cox (2014). 

 

A biossíntese de ácidos graxos, mediada pela FAS I, é dependente de 

duas moléculas intermediárias, o malonil-CoA e o acetil-CoA que possuem, 

respectivamente, três e dois carbonos (Figura 19). Malonil-CoA é formado a 
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partir da adição de um grupamento carboxil (oriundo do bicarbonato) ao 

acetil-CoA através da ação da enzima acetil-CoA carboxilase (Nelson e Cox, 

2014). 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19: Estrutura do Malonil-CoA e do Acetil-CoA. Retirado de Nelson e Cox (2014) 
 

Antes de iniciar o processo de formação de AG (Figura 20), duas 

moléculas são adicionadas ao complexo enzimático da FAS I, o acetil-CoA e o 

malonil-CoA. Na primeira etapa da síntese de AG, mediada pela ação do β-

cetoacil-ACP-sintase (KS), essas duas moléculas são condensadas formando o 

grupo acetoacetil. Este grupo liga-se à ACP e forma o acetoacetil-ACP que 

sofre uma redução pela ação da β-cetoacil-ACP-redutase (KR) formando o D-

β-hidroxibutiril-ACP. O doador de elétrons nessa etapa é o NADPH. Na terceira 

etapa da via, o D-β-hidroxibutiril-ACP é desidratado e duas moléculas de água 

são removidas dos carbonos C2 e C3 pela β-hidroxiacil-ACP-desidratase (DH), 

formando o trans-∆2-butenoil-ACP agora apresentando uma ligação dupla. A 

última etapa da via é catalisada pela enoil-ACP-redutase (ER) e consiste de 

uma redução da trans-∆2-butenoil-ACP formando o butiril-ACP, uma molécula 

saturada que apresenta quatro carbonos. Novamente, o doador de elétrons é o 

NADPH. Dessa forma, quatro processos enzimáticos ocorreram: uma 

condensação, uma redução, uma desidratação e uma segunda redução. A 

formação do butiril-ACP finaliza a primeira rodada da via de síntese de AG. 

Após esta etapa, o mesmo retorna para o início do complexo enzimático para 

dar prosseguimento a síntese de AG maiores. Ao todo, sete ciclos de 

condensação e redução são necessários para a formação do palmitato, de 16 

carbonos (16 C), que sai do complexo após ser formado (Nelson e Cox, 2014). 
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Figura 20: Esquema da via de síntese de ácidos graxos mediada pela FAS I. Esquema 
mostra a primeira rodada da via de síntese a partir do malonil-CoA e acetil-CoA até a formação 
de uma molécula de quatro carbono, butiril-ACP. O processo ocorre em quatro etapas. 1: 
condensação, 2: redução, 3: desidratação e 4: redução. Adaptado de Nelson e Cox (2014). 

  

4.1.3.2 Via de alongamento de ácidos graxos medida pelo complexo de 

alongamento 

O alongamento de ácidos graxos ocorre a partir do palmitato (16 C), 

produzido pela FAS. Nas células animais, o complexo de alongamento de AG 

está presente no retículo endoplasmático liso e na mitocôndria e ocorre sempre 

com a adição de dois átomos de carbono a molécula. Este sistema depende da 

ação de quatro enzimas independentes: 1) β-cetoacil-CoA sintase (também 

chamada de elongase, ELO ou ELOVL, do inglês elongation of very long chain 

fatty acid); 2) β-cetoacil-CoA redutase (KAR, do inglês ketoacyl-CoA 

reductase); 3) β-hidroxiacil-CoA (HACD do inglês, β-hydroxyacyl-CoA 

dehydratase; e 4) 2-trans-enoil-CoA redutase (TER do inglês trans-2,3-Enoyl 

CoA Reductase) (Bond et al., 2016; Jakobsson et al., 2006; Nelson e Cox, 

2014).  

A primeira enzima da via de alongamento, a ELOVL, forma o β-cetoacil-

CoA através da condensação do malonil-CoA e do palmitoil-CoA (16:0) com 

liberação de CO2. . Na segunda etapa da via, o β-cetoacil-CoA (formado pela 

ELOVL) é reduzido e forma o β-hidroxilacil-CoA, pela ação da KAR tendo o 

NADPH como doador de elétrons. Posteriormente, o β-hidroxilacil-CoA sofre 
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uma desidratação catalisada pela HACD e forma o trans-∆2-enoil-CoA. Por fim, 

uma nova redução ocorre na via de alongamento, agora mediada pela TER, 

tendo o NADPH como doador de elétrons, e o trans enoil-CoA é reduzido 

formando como produto final o estearoil-CoA, uma molécula de 18 carbonos 

(Figura 21). O alongamento de AGs com mais de 20 carbonos ocorre pela 

continuidade da via a partir da molécula de 18 carbonos recém-formada (Bond 

et al., 2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Via de alongamento de ácidos graxos. R: cadeia com 15 carbonos. Adaptado de 
Bond et al., (2016). 

 

É importante ressaltar que a etapa de condensação é a limitante da via 

de alongamento de AG e determina a formação de AGs de tamanhos e tipos de 

saturação diferentes. As isoformas de ELOVL atuam sob substratos específicos 

e de forma subsequente (Figura 22) (Bond et al. 2016).  
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Figura 22: Via de alongamento de AG a partir de palmitato e substratos específicos de 
ELOVL de mamíferos. Adaptado de Bond et al., (2016). 

 

Os AG de cadeia muito longa formados apresentam inúmeros destinos 

desde compor esfingolipídeos e glicerofosfolipídeos (Sassa e Kihara, 2014) 

como também atuam como precursores para a formação de hidrocarbonetos 

(HCs) cuticulares. Na formação de HCs os AG de cadeia muito longa são 

convertidos em aldeídos pela ação de uma redutase. Em seguida os aldeídos 

são reduzidos e descarbonilados pela ação de uma descarbonilase P450 (e.g. 

CYP4G), formando hidrocarbonetos (Figura 23) (Ginzel e Blomquist, 2016). 
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Figura 23: Biossíntese de hidrocarbonetos a partir de AGs de cadeia muito longa em 
insetos. Os ácidos graxos são sintetizados pela ácido graxo sintase (FAS) e alongados pelas 
enzimas da via de alongamento. Posteriormente, são reduzidos pela ação de uma redutase e 
por fim, descarbonilados por uma enzima P450 (CYP4G nesse caso). Adaptado de Ginzel e 
Blomquist (2016). 

 

4.1.3. Os genes elovl 
Os genes elovl são responsáveis por codificar a enzima ELOVL (E.C. 

2.3.1.199), responsável pela etapa limitante da via de síntese de AG de cadeia 

longa. Estas enzimas são proteínas membranares com 5-7 sítios 

transmembranares, encontradas em diversos organismos eucarióticos, de 

fungos a mamíferos, e apesar da pouca similaridade entre sequências de 

diferentes espécies, apresentam motifs bem conservados: HxxHH, KxxExxDT, 

HxxMYxYY e TxxQxxQ (Bond et al., 2016; Jakobsson et al., 2006; Leonard et 

al., 2004).  

Os genes elovl são encontrados em diferentes quantidades no genoma 

de diferentes organismos. Enquanto levedura e plantas apresentam três genes 

elovl (Haslam e Kunst, 2013; Leonard et al., 2004), mamíferos apresentam sete 

parálogos em seu genoma (Bond et al., 2016). Em insetos, o número de 

parálogos no genoma varia entre 13 e 21 genes (Futahashi et al., 2019; 

Vargas, 2015; Zuo et al., 2018).  

São genes expressos numa variedade de tecidos. Em mamíferos, por 

exemplo, os genes elovl são expressos na mielina do tecido nervoso central, 

em células do fígado, no tecido adiposo, na pele, em células fotoreceptoras, na 

próstata, rim, pâncreas e glândula adrenal (Bond et al., 2016; Guillou et al., 
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2010; Tamura et al., 2009; Vasireddy et al., 2007). Em peixes são expressos no 

cérebro, fígado, ovário, testículos, intestino e brânquias (Monroig et al., 2011) e 

na região cefálica de embriões em desenvolvimento (Monroig et al., 2009). Na 

mosca da fruta, D. melanogaster os genes elovl já foram identificados no 

sistema nervoso, ovários, nos discos imaginais, no corpo gorduroso, túbulos de 

Malpighi e nas gônadas sexuais (Jung et al., 2007; Szafer-Glusman et al., 

2008). Na libélula, Orthetrum albistylum, os genes elovl são altamente expresso 

na epiderme (Futahashi et al., 2019). No besouro T. castaneum, quatro genes 

elovl (Tc-elovl01 a 04) são expressos nas células da serosa durante a 

embriogênese (Vargas, 2015). 

Os genes elovl são bem descritos em mamíferos. O gene elovl1, por 

exemplo, é relevante para a síntese de ceramidas e outros esfingolipídeos e 

afeta diretamente a mielinização do sistema nervoso (Bond et al., 2016). O 

elovl2 afeta diretamente na síntese de AGs com três ou mais insaturações e 

em camundongos, o knockdown de elovl2 leva a infertilidade em machos e 

também acarreta em esteatose hepática (popularmente chamado de gordura 

no fígado) (Pauter et al., 2014). Fenótipo similar foi observado na deleção dos 

genes elovl5 e elovl6 (Bond et al., 2016). O gene elovl3 é importante para a 

correta estruturação da barreira cutânea em ratos (Westerberg et al., 2006). Já 

o gene elovl4 é altamente expresso em células fotorreceptoras da retina (cones 

e bastonetes) e a deleção do gene elovl4 acarreta na degeneração macular do 

olho (Zhang et al., 2001). Esse mesmo gene tem papel direto na 

impermeabilização da epiderme. Em camundongos neonatos, a deleção de 

elovl4 afeta a permeabilidade da epiderme, levando à desidratação e 

consequentemente a morte (Cameron et al., 2007; Vasireddy et al., 2007). O 

gene elovl7 foi descrito mais recentemente e está associado ao alongamento 

de AG de 18-22 carbonos. A deleção deste gene acarreta numa diminuição do 

crescimento de células cancerígenas (Tamura et al., 2009).  

Apesar de bem descrito em mamíferos, há pouca informação sobre esta 

família gênica em insetos. A espécie que apresenta maior número de genes 

elovl com função descrita em D. melanogaster. Nesta espécie, foi descrito que 

o gene eloF tem papel crucial para a formação de ferômonios femininos e para 

o comportamento de corte (Chertemps et al., 2007). Já o gene bond é relevante 

para a correta citocinese dos espermatozoides, fertilidade dos indivíduos 
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machos e para a síntese de ferômonios (Ng et al., 2015; Szafer-Glusman et al., 

2008). Outra elovl, noa, afeta a fertilidade de adultos e acarreta na 

degeneração da retina, similar ao que é descrito em mamíferos quando do 

silenciamento de genes elovl (Jung et al., 2007; Palu e Chow, 2018). Este 

mesmo gene noa, em Bactrocera dorsalis, regula a via de sinalização de 

Toll/Imd (Dong et al., 2015). No besouro Tenebrio molitor foi observado que o 

silenciamento do gene Tmelo1 acarreta na mortalidade de larvas (Zheng et al., 

2017). Na libélula, Orthetrum albistylum evidências moleculares apontam para 

o papel do gene elovl17 na produção de cera que compõem o exoesqueleto 

(Futahashi et al., 2019). No Hemiptera Nilaparvata lugens, quatro elongases 

(NiELO 2, 4, 8 e 16) são importantes para a formação de hidrocarbonetos 

cuticulares e seu silenciamento afeta diretamente na proteção contra a perda 

de água em ninfas da espécie acarretando o óbito dos animais em condições 

de baixa umidade relativa (Li et al., 2019). Dessa forma, assim como em 

mamíferos, as elongases em insetos também têm papel relevante para a 

impermeabilização cuticular, de acordo com as recentes descrições em 

estágios pós-embrionários, mencionadas acima. 

Acreditamos que os genes elovl também sejam importantes para a 

impermeabilização na fase de ovo. Resultados obtidos por Goltsev et al. (2009) 

apontaram que os genes elovl estariam envolvidos na formação da cutícula 

serosa de An. gambiae. Vargas (2015) confirmou a expressão de quatro genes 

elongase (Tc-elovl01-04) durante a embriogênese de T. castaneum, através de 

RT-PCR. E análises de hibridização in situ, realizadas no mesmo trabalho 

confirmaram que as quatro elongases são expressas nas células da serosa. 

Aqui, buscamos a compreender o papel destas quatro elongases para a 

impermeabilização de ovos do besouro T. castaneum. 
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4.2. OBJETIVO 
Avaliar aspectos associados à formação e composição da cutícula 

serosa no besouro T. castaneum. 

4.2.1 Objetivos específicos 
1. Definir o momento de formação da cutícula serosa a 30 ºC. 

2. Investigar o papel dos genes Tc-elovl1, Tc-elovl2, Tc-elovl3 e Tc-

elovl4 na composição da cutícula serosa.  

2.1. Avaliar o efeito do silenciamento dos quatro genes elovl, 

através de RNAi, na viabilidade de ovos em diferentes umidades 

relativas.  
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4.3. METODOLOGIA 

4.3.1. Manutenção de Tribolium castaneum em laboratório  
Espécimes de T. castaneum, cepa Geórgia (GA-1), foram criados em 

estufa seca a 30 ± 2 °C e 70 - 80% de umidade relativa. As fases imaturas e os 

adultos foram mantidos em potes plásticos de 20 x 14,5 cm com farinha de 

trigo obtida em mercados locais (marca Útil ou marca Dona Benta) que serviu 

como fonte de alimento. 

Antes de ser utilizada, a farinha foi desinfectada 12h à - 70 ºC, seguido 

por um período de 24 horas em estufa a 60 ºC. Após esse período, a farinha foi 

peneirada em peneira de solo com malha de 300 ou 250 μm. Foram utilizados 

cerca de 300 gramas de farinha de trigo para até 6 g de besouros adultos ou 10 

g de besouros imaturos. A cada duas semanas, a farinha de trigo foi trocada e 

os adultos separados dos estágios imaturos com uso das peneiras de solo com 

malha de 710 μm e 300 μm. Todas as peneiras utilizadas foram da marca Betel 

ISSO 3310/1. 

4.3.2. Obtenção de ovos 
A temperatura utilizada para obtenção dos ovos foi 30 ºC; temperatura 

sob a qual os besouros são mantidos em laboratório e a que acarreta na maior 

taxa de sobrevivência da espécie. Nesta temperatura, o desenvolvimento 

embrionário de T. castaneum ocorre em aproximadamente 86,4 horas (Bucher, 

2009).  

Para a obtenção de ovos, pupas foram sexadas e separadas em potes 

plásticos (15x10 cm) com farinha de trigo esterilizada e peneirada (vide item 

4.3.1), até se tornarem adultos. Após se tornarem adultos, machos e fêmeas 

foram transferidos para um mesmo pode plástico (15x10 cm), para realizarem a 

cópula. Os adultos foram mantidos em estufa seca a 30 ºC e 70 - 80% de 

umidade relativa por tempo determinado, a critério da pesquisadora. Ao fim do 

processo, os adultos foram separados da farinha contendo os ovos com 

peneira de solo de 700 μm de malha. Os ovos em desenvolvimento foram 

mantidos em farinha na estufa até a realização dos experimentos, quando são 

separados da farinha com peneira de solo de 300 ou 250 μm de malha.  
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4.3.3. Determinação da formação da cutícula serosa a partir da digestão 
por solução de hipoclorito de sódio  

Para confirmar o momento da formação da cutícula serosa, foi realizado 

oviposição com duração de uma hora. Ao final do processo, os ovos obtidos 

apresentavam idade que variava entre zero e uma horas de idade. Neste 

experimento foram utilizados grupos de ovos com idade de seis, oito, 10, 12, 

14, 16, 18, 20 e 22 horas após a oviposição (HAO), com margem de variação 

de uma hora a mais. A porção materna da casca dos ovos foi digerida por 

hipoclorito de sódio, mas o mesmo não ocorre com a cutícula serosa (Rezende, 

2008; Vargas et al., 2014).  

As amostras foram lavadas em água corrente e água sanitária comercial 

(marca Q-Boa, 2% de cloro ativo), para a remoção de resíduos de farinha de 

trigo e então expostas a hipoclorito de sódio com 4 - 6% de cloro ativo (Vetec, 

V1019) por três horas seguidas. Após este período, foi contabilizado o número 

de ovos colapsados ou digeridos (indicando a falta da cutícula serosa) e o 

número de ovos intactos. Para cada estágio do desenvolvimento foram 

realizados entre três a quatro experimentos com número mínimo de ovos 

variando entre 18 a 48. O número total avaliado foi de 1362 ovos. 

4.3.4. Definição dos grupos controles e experimentais 
Os experimentos de silenciamento gênico foram realizados com os 

seguintes grupos controles: 

1. Ovos selvagens, oriundos de fêmeas não injetadas; 

2. Ovos silenciados para Tc-elovl07, gene não expresso durante a 

embriogênese de T. castaneum (Vargas, 2015); 

3. Ovos silenciados para Tc-vermillion (Tc-verm), gene que codifica 

a enzima triptofano 2,3-dioxigenase, responsável definir a coloração dos olhos 

nas larvas (Lorenzen et al., 2002);  

4. Ovos silenciados para Tc-zerknüllt1 (Tc-zen1), gene que codifica 

o fator de transcrição responsável por especificar as células da serosa na em-

briogênese de T. castaneum (van der Zee et al., 2005). 

Para o gene Tc-verm a avaliação do fenótipo foi realizada a partir da 

contagem de larvas que eclodiram com ou sem pigmentação nos olhos (Figura 

24). Já para Tc-zen1 a confirmação do fenótipo de silenciamento se deu a 

partir de dois parâmetros: taxa de eclosão de larvas, e avaliação morfológica 
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dos embriões de acordo com descrições anteriores (Jacobs et al., 2013; van 

der Zee et al., 2005) através da fixação de ovos e marcação com DAPI (ver 

item 4.3.10 e 4.3.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Larvas de T. castaneum em estágio final de formação. Ambas as larvas são ori-
undas de ovos silenciados. A: larva silenciada para o gene Tc-chsA (gene quitina-sintase A) 
que afeta a formação da cutícula, mas não afeta a pigmentação dos ovos. B: larva silenciada 
para o gene Tc-verm que afeta a pigmentação dos ovos. A seta vermelha indica o olho da lar-
va. O círculo branco indica a região em que deveria existir pigmentação ocular. Barra de escala 
= 100 µm. Retirado de Chaudhari et al., (2015). 

 

O grupo experimental foi caracterizado, inicialmente, pelo silenciamento 

múltiplo de quatro genes Tc-elovl: Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03 e Tc-

elovl04. Posteriormente, o silenciamento isolado para cada um dos genes foi 

realizado. Além disso, realizamos o silenciamento em conjunto: de Tc-elovl03 e 

Tc-elovl04; e Tc-elovl01, Tc-elovl03 e Tc-elovl04.  

4.3.5. Síntese de RNA dupla fita (dsRNA)  
Os fragmentos gênicos de interesse (Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03, 

Tc-elovl04, Tc-elovl07, Tc-verm e Tc-zen1) foram clonados previamente 

(Vargas, 2015). No trabalho citado, todos os clones foram sequenciados para a 

confirmação da presença dos genes de interesse. A partir do material clonado, 

foram realizados PCRs usando os primers (iniciadores) T7.PGEM.H.F1 

(TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGT) e PGEM.H.R1.T7 

(TAATACGACTCACTATAGGGACGCGTTGGGAGCTCTC), em que a região 

promotora para a polimerase T7 está sublinhada. Os PCRs foram realizados 

com o kit GoTaq® Green Master Mix (Promega, M7122). Foram utilizados os 

termocicladores TX96 (AMPLITHERM) ou 96-Well Thermal Cycler (Veriti, 

9902). Antes de adicionar as amostras no aparelho, foi realizado um hotstart 
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manual, no qual se aguardou a tampa do termociclador atingir a temperatura de 

105 °C e o bloco do aparelho atingir 95 °C. Após este processo, foram retirados 

os tubos do gelo e colocados direto para o bloco aquecido. Esse procedimento 

diminui a formação de bandas inespecíficas e dímeros de primers. A seguinte 

programação foi utilizada: 1° estágio a 95 °C por 3 minutos; 2° estágio de 37 

ciclos a 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 40 segundos e 72 °C por 60 

segundos; 3º estágio a 72 °C por 5 minutos; 4° estágio a 4 °C por 5 minutos e 

5° estágio a 14 °C (estágio no qual as amostras foram retiradas). 

Posteriomente, os produtos de PCR foram purificados. Inicialmente, o kit 

illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, 28903470) 

foi usado para purificação. Porém, devido ao baixo rendimento de material 

purificado, passamos a empregar o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System (PROMEGA, A9285).  

A síntese de moléculas de RNA dupla fita (dsRNA) de Tc-zen1 e Tc-

verm foram realizadas inicialmente com o kit T7 RiboMAX™ Express RNAi 

System (PROMEGA P1700). Depois, por diversas razões, optamos por utilizar 

o kit Ambion® MEGAscript® RNAi Kit (AM1626). As dsRNAs sintetizadas foram 

quantificadas no Nanodrop. O aparelho foi calibrado com o solvente no qual as 

dsRNAs foram eluídas: no caso de dsRNAs sintetizadas com o kit T7 

RiboMAX™, água RNAse free; e das dsRNAs sintetizadas com o kit 

MEGAscript®, o aparelho foi calibrado com Elution Solution disponibilizado pelo 

fabricante do kit. A quantificação da dsRNA foi realizada com o programa 

ssRNA. 

4.3.6. Injeção de dsRNA em fêmeas de T. castaneum 
O silenciamento via RNAi foi realizada através da injeção de duplas-fitas 

de RNA (dsRNA). Os seguintes dsRNAs foram injetados: Tc-elovl07, Tc-verm, 

Tc-zen1 como grupos controles e Tc-elovl01 a Tc-elovl04 como grupo 

experimental. Em uma segunda fase, foram realizadas injeções de dsRNA 

individuais para cada um dos genes, Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03 e Tc-

elovl04. 

Para todos os silenciamentos, fêmeas de T. castaneum foram sexadas 

no estágio pupal e mantidas em farinha, separadas dos machos, até a 

execução das injeções. Após a primeira sexagem, foram realizadas entre um e 
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dois processos de verificação da sexagem para evitar possíveis erros na 

separação dos indivíduos. Uma ou duas semanas após a seleção de fêmeas, 

os potes com farinha foram peneirados com o intuito de averiguar a presença 

de larvas (indicando um possível erro de sexagem). O mesmo era feito nos 

potes de farinha que continham os machos. Os machos sexados foram 

mantidos em farinha até a realização dos experimentos.  

Os dsRNA foram injetados no abdômen de fêmeas adultas virgens 

(variando entre 30 a 200 fêmeas, dependendo do gene e do experimento) em 

uma lupa com auxílio de um nanoinjetor Nanoject II (Drummond Scientific, 

3-000-206A) empregando microagulhas feitas a partir de capilares de 

borosilicato (Drummond Scientific Company, #3-000-203-G/X) no PC-10 

Micropipette Puller (Narishige). A configuração do equipamento foi de 59,8 volts 

no heater 2. As fêmeas utilizadas nos experimentos possuíam entre sete e 30 

dias de emergência. A concentração de dsRNA variou entre 125 a 720 ng/μL, 

dependendo do experimento e do gene e o volume final injetado em cada 

fêmea foi sempre de 207 nL.  

4.3.7. Avaliação do fenótipo do silenciamento gênico 
A avaliação do fenótipo do silenciamento gênico foi realizada a partir de 

ensaios fisiológicos de viabilidade dos ovos, como já descrito por Jacobs et al. 

(2013). Com o intuito era avaliar o efeito do silenciamento na proteção contra a 

perda de água, foi utilizado câmaras contendo solução supersaturada de NaCl 

para manter a umidade relativa (UR) fixa em 75% (Winston e Bates, 1960) e 

câmaras contendo sílica em gel (Vetec, 10-0051) para obter 5% de UR. Em 

ambas as câmaras um cooler de computador foi instalado para gerar um fluxo 

ininterrupto de ar e manter a UR constante. A UR e temperatura dentro das 

câmaras foram monitoradas com um termohigrômetro Datalogger 

Temperature/Humidity (Amprobe, TR200-A). As coletas de dados do 

instrumento eram realizadas a cada 15 minutos e, ao final de cada 

experimento, os dados eram exportados para o computador, com o auxílio de 

software próprio.  

Após sete dias de injeção de dsRNA, os besouros (machos e as fêmeas 

injetadas) foram transferidos para uma farinha limpa. O mesmo procedimento 

foi realizado para os grupos controle (vide item 4.3.4). Oviposições diárias de 
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24 horas foram realizadas a 30 ºC. Em um dos experimentos com o gene Tc-

zen1, as oviposições foram realizadas em farinha de trigo com adição de 

proprionato de cálcio 0,03% e fluconazol 0,6%. 

Após esse período de oviposição, grupos de ovos com idade entre 0-24 

horas após a oviposição (HAO) foram mantidos em placas de 96 poços dentro 

das câmaras de umidade de 75 ou 5% de UR a 35 ºC. A temperatura de 35 ºC 

foi empregada tendo em vista que o efeito de baixas umidades relativas é mais 

proeminente em altas temperaturas (Jacobs et al., 2013). As coletas de ovos 

foram realizadas por até 50 dias após a injeção da dsRNA. A eclosão de larvas 

foi contabilizada para definir o efeito da umidade sob os ovos silenciados e 

controles (Figura 25). A eclosão das larvas foi avaliada por até três dias 

seguidos, a partir do terceiro dias em que os ovos foram transferidos para as 

placas de 96 poços. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25: Esquema gráfico do ensaio com umidade controlada para avaliação de viabili-
dade após silenciamento gênico. Ovos silenciados foram separados em dois grupos e manti-
dos em duas condições de umidade relativa: 5% e 75% UR. 

 

Foram realizados entre dois a seis experimentos independentes, 

dependendo do gene. Cada injeção de dsRNA foi considerada um experimento 

independente. Em cada experimento foram realizadas de uma a oito coletas de 

ovos com idade entre 0 e 24 horas. Dependendo da quantidade de ovos 

obtidos após a oviposição de 24 horas, o número de ovos utilizados em cada 

condição de umidade relativa, por experimento, variou entre 48 a 100 ovos. O 

número total de ovos avaliados variou entre 96 e 1344 por experimento 

(considerando as duas umidades relativas em cada experimento).  
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4.3.8. Efeito do silenciamento gênico para na sobrevivência das larvas 
A sobrevivência das larvas foi avaliada por 10 dias seguidos após a 

eclosão das mesmas. As larvas L1 que eclodiram permaneceram nas placas 

de 96 poços sem qualquer acesso a alimentação. Dois experimentos foram 

realizados com número amostral total variando entre 102 e 401 larvas, 

contabilizando os dois experimentos. 

4.3.9. Fixação de ovos sem casca 
Ovos foram lavados com água corrente e em seguida água sanitária 

comercial (marca Q-Boa, cloro ativo 2%), para remoção da farinha de trigo. 

Posteriormente, os ovos foram imersos em solução contendo 3,6 mL de PBS 

(solução salina tamponada com fosfato, do inglês Phosphate-buffered Saline: 

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM) com 1,2 mL de 

formaldeído 37% (concentração final de formaldeído de 8,9%) e 5 mL de 

heptano em frasco de vidro. É formada uma fase aquosa inferior contendo PBS 

e formaldeído e uma fase orgânica superior contendo o heptano. Os ovos ficam 

situados na interfase e foram assim fixados por 60 minutos em agitação 

constante de 220 rotações por minuto. Em seguida, a fase contendo PBS e 

formaldeído foi removida e 8 mL de metanol previamente refrigerado a -70 ºC 

foram adicionados ao frasco, que então agitado vigorosamente por 2 minutos. 

Novamente duas fases foram formadas: a inferior contendo metanol e a 

superior contendo heptano. O tratamento com metanol faz com que as cascas 

dos ovos se quebrem. Os ovos sem casca descem para o fundo do vial e 

apenas estes foram coletados para serem utilizados. Os ovos foram lavados 

duas a três vezes em 3 mL de metanol a temperatura ambiente e então 

transferidos para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de metanol e 

estocados a -20 °C até serem utilizados. 

4.3.10. Marcação nuclear com DAPI 
Os ovos previamente fixados mantidos em metanol foram reidratados 

sendo submetidos a lavagens gradativas com PBST (PBS com Tween-20 

0,1%), transferidos para lâminas e em seguida foram marcados com ProLong® 

Gold Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen™, P36935). As amostras foram 

observadas em microscópio de fluorescência com filtro UV de 450/490 nm. 
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4.3.11. Confirmação do silenciamento gênico de Tc-elovl04 através de 
RT-PCR  

A fim de confirmar o silenciamento de Tc-elovl04 foram realizadas RT-

PCRs com material genético extraído de ovos de T. castaneum.  As dsRNA 

foram injetadas em fêmeas para a verificar se o fenótipo do silenciamento 

observado no ovo estava associado a um silenciamento gênico de RNAs 

depositados maternalmente ou produzidos pelo próprio ovo (i.e. pós-zigóticos). 

Foram selecionadas duas fases do desenvolvimento embrionário para a 

extração do RNA e síntese de cDNA: 0-6 horas de idade (período em que 

ocorre a presença de mRNAs maternos (Ribeiro, 2013) e 8-18 horas de idade 

(estágio de formação da cutícula serosa). 

No genoma de T. castaneum são encontrados 18 parálogos de genes 

Tc-elovl (Vargas, 2015). A fim de confirmar se o fenótipo observado a partir da 

injeção de dsRNA direcionada para Tc-elovl04 era específico do silenciamento 

desse gene ou se algum outro gene Tc-elovl também foi silenciado (efeito off-

target), realizamos RT-PCR para os 18 genes. As sequências de Tc-elovl foram 

obtidas junto à plataforma NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

Tabela 1: Sequências Tc-elovl encontradas no genoma de T. castaneum 

Nomenclatura* SeqID# 

Tc-elovl01 XM_962114.4 

Tc-elovl02 XM_963543.4 

Tc-elovl03 XM_963470.4 

Tc-elovl04 XM_015983803.1 

Tc-elovl05 XM_966451.3 

Tc-elovl06 XM_963691.4 

Tc-elovl07 XM_008201430.2 

Tc-elovl08 XM_008201455 

Tc-elovl09 XM_008201454.2 

Tc-elovl10 XM_961434.3 

Tc-elovl11 XM_008197754.2 

Tc-elovl12 XM_008192621.2 

Tc-elovl13 XM_968954.4 

Tc-elovl14 XM_008192801.2 

Tc-elovl15 XM_008196621.2 

Tc-elovl16 XM_008202900.2 

Tc-elovl17 XM_015985362.1 

Tc-elovl18 XM_965421.4 
Acesso ao banco de dados do NCBI: 11/01/2018. 
* Nomenclatura dos genes definida anteriormente por Vargas (2015). 
# SeqID: identificador de sequência, do inglês sequence identifier. 
 

Os primers (iniciadores) para os 18 genes foram desenhados com o 

auxílio das plataformas Primer3web (v 4.0.0) (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) e 

Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com) (Tabela 2). Os primers 

para Tc-elovl01 a 17 foram desenhados entre introns. O gene Tc-elovl18 foi 

desenhado no único éxon que apresenta. A posição de cada primer no gene foi 

visualizada no programa GenePalette. As extrações de RNA total dos ovos 

com 0-6 HAO e 8-18 HAO foram realizadas com TRIzol® (Invitrogen, 15596-

026) seguindo as informações do fabricante. O RNA total extraído foi 

quantificado no Nanodrop. Padronizamos a concentração de RNAs entre 81 e 

88 ng/µl para a síntese de cDNA.  

O cDNA das amostras foi sintetizado com o kit Superscript III (Invitrogen, 

18080-400) seguindo as especificações do fabricante. Foram utilizados 0,6 μL 

de oligo (dT) e 0,4 μL de random hexamer primer. Optamos por essa mistura 

de primers uma vez que cada tipo tem as suas vantagens e desvantagens: 



67 
 

oligo (dT) possibilita a síntese de cDNA apenas a partir do mRNA, mas, por 

conta de alguns mRNAs possuírem tamanho muito comprido e/ou pela 

presença de estruturas secundárias, o uso do oligo (dT) privilegia a síntese de 

cDNA para as regiões mais 3' dos mRNAs. Já com o random hexamer primer 

não ocorre essa síntese enviesada para a região 3', mas ele não é específico 

para mRNAs. As PCRs foram realizadas utilizando o kit GoTaq® Green Master 

Mix (Promega, M7122) e o termociclador 96-Well Thermal Cycler (Veriti, 9902). 

Antes de adicionar as amostras no aparelho, realizamos um hotstart manual 

como descrito no item 4.3.5. A seguinte programação foi empregada: 1° estágio 

a 95 °C por 3 minutos; 2° estágio de 34 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 60 °C 

por 40 segundos e 72 °C por 60 segundos; 3º estágio a 72 °C por 5 minutos; 4° 

estágio a 4 °C por 5 minutos e 5° estágio a 14 °C (estágio no qual as amostras 

foram retiradas). Os fragmentos gênicos amplificados (amplicons) foram 

visualizados em gel de agarose 1,5% marcados com GelRed (Biotium, 41003) 

(1:40000), porém durante a execução dos experimentos foi observado uma 

alteração no tamanho das bandas em virtude do uso do GelRed. Devido a este 

problema, passou-se a utilizar o Brometo de Etídio 0,5 µg/mL. Os géis foram 

registrados em sistema digital de fotodocumentação após exposição à luz 

ultravioleta. 
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Tabela 2: Lista dos primers para Tc-elovl 

Gene Primer Foward* Primer Reverse* 

Tc-elovl01 CCTCACCATAATTGCGACCT TAATCACACTGCCGGAACAA 

Tc-elovl02 GGCAAACTTATGCTGGTGGT TTTGACCGACTTTTGCTTCC 

Tc-elovl03 TTGGAGATCCTCGGACAAAC CCATTGCAGCAAGCAAGTAA 

Tc-elovl04 CGCTTACGGCGTTAAGGTAG CTTCGTCCTGGTGGTCATCT 

Tc-elovl05 TCCACTCTCCACGTCATC CGAATCGGAATACTCGCTTT 

Tc-elovl06 GTAATGCCTATGTCCGTCTG CCACTATATCACTGCGACTTT 

Tc-elovl07 GTCAAGTCCAGGCCCTACTG GCAAGGCGTGGAACATTATT 

Tc-elovl08 GGGCTTGGAGATCATGAAA CGCTAAAGAGTGCGATCATA 

Tc-elovl09 GTTGTGCTGTCAAGCAATG AAGGAACACCACCACATTAG 

Tc-elovl10 TCTGATTCACGCACGAAAG GCCGCAAGGCCATAATAA 

Tc-elovl11 GCAAACCATACGACCTCAA TGCAAGGAATGCGCTATAA 

Tc-elovl12 CGATGAAACTCGACAGGATTAT TGGAGTTGCGTGATGTATTT 

Tc-elovl13 CTCGCCACTGTTCTACTTATC AGACAGTGTTGCACGATTT 

Tc-elovl14 ACACTCGGAGCAGGTATT GCTGAGTTAGGTGCTTCTTC 

Tc-elovl15 CGAGCCCTTGAACTTGAAATA GATACGAACAGTCCTGGTTTAC 

Tc-elovl16 GTACGAAGACACTCCGAAATC CTCTAAGGTAAGTCGCTTTGAA 

Tc-elovl17 CCTGTCCCAACCCTTATTATC CCCAAAGACGCAACTAAGTA 

Tc-elovl18 CTTCATCGAGCAGGACAAG TAGCTGAACCAGGAGTAGAG 
Todos os primers estão escritos no sentido 5' -> 3'. 

 

4.3.12. Verificação do silenciamento gênico de Tc-elovl04 através de PCR 
em tempo real 

O silenciamento do gene Tc-elovl04 foi avaliado por PCR em tempo real 

(RT-qPCR). O cDNA utilizado nas análises foi o mesmo obtido no item 4.3.11. 

Os primers (iniciadores) para RT-qPCR em tempo real foram desenhados com 

o auxílio da plataforma Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com). 

Além de primers para o gene Tc-elovl04, foram desenhados primers para os 

genes Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03, Tc-elovl05, Tc-elovl06 e Tc-Rps6 

(Tabela 3), devido ao resultado obtido no RT-PCR (vide Resultados). O RT-

qPCR foi realizado utilizando o kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 

(Applied Biosystems, A25742) e os dados obtidos no sistema Real Time Step 

One (Applied Biosystems). O gene Tc-Rps6 foi utilizado como normalizador de 

expressão. 
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Tabela 3: Lista dos primers usados no RT-qPCR 

Gene Primer Foward Primer Reverse 

Tc-elovl01 ATCCTATGGCAATTCGGATG CATGGCGTGATGGTACAG 

Tc-elovl02 AAATTCCTTGCAGGTGGTC TGGTATTCCGGTCCCATC 

Tc-elovl03 CGTGAAGTATATGCCAGGAG GCCACACAGAACTGTATCA 

Tc-elovl04 ACCACCATACAGATGATCCA CCAATCCACCACACGAAG 
Tc-elovl05 TCCACTCTCCACGTCATC CCGCCACCATGTAGTAGA 

Tc-elovl06 GTCTGGTTCGGAGTCAAAT ACCATGATCGCCACAAAT 

Tc-Rps6 CAACTTGAGTGTGCTTGCCC GCTGGATTTTGGGTGCCTTG 
Todos os primers estão escritos no sentido 5' -> 3' 

4.3.13. Caracterização da sequência predita de aminoácido oriunda do 
gene Tc-elovl04 

A estrutura transmembranar da sequência proteica (XP_015839289.1) 

predita do gene Tc-elovl04 foi estimada a partir da plataforma TMHMM Server 

v.2.0 (Sonnhammer et al., 1998). As características químicas e físicas da 

proteína foram preditas a partir da ferramenta ProtParam do ExPASY 

(Gasteiger et al., 2005). Já a localização da proteína foi determinada pelo Euk-

mPLoc 2.0 (Chou e Shen, 2010). 
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4.4. RESULTADOS 

4.4.1. A cutícula serosa de T. castaneum é estabelecida a partir de 14 
horas de embriogênese a 30 ºC 

A embriogênese de T. castaneum é finalizada em 86,4 horas, a 30 ºC 

(Bucher, 2009). Com 6 horas de desenvolvimento embrionário (~ 7% do tempo 

total da embriogênese a 30 ºC), os ovos de T. castaneum não resistem à ação 

do hipoclorito de sódio por três horas e todos são digeridos (Figura 26). Entre o 

período de oito e 14 horas de embriogênese (9,2 e 16,2% de embriogênese, 

respectivamente), foi observado um aumento progressivo no percentual de 

ovos intactos, o que indica uma alteração na estrutura física das cascas dos 

ovos. A cutícula serosa foi considerada minimamente formada com 14 horas de 

desenvolvimento, quando foi observado que mais de 80% de ovos ficam 

intactos. Nos tempos restantes analisados foi observado percentual similar de 

ovos intactos. Não podemos afirmar que com 14 horas a cutícula está 

completamente formada, uma vez que a partir desse estágio camadas 

adicionais da epicutícula são formadas, até estágio bem tardio da 

embriogênese (Konopova e Panfilio, comunicação pessoal). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: Percentual de ovos intactos após três horas de exposição ao hipoclorito de 
sódio. Ovos foram mantidos se desenvolvendo a 30 ºC até serem expostos à digestão. Cada 
ponto representa a média e o erro padrão de três ou quatro experimentos independentes com 
um mínimo de 42 ovos por réplica. 
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4.4.2. Estabelecimento de condições de silenciamento gênico via dsRNA 
em T. castaneum 

Antes da realização das análises com os genes Tc-elovl foram 

realizados experimentos com os diferentes controles: ovos selvagens e ovos 

oriundos de fêmeas injetadas para os genes Tc-elovl07, Tc-verm e Tc-zen1. O 

gene Tc-elovl07, que não é expresso na serosa (Vargas, 2015) e Tc-verm, que 

afeta apenas a cor dos olhos (Lorenzen et al., 2002) foram usados como 

controles negativos. Já Tc-zen1 foi planejado para servir como controle 

positivo, já que a ausência desse gene foi descrita como diminuindo a 

viabilidade dos ovos apenas em baixas umidades relativas (Jacobs et al., 

2013). Primeiro foram apresentados os dados para ovos selvagens, silenciados 

para Tc-verm e Tc-zen1. O controle negativo de Tc-elovl07 foi apresentado 

junto das outras elongases. 

Inicialmente, as sínteses de dsRNA para os genes Tc-verm e Tc-zen1 

foram realizadas com o kit T7 RiboMAX Express RNAi System. Observamos 

um perfil atípico no gel de agarose das dsRNAs sintetizadas (Figura 27). As 

dsRNA para Tc-verm e Tc-zen1 não apresentaram um tamanho de banda 

esperado (632 e 612 pb, respectivamente) e ocorreu um arrasto para ambos os 

dsRNA sintetizados e duas fortes bandas com tamanho menor que 75 pares de 

base.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: dsRNAs sintetizadas para os genes Tc-zen1 e Tc-verm com o kit T7 RiboMAX 
Express RNAi System através de eletroforese em gel de agarose. M: marcador de peso 
molecular.  

 

Apesar do perfil no gel de agarose, à época esse kit de síntese de 

dsRNA era o único disponível no laboratório e esses mesmos dsRNAs foram 

injetados nas fêmeas, na quantidade de 0,2 µg por fêmea. 
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Os ensaios de viabilidade foram realizados com ovos oriundos das 

fêmeas injetadas com esses dsRNAs, além de ovos oriundos de fêmeas 

selvagens (Figura 28). Tanto ovos selvagens quanto os injetados para Tc-verm 

dsRNA apresentaram elevada viabilidade em 75 e 5% de UR. O silenciamento 

gênico para Tc-verm não foi confirmado neste primeiro experimento, uma vez 

que não foi observada a presença ou ausência da coloração dos olhos das 

larvas. Contudo, o silenciamento gênico de Tc-zen1 mostrou uma baixa 

viabilidade dos ovos em ambas as UR. Este dado diverge do encontrado por 

Jacobs et al. (2013) que mostrou que ovos silenciados para Tc-zen1 possuíam 

baixa viabilidade apenas quando mantidos a 5% de UR (vide Introdução e 

Discussão deste capítulo). Este resultado indica que o RNAi para Tc-zen1 

afetou o desenvolvimento embrionário de T. castaneum. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28: Viabilidade de ovos selvagens e pRNAi para Tc-verm e Tc-zen1. Fêmeas 
selvagens ou injetadas com 0,2 µg de dsRNA foram mantidas em estufas a 30 °C e 80% 
umidade relativa (UR) realizando oviposições diárias de 24 horas cada. Grupos de ovos obtidos 
(com idade entre 0 e 24 horas) foram mantidos em estufa a 35 °C em condição de 75 ou 5% 
UR. A viabilidade foi avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após transferência para as 
câmaras de UR. É representado o percentual médio e o erro-padrão da eclosão de um 
experimento com 5 réplicas técnicas, obtidas entre 8 e 14 dias após a injeção de dsRNA. Cada 
réplica possui 96 ou 100 ovos cada, por condição de UR. n.s.: diferença não significativa, de 
acordo com Two-way ANOVA. 

 

Além de avaliar o efeito do silenciamento gênico sob a viabilidade dos 

ovos, avaliou-se a morfologia dos embriões (Figura 29). Tanto na condição 

selvagem quanto Tc-verm RNAi, os ovos no início do estágio de gastrulação 

possuem células da serosa e as que darão origem ao embrião e âmnio bem 

definidas (Figura 29 A, C). No estágio mais tardio, de extensão da banda 

germinal, embriões Tc-verm RNAi possuem aspecto idêntico ao grupo 

selvagem (Figura 29 B, D). 
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Em relação à Tc-zen1 RNAi alguns ovos apresentaram fenótipo 

característico para este silenciamento, sem a presença de células da serosa, 

em estágio mais inicial da embriogênese (Figura 29 E) e embriões com “cabeça 

grande” no estágio de extensão da banda germinal (Figura 29 F) (van der Zee 

et al., 2005). Por outro lado, alguns ovos apresentaram fenótipo normal similar 

a ovos selvagens, com células da serosa e do embrião bem definidas (Figura 

29 G, H). Apesar de, inesperadamente, alguns ovos terem morfologia normal, 

estes resultados mostram que o silenciamento atingiu outros ovos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29: Morfologia de ovos selvagens, pRNAi para Tc-verm e Tc-zen1 de T. 
castaneum. Ovos com idade entre 0 e 24 horas foram fixados e marcados com DAPI. Cada 
ponto preto é um núcleo celular. Os pontos maiores e menores indicam células da serosa e do 
embrião, respectivamente. A, C, E e G: embriões no estágio inicial da gastrulação. B, D, F e H: 
embriões no estágio de extensão da banda germinal. A-D e G-H: todos os ovos apresentam 
aspecto normal. E-F: embriões com alterações no desenvolvimento características do 
silenciamento de Tc-Zen1: ausência de células da serosa e células do embrião mais difusas (E) 
e embrião com cabeça avantajada (F). A quantidade de dsRNA injetada foi de 0,2 µg por 
fêmea. 

 

Uma vez que essa primeira síntese de dsRNA não apresentou um 

resultado satisfatório, realizamos uma nova síntese de dsRNA para Tc-zen1 e 

Tc-verm. Esta nova síntese teve como controle positivo, um DNA molde 

disponibilizado pelo kit em uso (T7 RiboMAX Express RNAi System). 

Observamos, novamente, um arrasto no gel de agarose para as dsRNAs dos 

dois genes testados, sem tamanho de bandas esperadas (632 e 612 pb). A 

dsRNA do controle apresentou uma fraca banda com o tamanho esperado, 
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1800 pb (Figura 30), o que indicou a ineficiência do kit para síntese de dsRNA. 

A partir desse resultado, determinamos que os experimentos futuros de 

silenciamento gênico fossem realizados com o Ambion® MEGAscript® RNAi Kit 

(AM1626), já utilizado por outros grupos de pesquisa que trabalham com T. 

castaneum, apresentando grande eficiência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30: dsRNAs sintetizadas para os genes Tc-zen1 e Tc-verm com o kit T7 RiboMAX 
Express RNAi System através de eletroforese em gel de agarose. M: marcador de peso 
molecular. A caixa em vermelho indica a banca esperada para o controle. 

 

Novas dsRNAs para Tc-zen1, Tc-verm e o DNA controle foram 

sintetizadas com o novo kit (Ambion® MEGAscript® RNAi). As dsRNA 

sintetizadas para Tc-zen1, Tc-verm e DNA controle apresentaram tamanho de 

banda esperado: 632, 612 e 500 pares de base, respectivamente (Figura 31).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31: dsRNAs sintetizadas para os genes Tc-zen1 e Tc-verm com o kit Ambion® 
MEGAscript® RNAi através de eletroforese em gel de agarose. M: marcador de peso 
molecular. Números pares e ímpares indicam a primeira e segunda eluição, respectivamente, 
oriundas da etapa final do protocolo de síntese.  

 

Um novo ensaio fisiológico foi realizado para avaliar o efeito do 

silenciamento gênico com essas novas dsRNAs em ovos expostos a diferentes 

umidades relativas (Figura 32). A quantidade de dsRNA injetada foi de 0,15 µg 

por fêmeas. Os ovos selvagens e silenciados para Tc-verm mantiveram sua 
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viabilidade alta nas duas condições de UR. Mais uma vez o silenciamento de 

Tc-zen1 apresentou baixa viabilidade independente da UR em que os ovos 

foram mantidos. Estes resultados foram similares aos obtidos a partir do uso do 

primeiro kit (T7 RiboMAX Express RNAi System) e diferem dos resultados 

descritos por Jacobs et al. (2013). Não houve diferença significativa entre as 

viabilidades segundo Two-way ANOVA. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32: Viabilidade de ovos selvagens e pRNAi para Tc-verm e Tc-zen1. Fêmeas 
selvagens ou injetadas com 0,15 µg de dsRNA foram mantidas em estufas a 30 °C e 80% 
umidade relativa (UR) realizando oviposições diárias de 24 horas cada. Grupos de ovos obtidos 
(com idade entre 0 e 24 horas) foram mantidos em estufas a 35 °C em condição de 75 ou 5% 
UR. A viabilidade foi avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após transferência para as 
câmaras de UR. É representado o percentual médio e o erro-padrão da eclosão obtidas de um 
experimento com 3 réplicas técnicas, obtidas entre 9 e 15 dias após a injeção de dsRNA. Cada 
réplica possui 96 ovos, por condição de UR.  n.s.: diferença não significativa, de acordo com 
Two-way ANOVA. 

 

O efeito do silenciamento foi novamente observado na morfologia dos 

embriões (Figura 33). Conforme visto acima (Figura 29) ovos dos grupos 

selvagem e RNAi para Tc-verm são normais tanto no estágio de gástrula inicial 

(Figura 33 A, C), quanto no estágio mais tardio, de extensão da banda 

germinal, em que o embrião está segmentado e com a cabeça bem definida 

(Figura 33 B, D). O embrião RNAi para Tc-zen1 apresentou o seu fenótipo 

característico no estágio de extensão da banda germinal, embriões com 

cabeça grande/mal definida (Figura 33 E). 
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Figura 33: Morfologia de ovos selvagens, pRNAi para Tc-verm e Tc-zen1 de T. 
castaneum. Ovos com idade entre 0 e 24 horas foram fixados e marcados com DAPI. Cada 
ponto preto é um núcleo celular. Os pontos maiores indicam núcleo da serosa e os menores, 
núcleos do embrião. A e C: embriões no estágio inicial da gastrulação. A, D e E: embriões no 
estágio de extensão da banda germinal. A-D: todos os ovos apresentam aspecto normal. E: 
ovo silenciado para Tc-zen1 com fenótipo característico. A quantidade de dsRNA injetada foi 
de 0,15 µg por fêmea. 

 

A frequência fenotípica da falta de Tc-verm confirmou o efetivo 

silenciamento desse gene (Figura 34). Ocorreram três fenótipos: selvagem 

(olho pigmentado) na frequência de 8,5%, silenciamento fraco (olho pouco 

pigmentado), frequência de 0,9% e silenciamento forte (olho sem pigmento) 

com frequência de 90,6%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34: Frequência fenotípica para o silenciamento de Tc-verm. Os fenótipos selvagem 
e forte significam, respectivamente, presença e ausência de cor nos olhos. O boxplot 
representa a mediana, o primeiro quartil, o terceiro quartil e os limites inferior e superior das 
frequências fenotípicas de um único experimento com 6 réplicas técnicas de 96 ovos cada, 
obtidas entre 9 e 15 dias após a injeção de dsRNA. 

 

Frente ao inesperado resultado para o silenciamento de Tc-zen1, em 

que houve baixa viabilidade em alta UR (Figuras 25 e 29) foi considerado que o 
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fenótipo observado estaria associado a uma possível infecção de fungo ou 

bactérias nos ovos, uma vez que a serosa tem papel importante para o sistema 

imune de ovos de T. castaneum (Jacobs e van der Zee, 2013). Uma nova série 

de silenciamento foi realizada em que as fêmeas injetadas para Tc-zen1 foram 

mantidas em farinha de trigo, fluconazol e proprionato de cálcio (vide 

metodologia).  

Este ensaio foi realizado apenas com ovos pRNAi para Tc-verm e 

Tc-zen1. A quantidade de dsRNA injetada foi de 0,15 µg por fêmea. O mesmo 

padrão de eclosão visto anteriormente foi observado (Figura 35, compare com 

Figuras 25 e 29). O silenciamento de Tc-zen1 na cepa Geórgia acarretou em 

viabilidade com diferença significativa entre as duas URs (Two-way ANOVA). 

Ainda assim, foi confirmada a ocorrência do fenótipo letal nos embriões dessa 

cepa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35: Viabilidade de ovos selvagens e pRNAi para Tc-verm e Tc-zen1. Fêmeas 
injetadas com 0,15 µg de dsRNA foram mantidas em misturas de farinha de trigo, fluconazol e 
proprionato de cálcio a 30 °C e 80% umidade relativa (UR) realizando oviposições diárias de 24 
horas. Grupos de ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 horas) foram mantidos em estufa a 35 
°C em condição de 75 ou 5% UR. A viabilidade foi avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 
dias após transferência para as câmaras de UR. É representado o percentual médio e o 
erro-padrão da eclosão obtidas de um experimento com 6 réplicas técnicas, obtidas entre 7 e 
15 dias após a injeção de dsRNA. Cada réplica possui 96 ovos, por condição de UR. n.s.: 
diferença não significativa; asterisco representa P < 0,0001, ambos de acordo com Two-way 
ANOVA. 

 

A marcação nuclear com DAPI confirmou o fenótipo característico para 

silenciamento de Tc-zen1 (Figura 36 A e B) enquanto os ovos silenciados para 

Tc-verm possuem desenvolvimento normal (Figura 36 A e B), como descrito 

em análises anteriores.  
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Figura 36: Morfologia de ovos pRNAi para Tc-verm e Tc-zen1 de T. castaneum. Ovos com 
idade entre 0 e 24 horas foram fixados e marcados com DAPI. Cada ponto preto é um núcleo 
celular. Os pontos maiores indicam núcleos da serosa e os menores os do embrião. A-C: 
embriões no estágio inicial da gastrulação. B-D: embriões no estágio de extensão da banda 
germinal. A-B: Embriões com aspecto normal; C-D: Embriões com alterações no 
desenvolvimento. A quantidade de dsRNA injetada foi de 0,15 µg por fêmea. 

 

A frequência fenotípica do silenciamento de Tc-verm (ausência de cor 

nos olhos das larvas) foi avaliada (Figura 37). Três fenótipos foram observados, 

conforme observado anteriormente (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37: Frequência fenotípica para o silenciamento de Tc-verm. Os fenótipos selvagem 
e forte significam, respectivamente, presença e ausência de cor nos olhos. O boxplot 
representa a mediana, o primeiro quartil, o terceiro quartil e os limites inferior e superior de um 
único experimento com 12 réplicas técnicas de 96 ovos cada, obtidas entre 7 e 15 dias após a 
injeção de dsRNA. 
 

4.4.3. O silenciamento gênico grupal de Tc-elovl01-04 e seu efeito 
embrionário letal dependente da quantidade de dsRNA injetada 

De acordo com os dados de Vargas (2015), as quatro elongases (Tc-

elovl01 a 04) são expressas apenas na serosa durante o período de formação 

da cutícula serosa. Por esse motivo, foi avaliado o efeito do silenciamento 

gênico dos quatro genes juntos. As dsRNA dos genes Tc-elovl01, Tc-elovl02, 

Tc-elovl03 e Tc-elovl04 foram sintetizadas com o kit Ambion® MEGAscript® 
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RNAi. O mesmo kit foi utilizado para sintetizar a dsRNA para o gene Tc-elovl07 

(controle negativo). As dsRNA apresentaram os tamanhos de banda 

esperados:  Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03, Tc-elovl04, Tc-elovl07 e DNA 

controle com 585, 463, 519, 695, 581 e 500pb, respectivamente. (Figura 38). 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38: dsRNAs sintetizadas para os genes Tc-elovl através de eletroforese em gel de 
agarose.  M: marcador de peso molecular. Genes elovl indicados pela abreviação (e.g. Tc-
elovl01 = E1) C: DNA controle. Números pares e ímpares indicam a primeira e segunda 
eluição, respectivamente, oriundas de etapa final do protocolo de síntese.  

 

Três experimentos independentes foram realizados para avaliar o efeito 

do silenciamento grupal das quatro elovl frente à viabilidade dos ovos nas 

condições de 75 e 5% UR (Figura 39). No primeiro experimento de 

silenciamento, a quantidade total de dsRNA injetada foi de 0,15 µg por fêmea 

(ou seja, ~0,038 µg de dsRNA de cada uma das quatro elovl). No segundo e 

terceiro experimentos, a quantidade total de dsRNA injetada foi de 0,1 e 0,05 

µg por fêmea, respectivamente. Com a quantidade de 0,15 µg de dsRNA o 

silenciamento grupal das Tc-elovl 01 a 04 acarretou na eclosão de 15,3 e 7,6% 

das larvas em 75 e 5% UR, respectivamente. Estes valores não apresentaram 

diferença significativa, o que mostrou um efeito letal durante o desenvolvimento 

embrionário que independe da variação de umidade relativa (Figura 39). 

Quando a quantidade de dsRNA injetada cai para 0,1 µg, ocorreu um 

aumento da viabilidade dos ovos com diferença significativa em relação a 75 e 

5% UR (Two-way ANOVA). Quando a quantidade de dsRNA cai ainda mais 

para 0,05 µg, o padrão de viabilidade se repete: ambas as UR apresentaram 

baixa viabilidade mas a com 5% UR é significativamente menor. 

O teste de comparação múltipla Two-way ANOVA apresentou diferença 

significativa ao se comparar os valores de eclosão de larvas a 75% UR dentro 

das três quantidades de dsRNA injetadas. Mas isso não ocorre quando 
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comparamos a viabilidade de ovos mantidos a 5% UR. Esses três 

experimentos apresentaram como controles, realizados em paralelo, ovos 

selvagens ou silenciados para Tc-verm ou Tc-elovl07, apresentados 

previamente (Figuras 29, 32 e 41). Em todos os casos esses controles 

apresentaram elevada viabilidade em ambas as URs. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39: Efeito de diferentes quantidades de dsRNA no silenciamento quadruplo para 
os genes Tc-elovl 01, Tc-elovl 02, Tc-elovl 03 e Tc-elovl 04. Fêmeas injetadas com dsRNA 
foram mantidas em estufas a 30 °C e 80% umidade relativa (UR) realizando oviposição diárias 
de 24 horas. Grupos de ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 horas) foram mantidos em 
estufas a 35 °C em condição de 75 e 5% UR. A viabilidade foi avaliada pela eclosão ocorrida 
entre 2 e 3 dias após transferência para as câmaras de UR. É representado o percentual médio 
e o erro-padrão da eclosão obtidas de um experimento com 5 ou 6 réplicas técnicas, obtidas 
entre 7 e 15 dias após a injeção de cada quantidade dsRNA. Cada réplica possui 96 ovos, por 
condição de UR. Cada letra representa a diferença significativa de acordo com Two-way 
ANOVA (P< 0,0001). 

 

O silenciamento grupal para Tc-elovl de 01 a 04 não afetou a morfologia 

inicial dos embriões, que apresentaram perfil similar aos grupos de ovos 

selvagens (Figura 40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40: Morfologia de ovos pRNAi para Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03 e Tc-elovl04. 
Ovos com idade entre 0 e 24 horas foram fixados e marcados com DAPI. Cada ponto preto é 
um núcleo celular. A: embrião no estágio inicial de blastoderma indiferenciado. A’: embrião no 
estágio de extensão da banda germinal. Ambos os embriões apresentam aspecto normal.  
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4.4.4. O silenciamento gênico na cepa Georgia de T. castaneum dura por 
até 41 dias 

O silenciamento gênico realizado em conjunto para Tc-elovl01-04 

(Figura 41) manteve seu fenótipo com baixa viabilidade até 16 dias após a 

injeção, independente da condição de UR. A partir de 30 dias após o 

silenciamento, o percentual de eclosão de larvas se eleva nas duas condições, 

sendo mais proeminente no grupo de ovos mantidos a 75% UR. Quarenta e 

dois dias após a injeção, não observamos o fenótipo letal na eclosão das larvas 

o que mostra o fim do silenciamento gênico para este grupo de genes. 

 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 41: Duração do fenótipo do silenciamento conjunto para Tc-elovl 01, Tc-elovl 02, 
Tc-elovl 03, Tc-elovl 04. Fêmeas injetadas com 0,05 µg de dsRNA foram mantidas em estufa 
a 30 °C e 80% umidade relativa UR realizando oviposições diárias de 24 horas. Grupos de 
ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 horas) foram mantidos em estufas a 35 °C em condição 
de 75 ou 5% UR. A viabilidade foi avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após 
transferência para as câmaras de UR. É representado o percentual de eclosão de um 
experimento com uma réplica técnica de 96 ovos, por condição de UR.  

 
Já para o gene Tc-zen1, em ovos oriundos de fêmeas injetadas com 

0,15 µg de dsRNA o fenótipo letal de silenciamento manteve-se por até 41 dias 

após a injeção de dsRNA. Quando a quantidade de dsRNA foi reduzida para 

0,05 µg o mesmo padrão de duração de fenótipo foi observado: até 42 dias 

após a injeção. Após 50 dias de injeção, a letalidade já não é observada 

(Figura 42). 
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Figura 42: Duração do fenótipo letal do silenciamento para Tc-zen1. Fêmeas injetadas com 
0,15 ou 0,05 µg de dsRNA foram mantidas em estufa a 30° C e 80% umidade relativa (UR) 
realizando oviposições diárias de 24 horas. Grupos de ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 
horas) foram mantidos em estufas a 35 °C em condição de 75 ou 5% UR. A viabilidade foi 
avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após transferência para as câmaras de UR. É 
representado o percentual de eclosão. Foi realizado apena um experimento para cada 
quantidade de dsRNA injetada. Cada coluna representa uma réplica técnica de 96 ovos, por 
UR. Para cada experimento foi utilizados um total de 768 ovos, por condição de UR. 

 

De forma semelhante, a durabilidade do fenótipo de silenciamento para 

Tc-verm também foi observado por até 41 dias (Figura 43). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43: Duração da frequência fenotípica para o silenciamento de Tc-verm. Fêmeas 
injetadas com 0,15 µg de dsRNA foram mantidas em estufa a 30° C e 80% umidade relativa 
(UR) realizando oviposições diárias de 24 horas. O fenótipo selvagem e forte significam, 
respectivamente, presença e ausência de cor nos olhos. É representado o percentual médio e 
o erro-padrão do fenótipo de um experimento com duas réplicas técnicas de 96 ovos por dia 
avaliado. 
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4.4.5. O silenciamento gênico em conjunto para Tc-elovl afeta a 
sobrevivência das larvas após a eclosão 

A viabilidade das larvas eclodidas dos ovos selvagens e ovos RNAi para 

Tc-elovl07, Tc-zen1 e RNAi grupal para Tc-elovl foram acompanhadas por 10 

dias nas duas condições de UR testadas (Figura 44). Tal acompanhamento 

teve o intuito de avaliar o efeito dos silenciamentos na sobrevivência larval. 

Para três grupos analisados, selvagem,  Tc-elovl07 silenciado e Tc-zen1 

silenciado, foram observados padrões similares. A taxa de mortalidade atinge 

50% das larvas com cerca de dois e quatro dias após a eclosão, em grupos de 

larvas mantidas a 5 e 75% UR, respectivamente. Já no silenciamento em 

conjunto para Tc-elovl, observamos 50% da mortalidade de larvas após dois 

dias de eclosão tanto em grupo de larvas mantidas a 5% quanto em 75% UR. 

Ainda que tenha havido uma grande variância dentre as amostras do grupo Tc-

elovl, este resultado nos aponta para um possível efeito do silenciamento 

gênico na sobrevivência das larvas.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 44: Percentual da sobrevivência das larvas oriundas de ovos selvagens e silenci-
ados para Tc-elovl07, Tc-zen1 e o grupo de Tc-elovl 01 a 04. Grupos de larvas recém-
eclodidas foram mantidos a 35 ºC em 75 ou 5% de umidade relativa (mesma condição experi-
mental em que os ovos foram mantidos). Cada ponto representa o percentual médio e o erro 
padrão da sobrevivência das larvas de um único experimento com duas réplicas experimentais. 
Os ovos observados foram oriundos de coletas realizadas com 7 e 10 dias após a injeção de 
dsRNA. Foram avaliados por condição de UR um total de 401 larvas para selvagem; 338 larvas 
para Tc-elovl07; 138 larvas para Tc-zen1; e 102 larvas para grupo de Tc-elovl 01 a 04. A linha 
pontilhada em vermelho indica o ponto de 50% de mortalidade das larvas. 
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4.4.6. O gene Tc-elovl04 é importante para proteger ovos de T. castaneum 
em condição de baixa umidade 

Visto os resultados iniciais obtidos para o silenciamento grupal das quatro 

Tc-elovls, optou-se por realizar o silenciamento gênico de cada elongase em 

separado (Figura 45). A quantidade de dsRNA injetado foi de 0,026 µg por 

fêmea. O silenciamento para Tc-elovl01 e Tc-elovl03 não afetou a viabilidade 

dos ovos, em qualquer UR. O mesmo perfil é visto para o silenciamento de 

Tc-elovl07, gene não expresso na embriogênese de T. castaneum que serviu 

como controle negativo (Vargas, 2015). O silenciamento de Tc-elovl02 

acarretou em baixa viabilidade dos ovos em qualquer UR, mostrando efeito 

letal na embriogênese que é independente da UR. Por outro lado, o 

silenciamento de Tc-elovl04 mostrou clara diferença na viabilidade dos ovos 

mantidos em 75 e 5% UR, com viabilidades de 82 e 45,3%, respectivamente 

(Figura 45). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figura 45: Efeito dos silenciamentos individuais dos genes elovl na viabilidade dos ovos 
de T. castaneum. Fêmeas injetadas com 0,03 µg de cada um dos dsRNAs foram mantidas em 
estufa a 30 °C e 80% umidade relativa (UR) realizando oviposições diárias de 24 horas. Grupos 
de ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 horas) foram mantidos em estufa a 35 °C em condição 
de 75 ou 5% UR. A viabilidade foi avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após 
transferência para as câmaras de UR. É representado o percentual médio e o erro-padrão da 
eclosão de dois a quatro experimentos independentes. Cada experimento consistiu de 1 a 6 
réplicas técnicas de 24 a 96 ovos cada por condição de UR, obtidas entre 7 e 15 dias após a 
injeção de dsRNA. Foram avaliados, por condição de UR, um total de 816, 864, 848, 1184 e 
864 ovos para Tc-elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03, Tc-elovl04 e Tc-elovl07, respectivamente. 
n.s.: diferença não significativa; asterisco indica P<0,0001, ambos de acordo com Two-way 
ANOVA. 

 

A morfologia dos embriões foi avaliada em grupos de ovos silenciados 

para os genes Tc-elovl. O silenciamentos para Tc-elovl01 a 07 apresentaram 

padrão normal durante os períodos de embriogênese avaliados. Tantos as 

células da serosa quanto às do embrião são claramente definidas. No estágio 
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inicial de gastrulação, observamos o embrião bem segmentado como é 

observado em ovos selvagens (Figura 46).  

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 46: Morfologia de ovos oriundos do silenciamento individual para Tc-elovl01, Tc-
elovl2, Tc-elovl03, T-elovl04 ou Tc-elovl07 de T. castaneum. Ovos com idade entre 0 e 24 
horas foram fixados e marcados com DAPI. Cada ponto preto é um núcleo celular. Os pontos 
maiores indicam os núcleos da serosa e menores, do embrião. Painéis superiores: embriões no 
estágio inicial da gastrulação. Painéis inferiores: embriões no estágio de extensão da banda 
germinal. Todos os embriões apresentam aspecto normal. 
 

4.4.7. O efeito do silenciamento de Tc-elovl04 não é alterado frente à 
variação da quantidade de dsRNA 

Foi avaliado o efeito da variação na quantidade de dsRNA de Tc-elovl04 

na viabilidade dos ovos, com as seguintes quantidades de dsRNA: 0,1, 0,05 e 

0,03 µg (Figura 47). Em todos os casos, os efeitos foram os mesmos, e o 

aumento da quantidade de dsRNA não aumentou o efeito no fenótipo (Two-way 

ANOVA).  
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Figura 47: Efeito de diferentes quantidades de dsRNA para Tc-elovl04 na viabilidade dos 
ovos de T. castaneum. As quantidades de dsRNA injetadas estão indicadas abaixo das 
colunas. Fêmeas injetadas foram mantidas em estufas a 30 °C e 80% umidade relativa (UR) 
realizando oviposições diárias de 24 horas. Grupos de ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 
horas) foram mantidos em estufa a 35 °C em condição de 75 ou 5% UR. A viabilidade foi 
avaliada pela eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após transferência para as câmaras de UR. É 
representado o percentual médio e o erro-padrão da eclosão de 1 a 4 experimentos 
independentes. Cada experimento consistiu de 1 a 6 réplicas técnicas de 24 a 96 ovos cada 
por condição de UR, obtidas entre 7 e 15 dias após a injeção de dsRNA. Foi avaliado por 
condição de UR um total de 288, 576 e 1184 ovos para as quantidades de 0,1, 0,05 e 0,03 µg 
de dsRNA, respectivamente. As letras representam diferenças significativas (Two-way ANOVA, 
P<0,0001). 

 

4.4.8. O silenciamento gênico grupal de Tc-elovl01, Tc-elovl03 e Tc-elovl04 
afeta viabilidade em baixa umidade relativa 

Foi realizado o silenciamento em conjunto de Tc-elovl01, Tc-elovl03 e 

Tc-elovl04 com intuito de avaliar uma possível interação entre estes três genes. 

Além disso, foi silenciado em conjunto os genes Tc-elovl03 e Tc-elovl04 (Figura 

48). A viabilidade dos ovos manteve-se alta quando mantidos a 75% UR. 

Contudo, no silenciamento triplo a viabilidade dos ovos foi afetada em 5%UR, 

com diferença estatística entre os dois grupos. Já no silenciamento duplo não 

houve efeito sobre as diferentes UR. 
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Figura 48: Efeito do silenciamento triplo para Tc-elovl01, Tc-elovl03 e Tc-elovl04 e 
silenciamento duplo para Tc-elovl03 e Tc-elovl04 na viabilidade dos ovos de T. 
castaneum. A quantidade de dsRNA injetada foi de 0,03 µg por fêmea. Fêmeas injetadas com 
0,03 µg de dsRNA foram mantidas em estufa a 30 °C e 80% umidade relativa (UR) realizando 
oviposições diárias de 24 horas. Grupos de ovos obtidos (com idade entre 0 e 24 horas) foram 
mantidos em estufa a 35°C em condição de 75 ou 5% UR. A viabilidade foi avaliada pela 
eclosão ocorrida entre 2 e 3 dias após transferência para as câmaras de UR. É representado o 
percentual médio e o erro-padrão da eclosão obtidas de um experimento com 2 a 5 réplicas 
técnicas, obtidas entre 7 e 15 dias após a injeção de dsRNA. Cada réplica possui de 59 a 96 
ovos por condição de UR. n.s.: diferença não significativa; asterisco representa a diferença 
significativa com P<0,0001, ambos de acordo com Two-way ANOVA. 
  

4.4.9. Confirmação do silenciamento gênico de Tc-elovl04 através de 
RT-PCR 

Para confirmar o silenciamento de Tc-elovl04 foram realizadas RT-PCRs 

a partir de material genético obtido de ovos controle e silenciados para 

Tc-elovl04 com 0-6 horas após oviposição (HAO) e 8-18 HAO, que 

correspondem aos períodos antes e durante a formação da cutícula serosa 

(Figura 26). Além de avaliar a expressão de Tc-elovl04, também foram 

avaliadas a expressão das outras 17 elovls presentes no genoma de T. 

castaneum, a fim de conferir a possível interferência do silenciamento 

direcionado para Tc-elovl4 na expressão de outras elongases (i.e. efeito off 

target) (Figura 49).  

Os genes Tc-elovl01 a Tc-elovl04 são expressos entre 8-18 HAO, 

confirmando predições de bioinformática (Vargas, 2015). Além deles, outros 

dois genes foram detectados como sendo expressos na embriogênese inicial: 

Tc-elovl05 e Tc-elovl06. Os demais genes, Tc-elovl07 a Tc-elovl17 não são 

expressos nos estágios iniciais da embriogênese. O gene Tc-elovl18 foi 

amplificado, contudo este gene apresenta uma peculiaridade, uma vez que o 

mesmo apresenta apenas um éxon. 

O DNA genômico foi amplificado mostrando a eficiência dos primers, 

exceto para os genes Tc-elovl10 e Tc-elovl13. O mesmo ocorreu com o gene 
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Tc-elovl02 que devido ao tamanho do amplicon, 7727 pb, não amplificou o 

DNAg O RT-PCR realizado aponta que a expressão do gene Tc-elovl04 foi 

parcialmente reduzida com 8-18 HAO. A expressão das outras 17 Tc-elovl não 

foi alterada com 0-6HAO e 8-18 HAO.  
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Figura 49: Expressão gênica das 18 Tc-elovls em ovos. Foi realizada RT-PCR com cDNAs 
obtidos de ovos selvagens e silenciados para Tc-elovl04 com 0-6 HAO e 8-18 HAO. Algarismos 
romanos indicam as três réplicas biológicas independentes. Controle positivo: PCR com DNA 
genômico (g). Controle negativo: PCR sem DNA (N, de non template control) Todos os genes 
amplificaram no tamanho de banda esperado de acordo com a Tabela 4 
 
  
Tabela 4: Tamanho esperados dos amplicons, após RT-PCR 

Gene cDNA (pb)* DNAg (pb)* 

Tc-elovl01 585 751 

Tc-elovl02 463 7.727 

Tc-elovl03 519 618 

Tc-elovl04 695 1091 

Tc-elovl05 492 572 

Tc-elovl06 497 529 

Tc-elovl07 581 852 

Tc-elovl08 497 572 

Tc-elovl09 505 1.537 

Tc-elovl10 512 841 

Tc-elovl11 499 536 

Tc-elovl12 442 514 

Tc-elovl13 506 648 

Tc-elovl14 540 613 

Tc-elovl15 506 634 

Tc-elovl16 326 500 

Tc-elovl17 470 557 

Tc-elovl18 165 165 

Tc-Rps6 224 410 

* a diferença entre o tamanho de amplicon obtido com cDNA e DNAg ocorre devida à presença 
de intron, dentro das regiões em que os primers foram desenhados. A única exceção é 
Tc-elovl18, que não possui intron. 

 

4.4.10. Verificação do silenciamento gênico de Tc-elovls através de 
RT-qPCR 

A partir dos resultados obtidos com RT-PCR, as expressões 

quantitativas dos genes Tc-elovl01 a 06 foram avaliadas por PCR em tempo 

real. Avaliamos primeiro a diferença no padrão de expressão de ovos 

selvagens com 0-6 HAO e 8-18 HAO (Figura 50). Os genes Tc-elovl01, 02, 03 
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e 04 apresentaram um aumento, que não foi significativo, nas suas expressões, 

entre 0-6 e 8-18 HAO. Uma diferença significativa no aumento da expressão 

ocorreu apenas para o gene Tc-elovl03 (Two-way ANOVA). Os genes Tc-

elovl05 e 06 apresentam o mesmo nível de expressão entre os períodos de 0-6 

e 8-18 HAO.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 50: Expressão relativa dos genes Tc-elovl por PCR em tempo real em grupos de 
ovos selvagens com 0-6 e 8-18 HAO. Os dados foram normalizados pelo grupo de 0-6 HAO. 
As barras representam a média e o erro padrão de três experimentos distintos. n.s.: diferença 
não significativa; asterisco: diferença significativa, ambos de acordo com Two-way ANOVA 
(P<0,0001). 

 

Em seguida avaliamos o padrão de expressão dos genes Tc-elovl01 a 

06 em amostras de ovos selvagens e silenciados para Tc-elovl04 com idades 

de 0-6 HAO ou 8-18 HAO (Figura 51). Observamos que a expressão dos genes 

em ovos controle de 0-6 HAO não difere dos ovos silenciados para Tc-elovl04 

na mesma faixa temporal, o que mostra que o silenciamento de Tc-elovl04 não 

afeta na expressão de outros genes elovl. Um dado interessante e inesperado 

foi a elevada expressão de Tc-elovl04 em ovos silenciados para o Tc-elovl04. 

Este resultado foi ocasionado, provavelmente, pela amplificação da dupla-fita 

que foi injetada no corpo da fêmea e que foram transferidas para os ovos. As 

análises estatísticas realizadas com grupos de ovos 8-18 HAO, demonstrou 

que não há diferença na expressão gênica entre os grupos controle e 

silenciados para Tc-elovl04. Contudo, observamos uma tendência de redução 

na expressão de Tc-elovl04 em material silenciado com 8-18 HAO. 
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Figura 51: Expressão relativa dos genes Tc-elovl por RT-qPCR em ovos controle e 
silenciados para Tc-elovl04. O cDNA controle é oriundo de ovos selvagens. Dois padrões 
temporais foram analisados: 0-6 horas após a oviposição (HAO) e 8-18 HAO. As barras 
representam a média e o erro padrão de três experimentos distintos. O asterisco representa a 
diferença significativa de acordo com Two-way ANOVA. P<0,0001. 
  

4.4.11. Caracterização da sequência proteica de Tc-ELOVL04 
A predição da estrutura proteica da ELOVL04 de T. castaneum 

evidência que essa proteína apresenta sete regiões transmembranares (nos 

aminoácidos 27-49, 61-83, 116-135, 142-161, 171-193, 205-227 e 237-254) 

(Figura 52). As predições apontam ainda que essa proteína estaria localizada 

no retículo endoplasmático. Seu ponto isoelétrico é de 9,38, seu peso 

molecular predito é de 38,71 kDa, com 325 resíduos de aminoácidos. 

 

 

 

 

 

 



93 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 52: Predição de hélices transmembranas da proteína Tc-ELOVL04.  O eixo 
horizontal indica a numeração de resíduos de aminoácidos da proteína. O eixo vertical indica a 
probabilidade de ocorrência de hélices transmembrana e de regiões hidrofílicas. As porções em 
vermelho representam as prováveis regiões transmembranares da proteína. Porções em azul e 
rosa representam respectivamente as prováveis regiões hidrofílicas, da parte interna e externa 
da proteína. 
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4.5. DISCUSSÃO 
Os três grandes grupos de seres multicelulares que colonizaram o meio 

terrestre foram as plantas, os hexápodes (com destaque para os insetos) e os 

vertebrados. Esses três grupos desenvolveram estratégia semelhante para a 

proteção contra a perda de água: a produção de uma barreira hidrofóbica rica 

em lipídeos de cadeia longa ou seus derivados (Hadley, 1980). No caso das 

plantas, a barreira hidrofóbica de folhas e frutos é a cutícula, constituída por 

uma cutina e uma camada de cera, cujos principais componentes são 

derivados de AG de cadeia muito longa (incluindo alcanos e aldeídos); além de 

álcoois, cetonas e ésteres (Yeats e Rose, 2013). Em vertebrados, o tegumento 

é composto por células epidermais e um estrato córneo que é rico de derivados 

de AG de cadeia muito longa como fosfolipídeos e ceramidas (Lillywhite, 2006). 

E no caso dos hexápodes (como já relatado no item 1.2.1) o tegumento de 

adultos e formas imaturas contém hidrocarbonetos de cadeia longa, álcoois e 

ésteres de ácidos graxos (Brusca e Brusca, 2003; Chapman et al., 2013). 

Apesar de compreendermos bem a estrutura e a composição das mesmas que 

atuam na proteção contra perda de água nas fases adultas e larvais de 

hexápodes, há lacunas sobre a composição das cascas dos ovos de 

hexápodes. 

4.5.1. A formação da cutícula serosa de T. castaneum 
Como descrito anteriormente, os ovos de hexápodes apresentam como 

estruturas protetoras camadas de origem materna (generalizada como córion) 

e de origem pós-zigótica - cutícula serosa (em insetos) e cutícula blastodermal 

(em hexápodes não insetos) (Rezende et al., 2016). Apesar de ser uma 

estrutura já conhecida no besouro T. castaneum (Jacobs et al., 2013), o 

período exato de formação da cutícula serosa não era conhecido. Aqui, foi 

mostrado que essa cutícula em T. castaneum é sintetizada ainda no primeiro 

terço da embriogênese, com aproximadamente 16% do desenvolvimento 

embrionário total. Período em que o embrião encontra-se no estágio de 

extensão/retração da banda germinal (Strobl e Stelzer, 2014).  

Os dados obtidos para o besouro T. castaneum corroboram com as 

descrições feitas para outros insetos. Dentre os mosquitos Aedes aegypti, 

Anopheles aquasalis, An. quadrimaculatus e Culex quinquefasciatus, a cutícula 
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serosa é formada no primeiro terço da embriogênese, entre 18-29% do 

desenvolvimento, nos estágios de fim da extensão da banda germinal/ início da 

retração da banda germinal (Farnesi et al., 2017; Rezende et al., 2008; Vargas 

et al., 2014). Na espécie Locusta migratoria (Orthoptera) a cutícula serosa é 

secretada com 27% do desenvolvimento embrionário (Lagueux et al., 1979). 

Para a Lepidoptera Manduca sexta, é descrito a formação de duas cutículas 

serosa. A primeira é formada com 15% do desenvolvimento embrionário; já a 

segunda camada é depositada com aproximadamente 20% da embriogênese 

(Dorn et al., 1987). Esses dados evidenciam que o estágio de formação da 

cutícula serosa, em insetos, é conservado entre diferentes espécies.  

4.5.2. A concentração e o tamanho de dsRNA injetada em T. castaneum 
O processo de RNAi é um fenômeno natural que consiste no 

silenciamento gênico pós-transcricional e que pode ser utilizado artificialmente 

para definir o papel de genes em processos biológicos fundamentais. Este 

processo e sua aplicabilidade como ferramenta de investigação foi descrita 

pela primeira vez, ainda que com um nome diferente, na década de 90, em 

estudo realizado com petúnias (Napoli et al. 1990). Os pesquisadores 

buscavam aumentar a expressão da enzima calcona sintase (CHS, chalcone 

synthase), a partir da adição de cópias do gene endógeno. O aumento da 

expressão de CHS intensificaria a coloração das flores. Contudo, observou-se 

um fenótipo inesperado: algumas plantas apresentaram flores totalmente 

brancas ou com padrão duplo de coloração (violeta e branco) (Napoli et al., 

1990). Subsequentemente, Fire e colaboradores (1998) descreveram como a 

expressão gênica é afetada pela ação de moléculas de dsRNA homólogas ao 

gene no nematóide Caenorhabditis elegans. Tal efeito não era observado 

quando a dsRNA era homóloga ao regiões promotoras ou íntrons e logo seria 

necessário a transcrição do gene para o fenótipo de silenciamento ser 

observado. 

Desde então, RNAi é empregada em diversas áreas, desde terapia 

médica ao manejo de pragas (Maia, 2013; Nunes e Simões, 2013; Pereira e 

Lopes-Cendes, 2013). Diferentes abordagens podem ser utilizadas para 

desencadear o processo de silenciamento como: RNA dupla-fita (dsRNA do 

Inglês, double-stranded RNA), RNA de interferência longo em forma de grampo 
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(hpRNA; hairpin RNA), pequeno RNA de interferência (siRNA, short interfering 

RNA), pequenos RNAs de interferência preparado por endonuclease (esiRNA; 

endonuclease-prepared small interfering RNAs), RNA de interferência pequeno 

em forma de grampo (shRNA; short hairpin RNA), entre outros (Pereira, 2013). 

Neste trabalho, usamos a molécula de dsRNA para obter o silenciamento 

gênico. 

A eficiência do silenciamento por RNAi desencadeado por dsRNA é 

dependente de vários fatores, sendo o tamanho do dsRNA e a sua 

concentração alguns dos mais importantes. Para obter um fenótipo eficiente o 

tamanho da dupla-fita varia entre 300-800 pares de base (pb) (Pereira, 2013). 

Moléculas de dsRNA maiores de 800 pb podem favorecer o silenciamento 

cruzado (off-targeting) (Linz et al., 2014; Pereira, 2013) e, em células de 

mamíferos, dsRNAs longas acarreta na morte celular (Alexopoulou et al., 2001; 

Klahre et al., 2002). Contudo, isto varia entre os organismos. Em plantas, por 

exemplo, o uso de dsRNA longas (~1000 pb) apresenta elevada eficiência. No 

caso do besouro T. castaneum, a comunidade científica descreve que o 

tamanho ideal da dsRNA varia entre 150 a 500 pb (Linz et al., 2014). 

Miller et al. (2012), em trabalho realizado com larvas de T. castaneum, 

mostrou que moléculas de dsRNA com 69 pb são capazes de gerar o fenótipo 

de silenciamento eficiente, similar as dsRNAs com 520 pb. Os autores relatam 

que de acordo com o estágio de vida e da complexidade do organismo, é 

possível obter fenótipo de silenciamento com dsRNAs menores. Foi visto efeito 

de silenciamento gênico ao injetarem moléculas de dsRNA com 30 pb em ovos 

de T. castaneum em estágio de blastoderma sincicial (quando não há 

membranas ao redor dos núcleos). As larvas eclodidas destes ovos 

apresentaram fenótipo silenciado satisfatório. No presente trabalho, os 

tamanhos de dupla-fitas de RNA injetadas nas fêmeas são de tamanhos 

compatíveis com os que são descritos na literatura, entre 463 e 695 pb (vide 

item 4.3.5). 

Para T. castaneum, descreve-se que a concentração ideal de dsRNA é 1 

µg/µl. Contudo, quanto maior a concentração injetada, maior o fenótipo 

observado (Aranda et al., 2008; Linz et al., 2014). Miller et al. (2012) avaliou a 

eficiência do silenciamento em larvas de T. castaneum através de diluições 

seriadas de dsRNA. Para dsRNA com 520 pb, observou-se que o fenótipo de 
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silenciamento é obtido mesmo quando a concentração cai de 1 µg/µl para 

0,0001 µg/µl (diluição de 10000x). No caso de dsRNA curtas, com 69 pb, o 

fenótipo foi observado com dsRNA diluída até 1.000 vezes (0,001 µg/µl). Neste 

trabalho, padronizamos a quantidade de dsRNA injetada nas fêmeas. Os 

valores de dsRNA variaram entre 0,15 até 0,03 µg (o que equivale a faixa de 

0,72 - 0,125 µg/µl) e não observamos diferenças na eficiência do fenótipo de 

silenciamento para os genes testados. 

4.5.3. O fenótipo do RNAi de Tc-zen1 na embriogênese de T. castaneum 
Para Tc-zen1, gene que codifica um fator de transcrição que especifica 

as células da serosa, observamos que o RNAi afetou a viabilidade dos ovos 

independente da condição de umidade relativa. Este fenótipo foi discrepante ao 

descrito por Jacobs et al. (2013) que relatou fenótipo letal apenas para ovos 

mantidos em baixa condição de umidade relativa: ovos em alta UR possuíam 

alta viabilidade. 

Duas hipóteses são desenhadas para explicar o fenótipo observado. A 

primeira esta associada a possível inespecificidade da dsRNA utilizada para o 

silenciamento. Neste trabalho, optamos por realizar o silenciamento gênico 

com apenas um fragmento de dsRNA de cada gene alvo. Há probabilidade da 

molécula de dsRNA desenhada silenciar, além do gene Tc-zen1, outro gene 

que seja letal embrionário. Diferentes autores relatam a necessidade de se 

empregar ao menos dois fragmentos distintos de dsRNA para avaliar o fenótipo 

de um dado gene (de Andrade e Hunter, 2016; Noh et al., 2012; Whyard et al., 

2009). A segunda hipótese está ligada as cepas de T. castaneum utilizadas. 

Enquanto Jacobs et al. (2013) utilizou a cepa San Bernardino, neste trabalho 

foi utilizada a cepa Geórgia (GA-1). A cepa Geórgia (GA-1) é descrita na 

literatura como a cepa mais susceptível a variações ambientais, uma vez que é 

mantida a mais de 70 anos sob condições controladas de laboratório e com 

pouca variabilidade genética (Michalczyk (2009) apud Dickinson (2018)).  

4.5.4. O fenótipo do RNAi em conjunto de Tc-elovl e individuais de Tc-
elovl01, Tc-elovl02, Tc-elovl03 e Tc-elovl04 

Foi observado que o silenciamento múltiplo para as quatro elongases 

acarretou num fenótipo embrionário letal que independe da umidade relativa 

quando a quantidade de dsRNA injetada foi de 0,15 µg. O silenciamento de 
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múltiplos genes pode acarretar numa saturação do sistema de RNAi. O sistema 

saturado leva a uma inibição da via de miRNA e que pode acarretar em 

letalidade. Além disso, o silenciamento em conjunto pode acarretar numa 

competitividade entre as dsRNAs injetadas (Miller et al., 2012; Tomoyasu et al., 

2008). Contudo, o silenciamento gênico individual de Tc-elovl02 mostrou 

fenótipo embrionário letal similar ao observado para o RNAi em conjunto das 

elongases. Este dado aponta para uma provável ação exclusiva da ausência de 

Tc-elovl02 como responsável pela letalidade observada para o conjunto de 

Tc-elovls. Ainda em relação ao silenciamento grupal quando a quantidade de 

dsRNA foi reduzida (0,1 e 0,05 µg) observou-se uma diferença na viabilidade 

dos ovos frente às diferentes URs. Este resultado foi similar ao obtido para 

ovos silenciados apenas para Tc-elovl04 e aponta para uma maior ação deste 

gene dentro desse contexto de silenciamento. 

O gene Tc-elovl04 é importante para a proteção dos ovos de insetos em 

baixas condições de UR. Este resultado é similar ao observado para ovos de T. 

castaneum silenciados para o gene quitina sintase 1, em que a cutícula serosa 

formada não tem quitina e apenas 30% das larvas eclodem em baixas 

condições de umidade relativa. Contudo, em elevada umidade, os embriões 

sem quitina sintase 1 se desenvolvem normalmente (Jacobs et al., 2013). 

Neste trabalho, foi demonstrado de forma inequívoca que a ausência de quitina 

afetou a formação da cutícula serosa. 

Sobre Tc-elovl01 e Tc-elovl03, quando silenciamentos individualizados 

foram realizados, não houve nenhum efeito sob a viabilidade dos ovos. Três 

hipóteses podem ser levantadas: 1) Tc-elovl01 e Tc-elovl03 não têm efeito na 

embriogênese de T. castaneum; 2) os genes não foram silenciados visto que 

não foi confirmado o silenciamento gênico para estas elongases ou 3) o 

silenciamento de Tc-elovl01 e Tc-elovl03 levam a um aumento da expressão de 

Tc-elovl04 que compensa a falta dos genes silenciados. Ao realizarmos um 

silenciamento gênico em conjunto com Tc-elovl01, 03 e 04 observamos uma 

diferença na viabilidade em relação a UR o que pode ser explicada pelo 

silenciamento de Tc-elovl04. Não podemos afirmar que os demais genes foram 

silenciados. Com o silenciamento em conjunto de Tc-elovl03 e 04 observamos 

que não há diferença na viabilidade dos ovos. Tal fenótipo pode ser uma 

ineficiência de silenciamento gênico.  
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Análises filogenéticas realizadas por Zuo et al. (2018) mostram que as 

quatro elongases de T. castaneum avaliadas neste trabalho agrupam no 

mesmo clado das elongases ELOVL1 e ELOVL7 de mamíferos (Figura 53). Os 

genes elovl1 e elovl7 de mamíferos codificam as enzimas que atuam na via de 

síntese de ácidos graxos saturados e monoinsaturados (Bond et al., 2016). 

O gene Tc-elovl04 apresenta 86,8% de similaridade com Tmelo2 

(MF279189) descrita em Tenebrio molitor (Figura 53). O gene Tmelo2 é 

expresso em todos os estágios desenvolvimento sendo o estágio de ovo o que 

apresenta maior expressão. O silenciamento de Tmelo2 em larvas de T. molitor 

não afeta sua sobrevivência. Contudo, a super expressão de Tmelo2 apontou 

para uma possível atuação da enzima na síntese de AG de cadeia longa. A 

TmELO2 apresenta sete regiões transmembranares e predições apontam que 

estaria localizada no retículo endoplasmático (Zheng et al., 2017). Aqui foi 

demonstrado que a Tc-ELOVL04 também apresenta 7 regiões 

transmembranares e estaria localizada no retículo endoplasmático das células. 

A relevância de uma elongase para a impermeabilização cuticular já foi 

comprovada para mamíferos. Em Mus musculus, a deleção do elovl4 afeta a 

permeabilidade da epiderme. O mesmo gene afeta a formação de AGs de 

cadeia muito longa (>28C) (Cameron et al., 2007; Vasireddy et al., 2007). 

Apesar de desempenharem papel similar em diferentes organismos, Tc-elovl04 

de T. castaneum e elovl4 de mamíferos (HsELOVL4 como representante) não 

agrupam na árvore filogenética (Figura 53). Os genes elovl4 dos mamíferos 

codificam as enzimas que atuam na via de síntese de AG saturados e poli-

insaturados (Bond et al., 2016).  
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Figura 53: Árvore filogenética de elongases de levedura, insetos e humano. A árvore foi 
construída com as sete sequências de Homo sapiens ELOVL1 a 7 (quadrados rosa); com as 
três sequências da levedura Saccharomyces cerevisiae ELO1 a 3; as 20 sequências da mosca 
D. melanogaster, as 18 sequências de T. castaneum e duas das elongases do besouro 
Tenebrio molitor (círculos em vermelho). As quatro elovl estudadas nesta tese estão 
identificadas na imagem, à direita. Os triângulos em azul identificam as sequências já 
estudadas em D. melanogaster. A caixa em azul identifica as elongases dos seres 
multicelulares que se agrupam junto as três elongases de levedura. Caixa em verde identifica 
as elongases de insetos que se agrupam com as ELOVL2, 4 e 5 de humanos. Em vermelho as 
sequências que agrupam junto à ELOVL1 e 7 de H. sapiens. Caixa em preto identifica 
elongases exclusivas de insetos. Adaptado de Zheng et al. (2017). 

 

Em ninfas da cigarrinha marrom, Nilaparvata lugens, quatro genes elovl, 

NiELO 2, 3, 8 e 16, são importantes para a proteção contra a perda de água e 

para a sobrevivência das ninfas quando expostas a 5% de UR. O aumento da 

permeabilidade cuticular está associado à alteração no perfil de 

hidrocarbonetos cuticulares. Contudo, as elongases de N. lugens não agrupam 

na árvore filogenética com a Tc-ELOVL04 de T. castaneum (Figura 54) o que 

indica que diferentes elongases atuam em diferentes estágios do 

desenvolvimento dos insetos. 
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Figura 54: Árvore filogenética de T. castaneum e N. lugens. A árvore foi construída com as 
18 sequências de T. castaneum (Tc-ELOVL01 a 18); e com as quatro sequências importantes 
para a impermeabilização cuticular de ninfas de N. lugens (Ni-ELO2, 3, 8 e 16). Os círculos em 
marrom indicam as sequências de elongase que foram silenciadas na presente tese. 

 

Com o propósito de confirmar a especificidade do silenciamento para 

Tc-elovl04, foi realizado RT-PCR para as 18 elongases de T. castaneum. O 

silenciamento de Tc-elovl04 parece ser específico, pois não foi observado 

silenciamento cruzado através do RT-PCR. Além disso, mais duas elongases, 

Tc-elovl05 e Tc-elovl06 foram identificadas como sendo expressas durante a 

embriogênese inicial de T. castaneum, além da expressão de quatro 

elongases, Tc-elovl01 a 04, descritas previamente por Vargas (2015). 

A análise por PCR em tempo real (RT-qPCR) não foi capaz de 

comprovar o silenciamento gênico de Tc-elovl04. Os primers de RT-qPCR 

foram desenhados na mesma região na qual a dsRNA foi sintetizada e, 
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aparentemente, observamos a presença dessa dupla-fita dentro dos ovos. 

Recentemente o nosso grupo recebeu a informação de que moléculas de 

dsRNAs intactas são internalizadas em ovos de T. castaneum, quando da 

injeção em fêmeas adultas; esses dsRNAs dentro do ovo são lentamente 

degradados a partir das pontas, com o passar da embriogênese (Horn e 

Panfilio, comunicação pessoal). As demais elongases avaliadas (Tc-elovl01, 

02, 03, 05 e 06) não apresentaram alteração no perfil de expressão quando do 

silenciamento gênico de Tc-elovl04. 

Não podemos afirmar de forma definitiva que o silenciamento de 

Tc-elovl04 afeta a formação da cutícula serosa uma vez que não foi possível 

concluir os experimentos de avaliação bioquímica dos hidrocarbonetos de ovos 

silenciados (vide Apêndice A). Contudo, algumas evidências moleculares 

reforçam a teoria inicial desta tese: Gurská (2018) avaliou os genes 

responsivos ao fator de transcrição Tc-zen1, responsável pela especificação 

das células da serosa. Um dos genes que é ativado por Tc-zen1 é Tc-elovl04. 

4.5.5. Durabilidade do RNAi na embriogênese de T. castaneum 
A duração do silenciamento gênico em ovos de T. castaneum da cepa 

Georgia variou entre 16 e 50 dias após a injeção, dependendo do gene. No 

caso do silenciamento em conjunto de Tc-elovl observou-se um perfil por até 

31 dias após a injeção. No caso de Tc-zen1 o fenótipo de silenciamento foi 

observado por até 41 dias. O mesmo foi visto para o gene Tc-verm. A 

durabilidade do silenciamento é variável dentre os genes. Em ensaios 

realizados por Miller et al. (2012) com a cepa pu11 de T. castaneum, foi 

demonstrado que o silenciamento gênico pode varia entre 75 e 175 dias após a 

injeção. 

4.5.6. O fenótipo do RNAi na sobrevivência das larvas eclodidas 
A superfície do exoesqueleto dos insetos em estágios pós-embrionários 

é coberta por lipídeos que são importantes para a impermeabilização e também 

para a comunicação química (Chapman, 2013). Diversas vias bioquímicas 

consecutivas vão acarretar na síntese de hidrocarbonetos. Essas vias são 

constituídas por uma variedade de enzimas como FAS, dessaturases, 

redutases e também elongases (Nelson e Cox, 2014). Visto a relevância das 

elongases para a formação do exoesqueleto, avaliamos se o RNAi das 



104 
 

elongases afetaria na formação da cutícula da larva e consequentemente na 

sua sobrevivência. O tempo de sobrevivência das larvas dos grupos selvagem, 

RNAi para Tc-elovl07 e Tc-zen1 varia em relação à umidade relativa; quanto 

maior a UR, maior a sobrevivência. Contudo, esse padrão mudou quando 

observamos o fenótipo acarretado pelo silenciamento em conjunto de Tc-elovl: 

as larvas atingem 50% de mortalidade com o mesmo tempo, independente da 

UR. 
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5. CAPÍTULO II – A IMPORTANCIA DA CUTÍCULA BLASTODERMAL PARA 
A PROTECAO DE COLLEMBOLA 

O segundo capítulo descreve a relação da formação da cutícula 

blastodermal com a resistência dos ovos a dessecação nos colêmbolos, 

Orchesella cincta e Folsomia candida. Os resultados apresentados aqui foram 

obtidos no Department of Ecological Science da Vrije Universiteit Amsterdam, 

sob orientação do Professor Dr. Dick Roelofs e Professor Dr. Gustavo 

Rezende. 
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5.1. MANUSCRITO 
Blastodermal cuticle formation contributes to egg resistance to 
desiccation in the springtails Orchesella cincta (Collembola: 
Entomobryidae) and Folsomia candida (Collembola: Isotomidae): 
ecological implications for hexapod terrestrialization during evolution 

 
Authors: Helena Carolina Martins Vargas¹,²; Dick Roelofs²; Gustavo 

Lazzaro Rezende¹ 

¹Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos, Centro de 

Biociências e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Brazil.  
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Abstract 

The colonization of land was a major event in the history of life on Earth. Among 

animals, the insects had a staggering success in the conquest of the land, due 

to traits usually associated with post-embryonic life stages. On the other hand, 

the role of the egg stage for insect terrestrialization has been largely 

overlooked. In hexapods (insects and the "entognathans" proturans, 

collembolans and diplurans), eggs freshly laid are covered by eggshell layers, 

produced during oogenesis within the maternal body, collectively named here 

as 'chorion'. In insects, during early embryogenesis, the blastoderm 

differentiates in embryonic cells and two extraembryonic tissues: serosa and 

amnion. Serosal cells synthesize the serosal cuticle, an extracellular matrix that 

lies beneath the chorion, becoming the innermost eggshell layer. This cuticle is 

important to protect the insect egg against water loss. In non-insect hexapods, 

such as springtails (Collembola), the blastodermal cells synthesize a 

blastodermal cuticle. Before and during blastodermal cuticle formation, the 

springtail egg uptakes water and increases in volume which leads to chorion 

rupture. Here we investigated the relationship between blastodermal cuticle 

formation and egg resistance to desiccation in two springtails species, 

Orchesella cincta and Folsomia candida. Embryogenesis of O. cincta is faster 
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than F. candida, taking 156 and 278 hours after egglaying for its completion, 

respectively. In O. cincta and F. candida chorion rupture and blastodermal 

cuticle exposure happens with 22 and 29% of total embryogenesis, 

respectively. In both species an increase in egg protection against shrinkage 

occurs concomitantly with the formation of the blastodermal cuticle. 

Blastodermal cuticle formation also increases egg viability in a dry environment 

but this protection varies between species: while O. cincta eggs survive at least 

2 hours outside a humid environment the survival period recorded for F. 

candida eggs is of only 15 minutes. These results show that the augment in egg 

resistance to desiccation due to the production of a cuticle at early 

embryogenesis is conserved during Hexapoda evolution. We suggest that the 

formation of this protective cuticle is an ancestral trait among hexapods, 

predating and facilitating the staggering process of terrestrialization that 

occurred in insects. 

 

Keywords: blastodermal cuticle, egg resistance,  desiccation, embryogenesis, 

land colonization, springtails, water loss. 

 

Introduction 
Life originated on water and the colonization of land was a significant 

event for the evolution of many organisms on Earth, such as arthropods (Little, 

1983; Selden, 2016). The Arthropod phylum is comprised of the paraphyletic 

"Crustacea" and the monophyletic Chelicerata, Myriapoda and Hexapoda 

(constituted of Collembola, Protura, Diplura and Insecta) (Kukalová-Peck, 1987; 

Misof et al., 2014) (Suppl. Figure 1). It is estimated that during arthropod 

evolution independent events of terrestrialization occurred, standing out the 

ones of hexapods, myriapods and chelicerates that had a staggering eminence 

on land conquer (Dunlop et al., 2013; Grimaldi e Engel, 2005; Rota-Stabelli et 

al., 2013). Specifically for the insects, colonization of land led to an unparalleled 

diversification among animals. There are 1,527,660 described species of extant 

animals; arthropods and insects accounts for 79 and 66% of the total, 

respectively. In other words, considering all living animals species, 2/3 are 

insects (Zhang, 2011). 
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In order to survive on land, insects must have traits that allow them to 

overcome low or irregular water availability, such as a small body size, an 

internalized respiratory system and an exoskeleton that minimizes water loss 

(Dunlop et al., 2013; Hadley, 1994; Little, 1983). Moreover, it was suggested 

that traits related to the egg stage contributed for their successful 

terrestrialization in addition to juvenile and adult traits (Zeh et al., 1989). The 

insect egg when freshly laid is covered by maternally produced eggshell layers. 

These maternal eggshell layers will be collectively termed here as 'chorion'. 

During the early stages of insect embryogenesis, the blastoderm differentiates 

in three types of cells: the two extraembryonic tissues, serosa and amnion, and 

the embryonic ones. After differentiated the serosa cells envelop the embryo 

and secrete the serosal cuticle, an extracellular matrix (Handel et al., 2000; 

Panfilio, 2008; Rezende et al., 2016, 2008). This cuticle, produced 

post-zygotically and present in most insects, constitutes the innermost eggshell 

layer, being localized below the chorion, and is important to protect the insect 

egg against water loss (Jacobs et al., 2013; Rezende et al., 2016, Rezende et 

al., 2008). The serosa and its cuticle are considered as crucial traits that 

fostered the conquer of land during insect evolution (Jacobs et al., 2013). 

However, nothing is known about the role of post-zygotic cuticle prior to insect 

appearance during evolution, given that comparative studies with other 

arthropods are still lacking. 

With the exception of insects, all the other arthropods produce post-

zygotic eggshell layers named blastodermal cuticle (also termed blastodermic 

cuticle or blastoderm cuticle) (Machida, 2006; Rezende et al., 2016). It is 

feasible to study the blastodermal cuticle in Collembola, a group closely related 

to the insects, but lacking such a tremendous diversification (Suppl. Figure 1). 

This approach is similar to the sister group comparison methodology (Zeh et al., 

1989). Collembolans, colloquially called 'springtails', accounts for only 0.5% of 

the total species number of living animals and its embryogenesis and 

blastodermal cuticle formation has been described in many species (Bretfeld, 

1963; Jura, 1972; Jura et al., 1987; Machida, 2006; Prowazek, 1900; Tamarelle, 

1981; Tiegs, 1942; Tomizuka and Machida, 2015; Uemiya and Ando, 1987) 

(Figure 1). In springtails, during early embryogenesis the blastoderm 

differentiates in two types of cells: an extraembryonic tissue and the embryonic 
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rudiment (Figure 1A, B). Depending on the species the blastodermal cuticle is 

secreted by the uniform undifferentiated blastoderm cells or by the differentiated 

blastoderm (Figure 1C). Concomitant with these processes the springtail egg 

increases in volume due to water uptake which eventually leads to chorion 

rupture (Figure 1D), thus forming the polar caps (i.e. chorion remnants, which 

lies at both poles of the egg) and the blastodermal cuticle becomes the sole 

protective egg layer (Figure 1E) (Briti, 1951; Jura, 1972; Jura et al., 1987; 

Machida, 2006; Marshall and Kevan, 1962; Rezende et al., 2016; Tomizuka and 

Machida, 2015; Uemiya and Ando, 1987). The number of blastodermal cuticles 

can varies from one to four layers, depending on the species (Jura, 1972). 

Although blastodermal cuticle is generically described as resistant barriers that 

protect the egg (Machida, 2006; Rezende et al., 2016; Tiegs, 1942) "nothing is 

actually known as to their permeability to water or air", as stated by Jura (1972). 

Here we analyzed the relationship between blastodermal cuticle formation and 

egg protection against water loss in two springtails species, Orchesella cincta 

and Folsomia candida. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1: Dynamics of blastodermal cuticle formation and chorion rupture during early 
springtail embryogenesis. Schemes of egg cross-section. Increase in egg size is due to water 
uptake. (A) Early egg with cells at the uniform blastoderm stage. (B) Blastoderm cells 
differentiate into embryonic and extraembryonic ones. (C) The differentiated blastoderm 
produces a blastodermal cuticle that is initially wrinkled. (D) Extraembryonic cells move inward 
the egg while the increase in egg volume leads to chorion rupture. (E) Chorion remnants 
become the polar caps and embryogenesis proceeds within the expanded blastodermal cuticle 
that is now the sole egg cover. At this stage, egg permeability to water is unknown. For the sake 
of simplicity, yolk cells are not shown. Depending on the species, the blastodermal cuticle is 
secreted before or after blastoderm differentiation, is smooth or with ornaments, is one or more 
cuticles. The degree of egg size increase varies among species, as well as the embryonic stage 
where chorion rupture occurs. Based on Marshall and Kevan 1962, Bretfeld 1963, Jura 1967, 
1972, Uemiya and Ando 1987, Tomizuka and Machida 2015, Rezende et al. 2016. 
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Orchesella cincta (Entomobryidae) is a litter-dwelling (epidaphic) 

species. Adults are dark and measure about 6 mm in length. Its embryogenesis 

lasts about 6 days at 19-24 ºC, its egg size at the chorion rupture stage is about 

200 - 250 μm and two blastodermal cuticles are produced. The blastodermal 

cuticle is covered with thorns (Bretfeld, 1963). Its postembryonic development 

takes at least 44 days before reaching the adult stage (Hopkin, 1997; Joosse et 

al., 1972). This species reproduces sexually with indirect sperm transfer through 

spermatophores. The individuals molt during its adult life, and sperm cells 

cannot be stored by females. After each adult molt a female enters a new 

reproductive cycle and take up a new spermatophore (Hopkin, 1997). 

Orchesella cincta is employed in ecotoxicology tests (Hopkin, 1997), has its 

genome sequenced (Faddeeva-Vakhrusheva et al., 2016) and molecular 

techniques were recently developed for this species, such as RNAi-driven gene 

silencing and in situ hybridization in eggs (Konopova and Akam, 2014).  

Folsomia candida (Isotomidae) is a parthenogenetic soil-dwelling 

(eudaphic) species. Adults are unpigmented, blind and measure between 1 to 3 

mm in length. Its embryogenesis lasts about 10 days and hatchlings take 24 

days to reach the adult stage at 20 ºC. Its eggs are smaller than O. cincta ones, 

they measure about 80 μm when laid and increase its size up to 165 μm at the 

chorion rupture stage (Marshall and Kevan, 1962). Adults can survive under dry 

conditions through the production of sugars and polyols and are able to absorb 

water vapor (Fountain and Hopkin, 2005; Hopkin, 1997; Roelofs et al., 2013). 

For more than 40 years, F. candida has been used as a model organism for the 

study of soil contamination and is used in an internationally standardized test 

(ISO 11267) to assess the level of toxicity of contaminated soils and to monitor 

their remediation (Fountain and Hopkin, 2005). The F. candida genome was 

recently sequenced (Faddeeva-Vakhrusheva et al., 2017).  

In the present work both species were evaluated regarding their period of 

complete embryogenesis at constant temperature, the stage of embryogenesis 

when chorion rupture occurs, egg water permeability and egg viability in a 

desiccating condition during embryogenesis. We found that blastodermal cuticle 

formation increases egg protection against water loss in both species, although 

at distinct levels. 
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Methods 
Springtail rearing 

Specimens of O. cincta and F. candida (Berlin strain) are maintained for 

more than 20 years at the Department of Ecological Sciences, Animal Ecology 

Section, Vrije Universiteit (Amsterdam, The Netherlands) (Agamennone et al., 

2015; Sterenborg and Roelofs, 2003). Many years ago O. cincta individuals 

were collected from several forests in The Netherlands (van Straalen et al., 

1987). Whenever necessary, specimens from the wild were introduced in the 

laboratory creation to restore vigor. Both species were reared in a climatic room 

set at 15 ºC, 75% relative humidity (RH) and 16:8 hour light:dark photoperiod. 

Orchesella cincta was maintained in PVC jars (25 cm diameter) containing twigs 

and plaster of Paris (500g plaster of Paris and 500 ml demineralized water). 

Juveniles and adults were feed on algae grown over small pieces of twig kept in 

a humid environment. Every two days, demineralized water was added to the 

jars of both species to keep the plaster moist (Suppl Figure 2). Folsomia 

candida was kept in plastic jars (20 x 15 cm) filled with a mixture of plaster of 

Paris (Siniat-Prestia, multiple purpose plaster) and charcoal (CAS 7440-44-0, 

Merck, Germany) (500g plaster of Paris, 500 ml demineralized water and 50g 

charcoal) (Suppl Figure 3). Juveniles and adults were feed with commercial 

yeast (Dr. Oetker, Bielefeld, Germany).  

 
Temperature of the assays 

All assays were performed at 20 ºC. In this temperature, O. cincta egg 

production is high (Joosse et al., 1972) and for F. candida this is the ISO 

standard test temperature, close to the optimal hatching temperature, which is 

21 ºC (Fountain and Hopkin, 2005). 

 
Egg laying procedures 

Egg laying was performed according to the specific characteristics of 

each species reproduction process. For O. cincta, adults were collected from 

rearing jars, sexed and 10 couples were transferred to small circular jars (5 cm 

diameter) containing plaster of Paris or plaster of Paris-charcoal and a piece of 

bark peeled off of a twig (Suppl. Figure 4A). Adults were fed on algae grown on 

top of these barks. Since a female starts a new reproductive cycle after each 
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adult molt, the jars were checked daily to determine when they molted. After 

molting the jars were carefully observed to check the presence of eggs. As soon 

as the first eggs were observed, all animals were transferred to a new jar and 

egg laying occurred during eight or 12 hours. For each egg laying procedure, 10 

small jars were used (a total of 100 couples). Plaster humidity was maintained 

by adding demineralized water every day. 

For F. candida, large adult parthenogenetic females were collected from 

the rearing jars and transferred to plastic pots (10 x 8 cm) containing plaster of 

Paris-charcoal (Suppl. Figure 4B). Each pot contained 15-20 females and for 

each egg laying procedure, 10 pots were used. All females were left laying eggs 

directly onto the plaster surface for eight hours. After this period, all females 

were removed from containers. Plaster humidity was maintained by adding 

demineralized water every two days.  

 After the females were left laying for eight or 12 hours the age of the 

obtained eggs were between 0-8 or 0-12 hours. The age of the eggs were 

assigned as the mid period, i.e. were considered as being 4±4 or 6±6 hours old, 

respectively. 

 

Defining the total period of embryonic development 
 Groups of at least 20 eggs obtained as described above were left 

developing at 20 ºC and 75% RH and observed in the stereomicroscope at two 

and one hour intervals, for O. cincta and F. candida, respectively. For each 

species three independent experiments with at least three replicates each were 

performed. A total of 225 and 315 eggs were evaluated for O. cincta and F. 

candida, respectively. The period of complete embryonic development was 

defined when 50% of the juveniles hatched. 

 

Analysis of chorion rupture 
Replicates of 25 or 30 eggs were used to evaluate when chorion rupture 

occurs in both species. Every hour the number of eggs showing the exposed 

blastodermal cuticle and the polar cap (i.e. the ruptured chorion) was counted 

under a stereomicroscope. For O. cincta two independent assays were 

performed, one with two replicates, the other with three replicates with a total of 

140 eggs employed. For F. candida three independent assays were performed, 
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each with at least three replicates, with a total of 315 eggs employed. The 

percentage of development when 50% of the chorion ruptures was defined as 

the period at which this event occurs. 

 
Analysis of egg permeability to water  

To test if water permeability changes in springtail eggs during 

embryogenesis, eggs samples were analyzed, each at different stages of 

development. For O. cinta, groups of 20 or 25 eggs were collected with a paint 

brush and placed onto a polycarbonate filter (25 mm diameter, 8 mm pore, 

Poretics Corporation), deposited on a drop of demineralized water. The 

polycarbonate filter with eggs was blotted onto a dry filter paper and left air-

drying for two periods: 15 minutes or 2 hours. Temperature and relative 

humidity of the assays varied between 21.2 - 23.9 ºC and 45 - 76%, 

respectively. For each stage of embryogenesis the number of intact or shrivel 

eggs were counted under a stereomicroscope. A similar procedure was 

performed with F. candida, however groups of 15 or 20 eggs were exposed for 

5 or 15 minutes air-drying onto the dry paper at 22 ºC. Relative humidity of the 

assays varied between 46 - 58%. A total of 890 and 1,435 eggs were evaluated 

for O. cincta and F. candida, respectively. The percentage of development 

when 50% of the eggs are protected against shrinkage was defined as the 

period at which this event occurs. 

 
Analysis of egg viability under dry conditions 
 Group of eggs, at different stages of embryogenesis, were transferred 

from moist plaster onto a polycarbonate filter (25 mm diameter, 8 mm pore, 

Poretics Corporation), blotted onto a dry filter paper and left air-drying for 15 

minutes or 2 hours (Suppl. Figure 5). After these periods, eggs were returned to 

moist plaster until embryogenesis completion, when egg viability was checked 

through juvenile hatching. For each species and each stage of embryogenesis a 

total of at least two independent assays were performed, each with at least two 

replicates. Each replicate consisted of at least 15 for O. cincta and 25 eggs for 

F. candida. A total of 960 and 1,655 eggs were evaluated for O. cincta and F. 

candida, respectively. Control replicates kept in moist plaster throughout 

embryogenesis were used to normalize juvenile hatching, summing up a total of 
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585 and 755 eggs of O. cincta and F. candida, respectively. Temperature and 

relative humidity of theses assays varied between 21.2 - 23.9 ºC and 45 - 78%, 

respectively. 

 

Statistics analyses 

For all experiments, mean and standard error were calculated. Two-way 

analysis of variance (ANOVA) (P < 0.0001) was performed in the assay of egg 

viability under dry conditions. 

 

Results 
Process of egg laying and the total time of embryonic development differs 
between springtail species 

While eggs of O. cincta are laid individually or in pairs, on the top of the 

bark or within its indentations (Figure 2A) the eggs of F. candida are laid in 

clutches onto the plaster (Figure 2B). The rate of egg production is lower in O. 

cincta than in F. candida and thus more eggs were employed, in each assay, for 

the later species. Embryogenesis occurs faster in O. cincta than in F. candida 

(Figure 2C, D): O. cincta juveniles hatch with 156 ± 5 hours after egglaying 

(HAE) (approximately 6.5 days) with 94 ± 4% of viability whereas F. candida 

juveniles hatch with 278 ± 11 HAE (approximately 11.6 days) with 90 ± 10% of 

viability. The range of juvenile eclosion for O. cincta and F. candida was, 

respectively, between 150-180 and 256-324 HAE (Table 1). Given the 

differences between the total periods of embryogenesis, the following results 

will be presented in percentages of embryogenesis, in order to allow a direct 

comparison between species. 
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Figure 2: Egg laying behavior and total period of embryogenesis differs between species. 
(A) Eggs of O. cincta (red arrows) are laid singly or in pairs. Chorion rupture already occurred in 
these eggs. White arrow: posterior part of an adult body. (B) Eggs of F. candida are laid in a 
cluster. Insets show magnified eggs. As described in the Introduction, O. cincta eggs are larger 
than F. candida ones. (C, D) Cumulative juvenile hatching is depicted for eggs developed at 20 
ºC and 70% RH. Embryogenesis occurs faster in O. cincta (C) than in F. candida (D). Each 
geometric shape represents an independent assay and each point represent mean and 
standard error, normalized by total hatching. A total of 225 and 315 eggs of O. cincta and F. 
candida were evaluated, respectively.  

 
 
 
 

Table 1: Parameters related to springtail embryonic development at 20 ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a: Mean hatching of 50% of juveniles. 
 

Maternal chorion rupture occurs within the first third of embryogenesis 

Here, we investigated the timing of chorion rupture during 

embryogenesis (Figure 3). For both species chorion rupture occurs within the 

first third of embryogenesis (Figure 3A). In O. cincta and F. candida the chorion 

ruptures with 22 and 29% of total embryonic development, respectively. This 

period was defined as when 50% of all chorions ruptured. Before chorion 

rupture, eggs of both species are spherical and with a smooth surface (Figure 

3B). The blastodermal cuticle of O. cincta has thorns and seems more robust 

while the F. candida one is smooth and seems more fragile. 
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Figure 3: Chorion ruptures and blastodermal cuticle is exposed within the first third of 
embryogenesis. For both species eggs developed at 20 ºC. (A) Chorion rupture of O. cincta 
and F. candida eggs were recorded. Each geometric shape represents an independent assay 
and each point represent mean and standard error, normalized by total eggs employed per 
assay. A total of 140 and 315 eggs of O. cincta and F. candida were evaluated, respectively. (B) 
Egg aspect before and after chorion rupture. Pseudocolour in right-most panels indicate the 
polar caps (in grey) and the exposed blastodermal cuticles (in pink). 
 
Formation of the blastodermal cuticle increases egg protection against 
water loss 

Prior to gastrulation the blastodermal cuticle is produced within the 

chorion and due to the increase in egg volume the chorion ruptures and the 

blastodermal cuticle become the sole protective layer of the developing embryo. 

To assess if blastodermal cuticle formation increases egg protection against 

water loss, eggs were exposed to air-dry conditions in different stages of 

embryogenesis (Figure 4). 

Eggs of O. cincta desiccated on dry air for 15 minutes or two hours 

(Figure 4A, B). An increase in egg protection against water loss was observed 

in both conditions. Eggs of F. candida were left desiccating on dry air for five or 

15 minutes (Figure 4C, D). When eggs desiccated for only five minutes an 

increase in water loss protection was observed. However, all eggs that 

desiccated for 15 minutes shriveled. Assuming when 50% of the eggs are 

protected against shrinkage (Figure 4A and C), it was defined that the 

blastodermal cuticle is formed in O. cincta and F. candida with 15 and 22% of 

embryogenesis, respectively. 
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Figure 4: Egg permeability changes during embryogenesis at 20 ºC. (A, B) Eggs of O. 
cincta were air-dried for 15 minutes or two hours, at different embryonic ages. (C, D) Eggs of F. 
candida were air-dried for five or 15 minutes, at different embryonic ages. The percentage of 
intact eggs (i.e. that did not shrink) was recorded. A total of 890 and 1435 eggs of O. cincta and 
F. candida, respectively, were evaluated. Grey bars indicate the period of chorion rupture . 
Right-most panels indicates the aspect of intact and shrunken eggs. 
 
Blastodermal cuticle formation increases egg viability in a dry 
environment  

The relevance of blastodermal cuticle formation for egg viability under 

dry conditions was assessed (Figure 5). Eggs developing in moist plaster were 

transferred at different ages to a dried filter paper to air-dry for 15 minutes or 2 

hours. After this period, eggs were returned to moist plaster and viability 

(hatching rates) was evaluated at the end of embryogenesis. Eggs of both 

species die under dry conditions before blastodermal cuticle formation but they 

survive after this cuticle is formed. Eggs of O. cincta are comparatively more 

resistant and survive with high viability rates for both 15 minutes and two hours 

outside the water. On the other hand, eggs of F. candida are less resistant, and 

perish after two hours in a dry environment, having high viability only for the 15 

minutes period of desiccation.  
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Figure 5: Formation of the blastodermal cuticle bestow protection against water loss. 
Eggs developing in moist at 20 ºC were transferred to dry filter paper in the moments indicated 
in the x-axis. For each time point, eggs were left drying for 15 minutes or 2 hours, when they 
were returned to moist until embryogenesis completion, when hatching rates were recorded. 
Data are expressed as percent viability, normalized from control samples, kept under moist 
conditions throughout development. 

 
 

Discussion 
Springtails are widely distributed, ranging from moist soils and tree tops 

to extreme habitats, such as desert or polar regions (Greenslade, 1981; Hopkin, 

1997). The species employed here occupy distinct microhabitat: while O. cincta 

lives above the soil, within the litter (i.e. is an epidaphic species), F. candida 

lives within the soil (is an edaphic one) (Fountain and Hopkin, 2005; Hopkin, 

1997). Two of the main abiotic factors that delimit collembolans distribution are 

temperature and water availability (Hopkin, 1997). 

All assays here were undertaken at 20 ºC, once eggs of both species 

show high survival at this temperature (Fountain and Hopkin, 2005; Liefting et 

al., 2010). The period of complete embryogenesis at a given temperature is 

known for several species (Table 2) and our data is in accordance with previous 

descriptions for O. cincta and F. candida, i.e. 6.5 and 11.6 days, respectively. 
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There is an inverse correlation between temperature and the period of 

embryogenesis (Hopkin, 1997), as observed for insect eggs (Farnesi et al., 

2009). Temperature also affects egg size, resilience, its production and also 

egg dormancy. Orchesella cincta females that were acclimated and oviposited 

at 16 ºC produced eggs that are larger and more resistant to temperature 

variation than eggs laid from females that were acclimated and oviposited at 20 

ºC (Liefting et al., 2010). Folsomia candida females that were acclimated and 

oviposited at 24 ºC produced eggs that were able to develop between 16 and 

26 ºC, but not at 28 ºC. If females were acclimated at 28 ºC, a quarter of the 

population produced viable eggs at this temperature. Most of the females kept 

one month at 28 ºC did not produce eggs, but when they were returned to 24 ºC 

they resumed laying normal eggs after one or two days (Marshall and Kevan, 

1962). Eggs of the temperate-dwelling Isotoma viridis are nondormant if they 

develop at ≥ 15 ºC but they enter a quiescent-type of dormancy, where 

juveniles complete their embryogenesis, but do not hatch, if they develop at ≤ 

14 ºC. These quiescent eggs can hatch after 319 days if the temperature is 

raised to ≥ 16 ºC (Tamm, 1986). Overall, the immobile egg is a life stage that, 

depending on the species, lasts for weeks or months, due to a slow rate of 

embryogenesis or due to dormancy. During this long period the springtail egg is 

susceptible to predators, opportunistic microorganisms and desiccating 

conditions (Christiansen, 1964; Hopkin, 1997). 
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Table 2: Comparative periods of springtail embryogenesis at different constant 
temperatures reported in the literature 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desiccation resistance, i.e. the ability of an organism to survive in an arid 

environment, occurs through the combination of three factors: the rate of water 

loss, dehydration tolerance (the amount of lost water withstand by the organism 

prior to its death) and body water content (Hadley, 1994). Comparatively, 

organisms that stay alive for longer periods of drought are considered as more 

desiccation resistant. Due to their small size, juveniles and adults of many 

springtails species are prone to dehydrate when they are outside water or in an 

atmosphere that is not saturated with water vapour (i.e. with a relative humidity 

below 100%) (Hopkin, 1997; Kærsgaard et al., 2004). In these cases, different 

strategies can be employed to minimize desiccation stress, such as: lower rate 

of integument transpiration or quick water reabsorption through the ventral tube 

(collophore) (Verhoef and Witteveen, 1980), short life cycle, anhydrobiosis or 

ecomorphosis (Greenslade, 1981), water vapour absorption through the 

production of osmolytes (Bayley, 1999), among other strategies (Hopkin, 1997; 

Kærsgaard et al., 2004; Marx et al., 2012). In addition, the literature also 

describes the existence of desiccation resistant eggs, often associated with egg 
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dormancy, as a strategy to sustain springtail life cycle, until more favorable 

moist conditions are available (Greenslade, 1981; Hopkin, 1997; Wallace, 

1968). However, the mechanisms of how these eggs withstand water loss were 

never described.  

The first process that increases the egg resistance to desiccation in 

springtails is water uptake (Briti, 1951; Marshall and Kevan, 1962; Uemiya and 

Ando, 1987), once it increases the body water content. This uptake occurs 

during early embryogenesis, prior to blastodermal cuticle synthesis. After its 

formation water permeability decreases, the egg is more protected against 

water loss and most likely, water uptake ceases. Both processes (initial water 

uptake and then blastodermal cuticle formation) increase the egg resistance to 

desiccation. It is possible that other mechanisms occur, such as the production 

of osmolytes. In addition, blastodermal cuticle might also protect springtail eggs 

against excessive water entrance during flooding, when eggs are kept 

submerged for long periods in a dormant state (Tamm, 1986, 1984). 

We were able to describe here that blastodermal cuticle formation and 

chorion rupture occurs in O. cincta with 15 and 22% of embryogenesis (1 and 

1.4 days), respectively. In F. candida both processes occurs a little later, with 22 

and 29% (2.5 and 3.3 days) of embryogenesis, respectively. Although previous 

papers described springtail embryogenesis (Bretfeld, 1963; Jura, 1972; Jura et 

al., 1987; Prowazek, 1900; Tamarelle, 1981; Tiegs, 1942; Tomizuka and 

Machida, 2015; Uemiya and Ando, 1987) they do not specify when these two 

events happen. Although the blastodermal cuticle ensures egg viability outside 

the water for both species, O. cincta eggs are more resistant to water loss than 

F. candida ones. This difference might be related with morphological and 

structural aspects of their blastodermal cuticles. In O. cincta this cuticle is more 

robust and well structured: after juvenile hatching, the cuticle maintains its form 

and seems an empty bowl. On the other hand the F. candida blastodermal 

cuticle, after juvenile hatching, loses its shape and seems a “torn wet paper” 

(data not shown), suggesting that this cuticle is more delicate and thinner. 

Curiously, a similar phenomenon was observed in mosquitoes. After serosal 

cuticle formation, Aedes aegypti eggs resist desiccation much more than Culex 

quinquefasciatus ones and there is a clear structural difference: while the Ae. 
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aegypti serosal cuticle is well-structured the Cx. quinquefasciatus one is much 

more fragile (Farnesi et al., 2017; Vargas et al., 2014). 

In F. candida there is a decrease in egg resistance to desiccation after 

the blastodermal cuticle is formed (see Figure 5B, the two last time points in the 

15 min assay; the three last time points in the 2 h assay). This might be related 

with an active role of extraembryonic cells in protecting against water loss, as 

previously suggested (Tamarelle, 1981). Again, a similar function has been 

addressed to serosal cells in insects (Jacobs et al., 2013) and a similar pattern 

is observed in the mosquito Anopheles gambiae (Goltsev et al., 2009). . 

An interesting difference in egg resistance to desiccation between 

springtails and insects is the fact that the former is protected only by the 

blastodermal cuticle, while the later has the cumulative protection of both 

chorion and serosal cuticle. In this sense, one can speculate that the evolution 

of a more elastic (i.e. less stiffen) chorion in the insect lineage allowed the eggs 

to expand their volume due to water uptake without rupturing the chorion, as it 

occurs in springtails. Apart from a small period in their embryogenesis, the 

springtail egg is protected by only one type of layer: the chorion or the 

blastodermal cuticle. Due  their more elastic chorion, insect eggs produce a 

serosal cuticle while maintaining their chorion, thus allowing them to be 

protected by both types of layers at the same time. This might have been 

relevant to allow eggs to expand their niches to more dry habitats, while 

springtails are still largely confined to cryptozoic ones. This idea that the 

physiological unit that protects insect eggs against water loss is the chorion in 

addition to the serosal cuticle was put forward by Beckel (1958). Molecularly, 

this could be explained by alterations in the timing of chorion sclerotization that 

occurs in insect eggshells (and most likely also in springtails), making it stiffer. 

Accordingly, hampering this pathway lead the insect egg to have a lower 

protection against water loss (Dias et al., 2013) or a chorion burst, due to the 

excessive water uptake (Wu et al., 2013).  

In any case, the distinct degrees of egg resistance to desiccation 

described here are consistent with the specific microhabitats occupied by each 

springtail species. Orchesella cincta is found in the upper levels of the litter (i.e. 

an environment less humid than the soil) and also on the twigs of trees (Hopkin, 

1997). Folsomia candida is found into the humus layer (i.e. within the soil), a 
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zone that usually has 100% relative humidity (Waagner et al., 2011). In fact, 

when adults are compared, O. cincta exhibits a greater resistance to 

desiccation that that presented by F. candida (Kærsgaard et al., 2004). In 

addition, F. candida ceases to lay eggs when its surrounding relative humidity 

falls from 100 to 98.8% (Waagner et al., 2011). Therefore, F. candida adults are 

sensitive to water loss and their eggs present a comparatively mild desiccation 

resistance, and thus, for both embryonic and post-embryonic life stages, the 

permanence in environments with low relative humidities becomes 

impracticable. 

Finally, the results described here enable us to speculate a possible 

terrestrialization scenario. The soil (or other interstitial spaces) might have been 

the route for hexapod land colonization (Dunlop et al., 2013; Hopkin, 1997). In 

this hypothesis a gradual process of land colonization happened: the first 

terrestrial hexapods were very desiccation sensitive and lived in moist soils. 

Those that acquired traits to hamper water loss could go above the soil and live 

in the litter or any other epidaphic environment. From there, the groups that 

acquired further traits to withstand even harsher desiccating conditions could 

leave the epidaphic environment and conquer even dryer niches.  

 

Concluding remarks 
The main role of the eggshell is to protect the developing embryo. During 

Tetrapoda evolution, for example, a calcified eggshell was essential to minimize 

water loss and to conquer the land (Dunlop et al., 2013). The role of the 

blastodermal cuticle in springtail egg resistance to desiccation is similar to the 

function undertaken by the serosal cuticle in insect eggs. Given that the 

blastodermal cuticle is present in other arthropod groups (Rezende et al. 2016) 

we envisage that the production of this structure in aquatic ancestors was an 

important prerequisite for the evolutionary process of Hexapoda 

terrestrialization. After the split of springtail and insect lineages, the insects 

evolved for the acquisition of two extraembryonic epithelia (amnion and serosa), 

an amniotic cavity and a serosal cuticle (Machida and Ando, 1998; Panfilio, 

2008; Rezende et al., 2016). As previously suggested (Jacobs et al., 2013; Zeh 

et al., 1989), the presence of a chorion that does not rupture, a serosal cuticle, 
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two extraembryonic tissues and an amniotic cavity ensured the insects with the 

possibility to exploit new niches and attain an adaptive success that has no 

parallel among other arthropods and even other animals. 
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Supplementary material 
Supplementary Figure 1: Arthropod phylogeny with estimates on time of divergence and 
number of species. The divergence periods indicated are the median time estimated at 
timetree.org (accessed on 27/03/2019). Values alongside each terminal taxon indicates the 
percentage of species regarding the total number of living animal species, estimated as 
1,527,660 (Zhang 2011). 
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Supplementary Figure  2: Background information for Orchesella cincta. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Figure  3: Some rearing conditions for Foslomia candida.  
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Supplementary Figure  4: Scheme of O. cincta and F. candida egg laying. (A) O. cincta 
adults were sexed and transferred to small jars containing a piece of bark. Jars were carefully 
observed to check the presence of the first eggs. Adults were then transferred to a new jar 
where egglaying lasted for 8 or 12 hours, when adults were removed. (B) Parthenogenic F. 
candida females were transferred for small jars, where egg laying lasted for 8 hours, when 
females were removed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Supplementary Figure  5: Methodology for the egg viability assay. The procedure was the 
same for O. cincta and F. candida.  (A) Eggs are developing on wet plaster until the desired 
stage is reached. (B) Eggs were then left air-drying for two different periods: 15 minutes or 2 
hours. (C) After these periods were completed, eggs were returned to wet plaster until the 
completion of embryogenesis, when hatching rates were scored. Controls were left on wet 
plaster throughout the whole embryogenesis (not shown). 
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6. DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

A fase embrionária é uma das mais importantes e também susceptíveis 

do ciclo de vida de um organismo. O sucesso do seu desenvolvimento é 

essencial para garantir a sobrevivência e permanência das espécies. Os 

metazoários apresentam distintos padrões reprodutivos. Os principais deles 

são: ovulíparidade que consiste na fertilização externa na qual os gametas são 

liberados em ambiente aquático e os embriões desenvolvem-se sem cuidado 

parental; a oviparidade que consiste de um padrão reprodutivo no qual ocorre 

fertilização interna e as fêmeas depositam ovos fertilizados no ambiente; a 

oviparidade com retenção de ovos que consiste na retenção de ovos pelas 

fêmeas que apenas os ovipõem em estágio final do desenvolvimento 

embrionário; e a viviparidade que garante maior proteção a prole, uma vez que, 

o embrião desenvolve-se no interior do corpo da fêmea alocado no trato 

reprodutivo ou na cavidade corporal (Blackburn, 1999; Lodé, 2012). 

A oviparidade se faz presente na maior parte dos grupos que 

adentraram o ambiente terrestre, porém nesta forma reprodutiva os embriões 

ficam mais susceptíveis a predação, desidratação, luz ultravioleta e variação de 

temperatura (Blackburn, 1999). Quando observamos dois grupos de animais 

que colonizaram a terra com sucesso, tetrápodas e artrópodes, notamos que 

ambos minimizaram os riscos da predação de seus embriões através do 

desenvolvimento de membranas e de cascas de ovos bem estruturadas (Little, 

1983). 

Os vertebrados terrestres consistem no grupo tetrápoda que colonizou a 

terra durante o período Devoniano (Little, 1983). Os tetrápodas dividem-se 

entre Amphibia, que inclui salamandras, sapos e cobra cega; e Amniota, 

formado por mamíferos, tartarugas, lagartos, crocodilos e aves (tetrápodas 

amniotas). Amphibia e Amniota divergiram a aproximadamente 350-300 

milhões de anos (Clack, 2016). 

Apesar de serem descritos como animais terrestres, os anfíbios tem seu 

ciclo de vida fortemente associado/limitado ao meio aquático ou extremamente 

úmido. Isso se deve a presença de uma pele permeável e aos ovos que são 

depositados em água (Sues, 2016). A estrutura dos ovos deste grupo é simples 

e compreende apenas de uma membrana vitelínica (também chamada de 
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córion) que circundam o zigoto em desenvolvimento e uma (ou mais de uma) 

membrana gelatinosa. Estas estruturas têm relevância na proteção mecânica 

do embrião e servem para evitar uma possível entrada de água em excesso. 

Contudo, elas não são capazes de prevenir a perda de água o que limita os 

ovos de anfíbios ao ambiente aquático (Little, 1983). 

Já os amniotas, dentre os tetrápodas, foram o grupo que melhor 

conquistou a independência do meio aquático graças a uma fecundação 

interna e a formação do ovo amniótico que apresenta cascas e membranas 

extraembrionárias que protegem o embrião em desenvolvimento (Clack, 2016; 

Little, 1983; Sues, 2016). Dentre as aves e répteis, de maneira geral, o embrião 

é protegido por uma membrana vitelínica, uma rica camada de albumina e duas 

camadas membranosas. Além disso, esses ovos apresentam uma camada de 

casca calcárea que garante uma proteção física e também garante a troca 

gasosa e controla o fluxo de água (Hincke et al., 2012; Little, 1983). 

No caso dos artrópodes, uma maior proteção dos ovos também está 

associada com a colonização do ambiente terrestre (Zeh et al., 1989). Os 

crustáceos ditos terrestres (Isopoda, Decapoda, Amphipoda e Ostracoda) 

apresentam como estratégia de proteção dos ovos a internalização dos mesmo 

no corpo das fêmeas o que garante o desenvolvimento (Little, 1983; Rehm et 

al., 2009; Warburg, 1993). Em Chelicerata, a proteção dos ovos está associada 

a produção de estruturas extra corpóreas como ocorre, por exemplo, entre os 

aracnídeos: os ovos produzidos pelas fêmeas neste grupo se desenvolvem 

dentro de casulos de seda que garantem a proteção; no caso dos ácaros, as 

fêmeas secretam, quando os ovos são postos, uma camada bem estruturada e 

rica em cera, o que garante a proteção contra a perda de água (Little, 1983). Já 

nos insetos, a proteção dos ovos, de maneira geral, está associada a 

inovações que ocorreram nesse grupo, a saber: a formação de camadas de 

casca bem estruturadas, de origem materna e de origem pós-zigótica, além da 

existência de dois tecidos extra-embrionários - âmnio e serosa - e de uma 

cavidade amniótica. Todas essas inovações permitiram a permanência e 

expansão dos insetos no ambiente terrestre, bem como contribuíram para a 

irradiação do grupo (Little, 1983; Panfilio, 2008; Zeh et al., 1989). 

Neste trabalho, foi discutida a relevância da parte da casca dos ovos de 

origem pós-zigótica – as cutículas serosa e blastodermal - no sucesso dos 
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hexápodas no geral, e em particular dos insetos, na conquista do ambiente 

terrestre. Focou-se em estudar as bases moleculares de sua composição, no 

caso da cutícula serosa e na vertente fisiológica no caso da cutícula 

blastodermal.  

No primeiro capítulo desta tese foi descrito temporalmente o momento 

exato de formação da cutícula serosa no besouro T. castaneum à 30 °C. 

Apesar de ter sua função descrita (Jacobs et al., 2013) não existem relatos na 

literatura sobre o estágio de formação desta estrutura para esta espécie. A 

etapa de formação da cutícula serosa de T. castaneum, quando se considera o 

percentual de embriogênese, assemelha-se ao que é descritos para outras 

espécies de insetos (Dorn et al., 1987; Farnesi et al., 2017; Lagueux et al., 

1979; Rezende et al., 2008; Vargas et al., 2014) o que aponta para uma 

possível conservação do estágio de formação da cutícula serosa dentro dos 

insetos. Ainda dentro do primeiro capítulo, descrevemos a relevância do gene 

Tc-elovl04, que codifica uma elongase, para a proteção dos ovos contra a 

perda de água assim como ocorre em outras fases do estágio de vida de 

insetos. No entanto, não fomos capazes de comprovar qual biomolécula é 

afetada diretamente pelo seu silenciamento e se esta compõem as camadas 

maternas da casca ou da cutícula serosa. Contudo, evidências na literatura 

apontam para a possível ação de hidrocarbonetos para a impermeabilização 

(vide Apêndice A). 

Nas ninfas de N. lugens, quatro genes elovl, NiELO 2, 3, 8 e 16, o 

aumento da permeabilidade cuticular está associada ao perfil de 

hidrocarbonetos cuticulares. A quantidade média de alcanos totais 

quantificados por miligrama de massa corporal da ninfa foi de 105 ng/mg em 

ninfas controle e 39, 51, 76 e 54 ng/mg em ninfas silenciadas para NiELO 2, 3, 

8 e 16, respectivamente (Li et al., 2019). As elongases participam da formação 

dos metabólitos iniciais da via de síntese de hidrocarbonetos (vide Introdução 

do Capítulo 1). 

Os hidrocarbonetos cuticulares dos insetos adultos são sintetizados nos 

oenócitos, células poliplóides de origem ectodérmica que tem papel essencial 

para o metabolismo de lipídeos (Martins e Ramalho-Ortigão, 2012). Nos ovos 

de insetos, durante o estágio de formação da cutícula serosa, ainda não 

existem oenócitos formados. A síntese de hidrocarbonetos, durante a fase 
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inicial da embriogênese, seria realizada provavelmente pelas células da serosa. 

Além de sintetizar a sua cutícula, a serosa desempenha múltiplas funções 

relevantes para o desenvolvimento, como atuar no catabolismo do vitelo 

(Lamer e Dorn, 2001) e no sistema imune inato do embrião (Berger-Twelbeck 

et al., 2003; Gorman et al., 2004; Jacobs e van der Zee, 2013). Estes dados 

mostram que a serosa, como tecido extra-embrionário, apresenta relevância 

similar as membranas extra-embrionárias encontradas em ovos de vertebrados 

amniotas. 

No segundo capítulo desta tese, foi descrito o tempo de 

desenvolvimento embrionário e o processo de formação da cutícula 

blastodermal durante a embriogênese de duas espécies de hexápodas 

não-insetos, O. cincta que vive na serrapilheira e F. candida que vive no solo. 

Apesar da diferença de nicho, ambas as espécies produzem uma cutícula 

blastodermal e são capazes de resistir ao seco após a formação desta. 

Contudo, ovos de F. candida mostraram uma baixa resistência à exposição ao 

seco quando comparado com os ovos de O. cincta. 

De toda forma, nossos dados demonstram similaridade funcional da 

cutícula serosa dos insetos com a cutícula blastodermal de colêmbolos. Ocorre 

uma heterocronia para o processo de formação dessas cutículas: em 

colêmbolas, a cutícula blastodermal é formada pelo blastoderma celular 

enquanto em insetos a cutícula serosa é formada no início da gastrulação, ou 

seja, em estágio da embriogênese posterior ao estágio do blastoderma celular. 

Curiosamente, apesar dessa diferença no estágio embrionário, ambas as 

cutículas são formadas aproximadamente no mesmo percentual de 

embriogênese: 15 - 22% em colêmbolos e 15 - 27% em insetos. Além de 

apresentarem função similar, acreditamos que a via de síntese da cutícula 

blastodermal é similar a cutícula serosa, contendo quitina e provavelmente 

lipídeos ou seus derivados em que, possivelmente, os genes elongases 

estariam envolvidos neste processo. 

Algumas lacunas sobre o processo de formação das cutículas serosa e 

blastodermal ainda precisam ser esclarecidas. Como perspectivas visa-se 

confirmar a presença de hidrocarbonetos na cutícula serosa (o que já 

começamos a realizar em colaboração com Dr. Fábio Nascimento; vide 

Apêndice A), descrever a composição da cutícula blastodermal, além de definir 
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os genes envolvidos em sua formação. Em relação à esse último ponto, já 

foram obtidos dados de transcriptoma de ovos de F. candida em diferentes 

momentos da embriogênese e os mesmos estão sendo analisados em 

colaboração com o grupo do Dr. Dick Roelofs. 
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7. CONCLUSÃO 

1. Em T. castaneum a cutícula serosa é sintetizada com 16% de embriogêne-

se, a 30 ºC. 

2. O RNAi para Tc-zen1 acarreta fenótipo letal em ovos de T. castaneum na 

cepa Georgia. 

3. O gene Tc-elovl02, quando silenciado, acarreta em baixa viabilidade inde-

pendente da umidade relativa. 

4. Além de Tc-elovl01, 02, 03 e 04, outras duas elongases, Tc-elovl05 e 06 

são expressas durante a embriogênese inicial de T. castaneum. 

5. O silenciamento gênico de Tc-elovl04 afeta a viabilidade dos ovos expostos 

a baixa umidade relativa, confirmando a nossa hipótese original. 

6. Ovos de O. cincta são mais resistentes à dessecação do que os ovos de F. 

candida. 

7. Cutículas blastodermais de colêmbolos possuem a mesma função que cu-

tículas serosas de insetos: proteger ovos contra a perda de água. 

8. Cutículas blastodermais e serosas são produzidas em momentos (percen-

tuais) similares de embriogênese. 

9. A presença de uma cutícula pós-zigótica protetora é ancestral dentre os 

hexápodas e provavelmente contribui para a terrestrialização desse grupo. 
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APÊNDICE A 

O Apêndice A consiste de experimentos de Cromatografia Gasosa 

acoplada à Espectrômetro de Massa (GC-MS) visando identificar 

hidrocarbonetos em ovos de T. castaneum selvagens e silenciados para o gene 

Tc-elovl04. Esses dados foram obtidos junto ao laboratório chefiado pelo Prof. 

Dr. Fábio Santos do Nascimento, com auxílio do especialista na área, Dr. 

Sidnei Mateus e da doutoranda M. Sc Amanda Prato da Silva do Programa de 

Pós-graduação em Entomologia (PPGE) da Faculdade de Filosofia, Ciências e 

Letras da Universidade de São Paulo em Ribeirão Preto (FFCL-USP/RP).  

 

1. Introdução 
Os hidrocarbonetos (HC) são moléculas de lipídeos não-polares, 

derivadas de ácidos graxos, que nos insetos são encontradas na epicutícula do 

tegumento (vide Item 1.2.1 da Introdução Geral). Os HC possuem funções de 

atuar como barreira protetora contra a dessecação, contra a ação de 

microrganismos e contra a entrada de inseticidas e atuam ainda na 

comunicação química, como feromônios (Blomquist e Bagnères, 2010; Ginzel e 

Blomquist, 2016). Em insetos, são reportados centenas de HCs que são 

divididos em três grupos: n-alcanos, alcanos metilados e HCs insaturados 

(alcenos) (Figura 1). Há ainda os insaturados metilados, contudo esses são 

raros (Ginzel e Blomquist, 2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Estruturas representativas das três principais classes de hidrocarbonetos cuti-
culares de insetos. A: n-alcano; B: alcano metilado; C: alceno (HC insaturado). Adaptado de 
Ginzel e Blomquist (2016). 
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A via de síntese dessas moléculas varia de acordo com o tipo de HC a 

ser formado. Os 2-metil alcanos são formados a partir do alongamento de 

cadeias de carbono de valina (no caso de cadeias com número par de 

carbonos) ou isoleucina (no caso de cadeias com número ímpar de carbonos). 

Os 3-metil hidrocarbonetos são sintetizados a partir de proprionato. Já a 

síntese de n-alcanos e alcenos ocorre da seguinte forma: ácidos graxos (AGs) 

com 16 carbonos são alongados pela via de alongamento que inclui a 

participação da elongase, formando os AG de cadeia muito longa que, por sua 

vez, são reduzidos a aldeídos que por fim são descarbonilados formando os n-

alcanos (vide Introdução do Capítulo 1). Alcenos são formados com uma etapa 

enzimática adicional de oxidação, através da ação de uma dessaturase, o que 

forma uma dupla ligação entre carbonos (Blomquist, 2010; Ginzel e Blomquist, 

2016). 

Em insetos adultos, os HCs são sintetizados por células originadas da 

ectoderme, os oenócitos, que estão associados às células epidérmicas ou ao 

corpo gorduroso e utilizam lipoforinas para transportar os HCs através da 

hemolinfa (Baki et al., 2014). Devido a sua origem, os oenócitos não se fazem 

presentes no início do desenvolvimento embrionário. A maior parte dos HCs 

encontrado nos ovócitos é de origem materna (Fruttero et al., 2017). Contudo, 

em Triatoma infestans já foi comprovada a capacidade dos ovos de sintetizar 

HC a partir da presença de precursores (Juárez, 1994). 

Os AGs de cadeia longa são necessários para a síntese de HCs que, 

por sua vez, são importantes para a impermeabilização cuticular de insetos 

adultos (Qiu et al., 2012). Além disso, muito recentemente foi mostrada a 

relevância de genes elovl para a formação de HCs em ninfas e adultos de 

insetos (Li et al., 2019). Nós avaliamos se o silenciamento do gene Tc-elovl04 

afetaria a formação de HCs nos ovos de T. castaneum. 

 

2. Metodologia 

2.1 Coletas dos ovos 
As oviposições foram realizadas como descrito na metodologia 4.3.2 do 

Capítulo 1. Dois grupos de fêmeas foram utilizados: selvagens e silenciadas 

para Tc-elovl04. Dois tempos de oviposição foram empregados. Fêmeas que 
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ovipuseram por 6 horas em que os ovos foram coletados tendo idade entre 0 e 

6 horas. Na segunda situação, as fêmeas ovipuseram por 10 horas, quando 

foram retiradas e os ovos seguiram se desenvolvendo por mais 14 horas, 

quando foram processados, com idade entre 14 e 24 horas (Figura 2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Esquema gráfico da oviposição de T. castaneum e da coleta dos ovos para a 
extração de hidrocarbonetos. Grupos de fêmeas virgens (selvagens ou silenciadas para 
Tc-elovl04) foram mantidos, junto a machos virgens, em potes plásticos com farinha por seis ou 
10 horas a 30 °C. Os ovos oriundos desta oviposição foram processados e submetidos à extra-
ção de hidrocarbonetos.  

 

O racional para se trabalhar com grupos de ovos de 0-6 e 14-24 horas 

de idade está relacionado com a abordagem experimental empregada: a dupla 

fita de RNA (dsRNA) para Tc-elovl04, que acarreta o silenciamento gênico via 

RNAi, foi injetada na mãe. Como visto no Capítulo 1, a dsRNA injetada na mãe 

leva ao silenciamento de genes expressos no ovo, mesmo aqueles que são 

expressos apenas em estágios pós-zigóticos. No entanto, o silenciamento para 

Tc-elovl04 pode também acarretar efeitos na fêmea, o que pode levar a uma 

alteração na produção de compostos que seriam, por exemplo, produzidos na 

ovogênese ou na coriongênese, quando as camadas da casca de origem 

materna estão sendo produzidas (Rezende et al., 2016). Assim, a análise de 

ovos com 0 - 6 horas de idade responderia se compostos oriundos da mãe 

foram afetados, enquanto a análise de ovos com 14-24 horas mostraria se 

compostos oriundos de estágios pós zigóticos foram afetados. Até 6 horas de 

idade são expressos mRNAs oriundos da mãe (Ribeiro et al., 2017) e entre 14 

e 24 horas a cutícula serosa já está formada (vide Figura 26, Capítulo 1). 

2.2 Extrações dos HCs com hexano 
Antes de iniciar os procedimentos, os materiais utilizados para a 

manipulação das amostras (placas de petri de vidro, pincéis, peneiras de 
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plástico e funil de vidro) foram lavados com hexano (Vetec, CAS: 110-54-3) 

para eliminar qualquer possível contaminante. 

Originalmente quatro condições seriam analisadas: 1) HCs da superfície 

de ovos selvagens, 2) HCs da superfície de ovos silenciados para Tc-elovl4, 3) 

HCs do interior de ovos selvagens e 4) HCs do interior de ovos silenciados 

para Tc-elovl4. Foram obtidos amostras de ovos das quatro condições, no 

entanto, não houve tempo hábil para realizar as análises de GC-MS das 

condições 3 e 4.  

Os ovos, mantidos em farinha de trigo, foram peneirados com peneira de 

malha 300 µm e pesados. O peso padrão foi definido para 6,6 mg de ovos 

sujos com farinha. Os ovos foram lavados em água sanitária (Marca Candura, 

lote 005, cloro ativo 2 a 2,5% p/p) por um minuto e posteriormente lavados em 

água destilada por dois minutos e 30 segundos. Com o auxílio de um pincel, os 

ovos foram transferidos para placas de petri de vidro e 5 mL de hexano foram 

utilizados para extrair os HCs da superfície dos ovos. O tempo de extração foi 

de um minuto. Após este período, o hexano foi transferido para um frasco de 

vidro de 1,5 mL limpo com auxílio de um funil e uma peneira. O frasco - 

contendo os HCs - permaneceu por quatro horas em capela de exaustão para 

evaporar o hexano. Após este período, o material foi ressuspenso em 20 µL de 

hexano. O frasco foi homogeneizado em “vortex” por um minuto. 

Posteriormente, foram aplicados 2 µL de cada amostra no equipamento para 

análise. 

As análises foram realizadas em um sistema de cromatografia a gás 

acoplado à espectrometria de massa CG-MS (SHIMADZU, modelo GCMS-

QP2010) equipado com a coluna capilar de silicone de 25 metros e hélio como 

gás carreador com fluxo de 1 mL/min. O método utilizado contou com uma 

rampa de temperatura de 150 até 280 °C a uma taxa de 7 °C por minuto e a 

temperatura máxima foi mantida por 10 minutos. 

 

3. Resultados Preliminares e Discussão 
Conforme mencionado acima no Item 2.2, os resultados preliminares 

aqui apresentados se referem às condições de HCs extraídos da superfície de 

ovos selvagens e silenciados. 
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3.1. Hidrocarbonetos encontrados na superfície de ovos selvagens e 
silenciados com 0-6 horas de idade  

Os resultados apresentados abaixo foram parcialmente avaliados pela 

doutoranda M.Sc Amanda Prato da Silva do PPGE, FFCL-USP/RP. Os 

cromatogramas dos ovos selvagens e silenciados com 0-6 HAO apontam para 

uma variação na quantidade dos compostos encontrados na superfície dos 

ovos (Figura 3). Os compostos obtidos para o grupo controle não puderam ser 

identificados a tempo da conclusão desta tese. A identificação foi realizada 

apenas para o grupo silenciado (Tabela 1). 
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Figura 3: Cromatograma de compostos extraídos da superfície de ovos de T. castaneum de 0-6 HAO e analisados por GC-MS. Foram avaliados 
grupos de ovos selvagem e silenciados para Tc-elovl04. 

Ovos selvagens 0-6 HAO 

Ovos silenciados 0-6 HAO 
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Observamos no cromatograma do grupo de ovos controle um elevado 

pico no tempo de retenção de 19,530 min, que foi identificado como sendo 

esqualeno. Este pico também se faz presente no grupo de ovos silenciados 

(pico 45, tempo de retenção 19,529 min.), contudo, observamos uma redução 

em sua quantidade no grupo silenciado. Artrópodes não são capazes de 

sintetizar esqualeno (Downer, 1985) apesar de ser frequentemente descrito em 

artrópodes hematófagos, sendo possivelmente obtido pela dieta (Juárez e 

Blomquist, 1993; Yoder et al., 1993). 

Dentre os compostos identificados no grupo silenciado, encontramos a 

presença de triacilglicerol (lipídeo de reserva) e colesterol (lipídeo de 

membrana) o que indica que, o tempo de extração com hexano foi capaz de 

captar lipídeos internos do ovo. As análises identificaram a presença de ftalato 

(pico 33, tempo de retenção 16,177 min.) no grupo silenciado. O mesmo pico, 

em maior quantidade, pode ser observado no grupo controle. O ftalato é um 

diéstere do ácido ftálico de uso frequente na indústria. É encontrado em tintas, 

lubrificantes, plásticos e inseticidas (Gao e Wen, 2016; Roslev et al., 2007). 

Provavelmente, a detecção deste composto nas análises ocorreu devido ao 

uso de peneiras de plásticos utilizadas na manipulação dos ovos, como 

também os potes plásticos utilizados para a oviposição dos ovos. Para análises 

futuras será necessário definir uma nova alternativa para manipulação dos 

ovos. 
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Tabela 1: Compostos identificados em GC-MS da superfície de ovos silenciados para Tc-elovl04 com 0-6 HAO 

Pico Tempo de retenção  Área Área% Peso Peso% A/P Compostos 
1 7.515 398677 0.26 122464 0.21 3.26 4,8,12-tetradecatrienal - 5,9,13-trimethyl 
2 8.126 9249741 5.94 1347418 2.28 6.86 Hexadecanol 
3 8.624 114230 0.07 36923 0.06 3.09 C19 
4 8.725 674422 0.43 171919 0.29 3.92 Methyl palmitate 
5 9.125 3303576 2.12 626101 1.06 5.28 ? 
6 9.632 131358 0.08 33006 0.06 3.98 Ethyl palmitate 
7 9.811 391221 0.25 119534 0.20 3.27 Hexadecanol acetate 
8 9.944 974569 0.63 261226 0.44 3.73 Octadecanal 
9 10.005 -3099 -0.00 -3393 -0.01 0.91 C20 

10 10.062 969822 0.62 230878 0.39 4.20 Isopropyl palmitate 
11 10.787 11616137 7.46 3091756 5.22 3.76 Octadecanol 
12 10.850 1393838 0.90 844534 1.43 1.65 Methyl linoleate 
13 10.979 564753 0.36 184382 0.31 3.06 Methyl oleate 
14 11.238 161291 0.10 54717 0.09 2.95 C21 
15 11.352 440082 0.28 140254 0.24 3.14 Methyl stearate 
16 11.504 991859 0.64 489034 0.83 2.03 Ethyl hexyl-p-methoxycinnamate 
17 12.301 1046732 0.67 362122 0.61 2.89 1-Dodecanol, 2-octyl 
18 12.405 925334 0.59 333918 0.56 2.77 Octacecyl acetate 
19 12.530 226391 0.15 103473 0.17 2.19 C22 
20 12.574 5467098 3.51 1955123 3.30 2.80 Eicosanal 
21 13.368 2560876 1.65 1191270 2.01 2.15 Eicosanol 
22 13.475 894525 0.57 485458 0.82 1.84 ? 
23 13.492 1799951 1.16 808899 1.37 2.23 4,8,12,16- Octadecatetraenal, 4,9,13,17-tetramethyl 
24 13.753 163508 0.11 69794 0.12 2.34 C23 
25 14.037 567959 0.36 251996 0.43 2.25 ? 
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26 14.719 482589 0.31 226148 0.38 2.13 Benzoic acid, tetramethyl ester 
27 14.954 462222 0.30 217336 0.37 2.13 C24 
28 15.064 4192116 2.69 1816144 3.07 2.31 Docosanal 
29 15.607 1051815 0.68 421079 0.71 2.50 ? 
30 15.800 3084172 1.98 1455336 2.46 2.12 Docosanol 
31 15.936 316806 0.20 160063 0.27 1.98 Benzoic acid, pentadecyl ester 
32 16.117 66113 0.04 38353 0.06 1.72 C25 
33 16.177 7465947 4.80 3322902 5.61 2.25 Ftalato 
34 16.948 1062076 0.68 432090 0.73 2.46 3-Me C25 
35 17.244 666023 0.43 272042 0.46 2.45 C26 
36 17.358 2855148 1.83 1176341 1.99 2.43 CAS 6197-30-4 ? 
37 17.948 3159865 2.03 983696 1.66 3.21 ? 
38 18.324 2109113 1.36 903285 1.53 2.33 C27 
39 18.689 3882714 2.49 1629676 2.75 2.38 13-,11- MeC27 
40 18.790 850479 0.55 695526 1.18 1.22 7-MeC27 
41 19.004 1426664 0.92 495294 0.84 2.88 11-15-; 13-17- DiMeC27 
42 19.108 2484154 1.60 882112 1.49 2.82 3-MeC27 
43 19.214 202934 0.13 101778 0.17 1.99 5,11- ; 5-13- DiMeC27 
44 19.384 303509 0.20 166594 0.28 1.82 C28 
45 19.529 53860943 34.64 23563628 39.81 2.29 Squalene 
46 19.733 369671 0.24 135774 0.23 2.72 14-, 12-, 10-MeC28 
47 20.450 580292 0.37 267095 0.45 2.17 C29 
48 20.580 318963 0.20 143860 0.24 2.22 Triglicerol 
49 20.784 1313285 0.84 478193 0.81 2.75 15-, 13-, 11-MeC29 
50 21.005 192707 0.12 133587 0.23 1.44 Tetradecanoic acid, tetramethyl ester 
51 21.010 86119 0.06 83346 0.14 1.03 Dodecanoic acid, hexadecyl ester 
52 21.814 610113 0.39 201924 0.34 3.02 ? 
53 22.070 210952 0.14 90637 0.15 2.33 ? 
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54 22.517 1827928 1.17 647931 1.09 2.82 Colesterol 
55 22.617 367631 0.24 149511 0.25 2.46 Triglicerol 
56 22.875 2411921 1.55 855792 1.45 2.82 ? 
57 22.944 850892 0.55 314918 0.53 2.70 ? 
58 23.151 798834 0.51 277969 0.47 2.87 ? 
59 23.500 1121400 0.72 428121 0.72 2.62 ? 
60 23.964 1222236 0.79 293659 0.50 4.16 ? 
61 25.056 2242288 1.44 725802 1.23 3.09 ? 
62 25.137 650771 0.42 214824 0.36 3.03 ? 
63 25.336 949719 0.61 306423 0.52 3.10 Hexadecanoic acid, hexadecyl ester 
64 25.688 668757 0.43 218195 0.37 3.06 ? 
65 25.956 801115 0.51 229603 0.39 3.49 ? 
66 27.651 1403196 0.90 379089 0.64 3.70 ? 
67 27.992 578897 0.37 133509 0.23 4.34 ? 
68 30.636 517965 0.33 112722 0.19 4.60 ? 
69 31.126 518062 0.33 96198 0.16 5.39 ? 
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3.2. Compostos identificados na superfície de ovos selvagem e 
silenciados com 14-24 de idade 

Assim como os dados obtidos para ovos com 0-6 HAO, os resultados 

aqui apresentados foram parcialmente analisados. Os cromatogramas dos 

ovos selvagens e silenciados com 14-24 HAO apontam para uma pequena 

variação na quantidade dos compostos encontrados (Figura 4). Assim como na 

superfície de ovos de 0-6 HAO, esqualeno foi observado no grupo de ovos 

silenciado (pico 47, tempo de retenção 19,529 min.) e também nos do grupo 

selvagem. Assim como ocorreu com os ovos de 0-6 HAO, detectamos a 

presença de ftalato dentre os compostos presentes nas amostras analisadas. 

Dentre os ovos silenciados foi identificada a presença de α-tocoferol, um tipo 

de vitamina E. Este composto já foi descrito na cutícula de larvas do 

Lepidoptera Spodoptera cosmioides, contudo sua função na cutícula de insetos 

é desconhecida (Fronza et al., 2013). Os compostos analisados para o grupo 

de ovos silenciados encontram-se na Tabela 2. 
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Figura 4: Cromatograma de compostos extraídos da superfície de ovos de T. castaneum de 14-24 HAO e analisados por GC-MS. Foram avaliados 
grupos de ovos selvagem e silenciados para Tc-elovl04. 
 

Ovos silenciados 14-24 HAO 

Ovos selvagens 14-24 HAO 
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Tabela 2: Compostos identificados em GC-MS de ovos silenciados para Tc-elovl04 com 14-24 HAO 

Pico
s 

Tempo de 
retenção  

Área Área
% 

Peso Peso
% 

A/P Compostos 

1 7.723 687278 0.28 151337 0.16 4.54 ? 
2 8.128 8138745 3.33 1106372 1.20 7.36 Hexadecanol 
3 8.731 356649 0.15 88047 0.10 4.05 Methyl palmitate 
4 9.127 2206739 0.90 397323 0.43 5.55 Octhyl eter 
5 9.643 94259 0.04 23587 0.03 4.00 Ethyl palmitate 
6 9.818 114184 0.05 40600 0.04 2.81 Hexadecanol acetate 
7 9.947 504858 0.21 161411 0.18 3.13 Octadecanal 
8 10.067 645759 0.26 164369 0.18 3.93 Isopropyl palmitate 
9 10.296 330218 0.14 85705 0.09 3.85 Ftalato 
10 10.790 8732957 3.57 2123103 2.31 4.11 Octadecanol 
11 11.240 122369 0.05 39698 0.04 3.08 C21 
12 11.508 1766455 0.72 474382 0.52 3.72 ? 
13 12.304 1786831 0.73 601017 0.65 2.97 CAS 5333-42-6 
14 12.408 660375 0.27 241214 0.26 2.74 Octadecanol acetate 
15 12.525 -25106 -0.01 0 0.00 0.00 C22 
16 12.579 1703297

3 
6.97 5973802 6.49 2.85 Eicosanal 

17 13.372 8804501 3.60 3307463 3.59 2.66 Eicosanol 
18 13.465 655643 0.27 322753 0.35 2.03 4,9,13,17-tetramethyl-4,8,12,16-octadecatetraenal 
19 13.487 1269588 0.52 538819 0.59 2.36 ? 
20 13.754 186227 0.08 81335 0.09 2.29 C23 
21 13.841 203975 0.08 63814 0.07 3.20 ? 
22 14.722 870482 0.36 339042 0.37 2.57 Benzoic acid, tetradecyl ester 
23 14.959 572296 0.23 254899 0.28 2.25 C24 
24 15.068 1448261

0 
5.92 6279031 6.82 2.31 Docosanal 
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25 15.805 1000383
2 

4.09 3918961 4.26 2.55 Docosanol 

26 15.940 533939 0.22 264956 0.29 2.02 Benzoic acid, pentadecyl ester 
27 16.120 1210837 0.50 570457 0.62 2.12 C25 
28 16.181 3502801 1.43 1551089 1.68 2.26 Ftalato 
29 16.384 794592 0.33 294463 0.32 2.70 ? 
30 16.526 230837 0.09 84482 0.09 2.73 13-; 11-MeC25 
31 16.789 63614 0.03 32751 0.04 1.94 Octanoic acid, hexadecyl ester 
32 16.956 6079099 2.49 2793270 3.03 2.18 3-MeC25 
33 17.245 2168111 0.89 968358 1.05 2.24 C26 
34 17.366 7012859 2.87 2425680 2.63 2.89 CAS 6197-30-4 ? 
35 17.628 1139706 0.47 461391 0.50 2.47 14-; 12-; 10-MeC26 
36 17.954 8487896 3.47 2465469 2.68 3.44 Squalane 
37 18.077 2615263 1.07 749868 0.81 3.49 Tetracosanol 
38 18.240 259369 0.11 112525 0.12 2.30 4,6-; 4,12 diMeC26 
39 18.331 1456882

8 
5.96 6672906 7.25 2.18 C27 

40 18.699 2545963
1 

10.42 9979924 10.84 2.55 13-; 11-MeC27 

41 18.787 2734170 1.12 970707 1.05 2.82 7-MeC27 
42 19.006 7238589 2.96 2528009 2.74 2.86 11,15-; 13,17-DiMeC27 
43 19.116 1297172

5 
5.31 4758962 5.17 2.73 3-MeC27 

44 19.222 1548086 0.63 593534 0.64 2.61 5,11-; 5,13-DiMeC27 
45 19.390 2444958 1.00 970943 1.05 2.52 C28 
46 19.500 2117974 0.87 2102278 2.28 1.01 3,9-; 3,11-; 3,13-DiMeC27 
47 19.529 2810626

3 
11.48 1140848

2 
12.36 2.46 Squalene 

48 19.575 4000182 1.64 2126246 2.31 1.88 Hexacosanal 
49 19.744 2008930 0.82 606506 0.66 3.31 14-; 12-; 10-MeC28 
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50 19.813 365396 0.15 166035 0.18 2.20 3,7,11-TriMeC27 
51 20.054 475555 0.19 169540 0.18 2.80 ? 
52 20.242 952815 0.39 474357 0.52 2.01 Hexacosanol 
53 20.280 249522 0.10 160700 0.17 1.55 Cholesteryl propionate 
54 20.366 236319 0.10 98581 0.11 2.40 4,12-DiMeC28 
55 20.455 2597857 1.06 1112369 1.21 2.34 C29 
56 20.586 682625 0.28 300792 0.33 2.27 Trigliceride 
57 20.798 2271183 0.93 804750 0.87 2.82 15-; 13-; 11-MeC29 
58 20.906 126138 0.05 57726 0.06 2.19 7-MeC29 
59 21.011 303364 0.12 117866 0.13 2.57 Tetradecanoic acid, tetradecyl ester  
60 21.116 625162 0.26 278382 0.30 2.25 11,15-DiMeC29 
61 21.258 359153 0.15 129994 0.14 2.76 3-MeC29 
62 21.351 362620 0.15 150015 0.16 2.42 5,13-; 5,11-DiMeC29 
63 21.460 -1357 -0.00 394 0.00 -

3.43 
C30? 

64 21.528 181562 0.07 79959 0.09 2.27 ? 
65 21.634 60460 0.02 27494 0.03 2.20 ? 
66 21.765 465554 0.19 184656 0.20 2.52 ? 
67 21.815 565679 0.23 135459 0.15 4.18 ? 
68 22.523 2583052 1.06 946596 1.03 2.73 Cholesterol 
69 22.619 1405361 0.57 458690 0.50 3.06 ? 
70 22.880 1363071 0.56 496451 0.54 2.75 ? 
71 23.159 671465 0.27 220583 0.24 3.04 Hexadecanoic acid, tetradecyl ester ou Tetradecanoic acid hexadecyl 

ester 
72 23.303 505867 0.21 132899 0.14 3.81 Alfa-tocopherol 
73 23.507 3134799 1.28 1194242 1.30 2.62 ? 
74 23.967 948279 0.39 228566 0.25 4.15 ? 
75 24.235 271454 0.11 101796 0.11 2.67 ? 
76 25.062 1311904 0.54 431022 0.47 3.04 ? 
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77 25.342 827026 0.34 273365 0.30 3.03 Hexadecanoic acid, hexadecyl ester 
78 25.694 1914163 0.78 622220 0.68 3.08 ? 
79 27.654 1113302 0.46 273282 0.30 4.07 Hexadecenoic acid, eicosyl ester 
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