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RESUMO GERAL

Em insetos existe um grupo de proteinas reconhecedoras de padrées moleculares
(PRRs), que reconhecem padrdes moleculares associados a patogenos-PAMPs. No
caso de PRRs que possuem o dominio GH16 temos as GNBPs /BGRPs que podem
reconhecem fungos e bactérias em maior ou menor especificidade, dependendo da
proteina e da espécie. As GNBPs/BGRPs possuem o dominio GH16 C-terminal,
porém sem os aminoacidos cataliticos, e um dominio de ligagdo a carboidratos
(CBM) na regidao N-terminal. Além disso, GNBPs/ BGRPs podem iniciar a sinalizacdo
da resposta humoral em duas rotas especificas: (i) a via Toll, que pode combater
infeccbes de fungos e bactérias gram-positivas (melhor caracterizada em
Drosophila), e (ii) a melanizacao ativada pelo sistema de profenoloxidases ou PPOs
(especialmente em Lepidoptera). O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar
in silico, as proteinas BGRPs, que possuem o dominio GH16 em Diatraea
saccharalis. A broca da cana-de-agucar, importante praga desta cultura, e avaliar a
expressao destes genes quando lagartas foram infectadas por patdégenos naturais
como o fungo Metarhizium anisopliae. Foram identificados 4 genes com dominio
GH16 em um transcritoma intestinal de D. saccharalis. DsGH16_c10227, provavel
B-1,3 glucanase, e DsGH16 c12479, DsGH16 c28729 e DsGH16 ¢c32367,
provaveis BGRPs, de acordo com a arquitetura de dominios e relagdes filogenéticas.
Confirmando estes dados, DsGH16 ¢10227 foi mais expresso no intestino, e
DsGH16_c28729 na carcaga (epiderme, corpos gordurosos e hemolinfa). Entdo, de
forma surpreendente, DsGH16 c28729 e DsGH16 _c32367 foram regulados
negativamente 24 h apds o inicio da infeccdo de M. anisopliae por via topica.
Existem pelo menos duas hipoteses que podem explicar esses resultados. Uma é
que os tempos avaliados foram muito tardios e que a resposta de inducéo pode ter
ocorrido mais cedo, embora ainda néo justifique uma regulagdo negativa dos genes.
A segunda hipdtese é que o fungo pode produzir algum fator de viruléncia que
reprime a expressdo de genes de resposta a infecgdo. Entretanto, ambas as

hipéteses precisam ser testadas em trabalhos posteriores.
PALAVRAS-CHAVE:

Sistema imune, dominio GH16, PRRs, fungos entomopatogénicos, expressao

génica.



1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, e o segundo em
producdo de etanol (JACQUES et al., 2019 ) A cana é constantemente atacada por
diversas pragas destacando-se a Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae),
conhecida como a broca da cana-de-agucar (RODRIGUES & ROSS, 2020,
SANDOVAL & SENO, 2010). Esta praga é responsavel por diversos danos como:
aberturas de galerias, o que facilita a entrada de microrganismos ocasionando a
podridao-vermelha do colmo, além de perda de peso e, consequentemente o
tombamento pelo vento, e morte das gemas, o que causa falhas na germinagao da
cultura. Alguns métodos sao utilizados para o controle desta praga, destacando-se
o controle bioldgico utilizando o parasitéide Cotesia flavipes, por exemplo. Outro
potencial agente de controle biolégico sdo os fungos entomopatogénicos, pois ja
sdo utilizados no controle de outras pragas. Dentre estes fungos, destacam-se as
espécies Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae por possuirem ampla
distribuicdo geografica e variedade de hospedeiros (ZAPPELINI et al., 2020,
WENZEL et. al., 2022, LIU et. al., 2022, DE OLIVEIRA et. al., 2008).

Entretanto, os insetos possuem um mecanismo de defesa bem definido como
resposta as infecgdes causadas por patégenos (GARCIA et. al, 2004). A principal via
de defesa dos insetos, o sistema imune inato, € composto basicamente pela defesa
celular e humoral. A defesa humoral é composta por vias de sinalizacdo que ativam
genes efetores de resposta ao ataque de organismos entomopatogénicos (Hultmark,
2003). Diante disso, € necessario entender melhor essas vias do sistema humoral de
D. saccharalis, pois sao responsaveis por desenvolver parte da resposta do sistema

imune inato.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cana-de-agucar

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), € uma monocotiledénea de
origem asiatica, pertencente a familia das Poaceae. A industria canavieira € um dos
setores mais relevantes do agronegocios brasileiro, com expansao por diversas

regides do pais, sendo os principais produtos o agucar e o etanol, além da cachaga



artesanal, doces e forragens para alimentacdo de animais. Além disso, o Brasil € o
maior produtor de cana-de-agucar do mundo. No cenario interno destaca-se a regido
centro-sul como maior produtora, sendo responsavel por cerca de 93% da producao
na escala nacional. (ALVES et. al., 2021, ALMEIDA, 2019, SANTANA et. al., 2019).
mesmo com a COVID 19 a cultura auxiliou no aumento do PIB em 23% em 2020
com recordes da safra neste periodo (DE CARLI et. al., 2022). A cana-de-agucar
representa uma alternativa no setor de biocombustiveis, sendo menos nocivo ao

meio ambiente em relacdo a queima de petroleo.

Contudo, a producédo de cana vem sofrendo com ataques de insetos pragas,
como a broca-da-cana (Diatraea saccharalis) e a cigarrinha das raizes (Mahanarva
fimbriolata), por exemplo (SANDOVAL & SENO, 2010).

2.2 Diatraea saccharalis (Broca da cana-de-agucar)

Entre estas espécies causadoras de danos, destaca-se a Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae), conhecida popularmente como a broca da
cana-de-agucar, devido ao amplo prejuizo que pode causar (SILVA et. al., 2010,
CRUZ, 2010).

De acordo com Botelho (1999), a fémea de D. saccharalis, uma mariposa,
realiza a postura nas folhas variando de 5 a 50 ovos colocados em massa. A
eclosdao se da de quatro a dez dias dependendo da temperatura, as lagartas
neonatas irdo se alimentar inicialmente do parénquima foliar, e, posteriormente
penetram o colmo da planta. O ciclo de vida do inseto € de aproximadamente 30
dias (VACARI et. Al, 2012). Devido a abertura de galerias dentro do colmo,
provocada pela agdo da D. saccharalis ocorre injurias diretos, e entre eles estdo a
interrupcao da passagem de seiva, perda de peso, 0 que provoca o tombamento da
planta pela acdo do vento, e redugdo de agucares. Os danos indiretos é o
favorecimento da penetragdo, pelas aberturas das galerias, de fungos, como
Colletotrichum falcatum Went e Fusarium moniliforme, resultando na podridao
vermelha do colmo (DOS SANTOS et. al.,, 2015, FIPKE et. al., 2012, DEMETRIO,
2008).

De acordo com DINARDO-MIRANDA et. al., (2012), a conexao da broca com

microorganismos presentes no campo resultam em um complexo de broca-podridéo,



responsaveis por perdas agroindustriais significativas, diminuindo a qualidade do
colmo da planta, perceptivel de acordo com a porcentagem de ataque e infestagdes

nos entrends.

Atualmente, as principais formas de controle sdo o uso de inseticidas
quimicos e bioldgicos. No Brasil, o controle quimico ainda é o mais usado, com
utilizacdo de inseticidas, contudo residuos passam progressivamente para o solo e
lavouras, trazendo riscos para o homem e os animais diante do consumo direto e
indiretos dos produtos contaminados. Devido a este fator, faz-se necessario a busca
por alternativas para reduzir os impactos causados a longo prazo pelos inseticidas
(SANDOVAL & SENO, 2010). Outra alternativa é o controle bioldgico & base de
agentes entomoéfagos, como Cotesia flavipes e Trichogramma galloi. O controle
usando parasitbides tem se mostrado mais promissor, evitando a resisténcia dos
insetos aos inseticidas, além de n&o deixar poluentes no ambiente (DA COSTA et
al., 2021, DE SOUZA et al., 2022). Ainda destacam-se produtos a base de fungos
entomopatogénicos como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae que podem

ser utilizados para controle de D. saccharalis.

2.3 Metarhizium anisopliae

Os fungos entomopatogénicos sdo agentes causadores de infeccdo em
insetos, atuando de forma efetiva e ndo prejudicial ao meio ambiente. Dentre as
espécies de fungos entomopatogénicos destaca-se a Metarhizium anisopliae, que é
facilmente encontrado no solo e na natureza (FARIA et. al., 2001, CELESTINO et.
al., 2022, BERNARDI et. al., 2022, BEYS-DA-SILVA et. al., 2020).

O mecanismo de agao dos fungos entomopatogénicos é dividido em quatro
etapas e dura em meédia 72 horas, sao elas: adesédo, germinagao, penetracao e
colonizagdo (GARCIA et. al., 2008). O processo de infeccado do fungo ocorre por
penetracdo direta na cuticula do inseto. Durante o estagio inicial da infec¢do, os
conidios aderem a cuticula através de moléculas hidrofébicas presentes no corpo do
hospedeiro. A germinacéo e penetracdo ocorre em decorréncia do desenvolvimento
de tubos germinativos, chamada de apressorio, sendo capaz de penetrar a cuticula
até chegar a hemolinfa (WANG et al., 2008; PEDRINI, 2008). De acordo com Fontes
et. al.,(2020), uma vez dentro do inseto, o fungo passa a se disseminar por toda a
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cavidade interna do hospedeiro, absorvendo todo o nutriente e provocando a morte
do inseto. Apds esta etapa, ocorre o processo de colonizag&o inversa, ou seja, as
hifas penetram na cuticula de dentro para fora e emergem na superficie do corpo.
Porém, mesmo em casos de interacdo compativel, os insetos dispdéem de

mecanismos de defesa que tentam barrar a infecgao do fungo.

2.4. As vias do sistema sistema imune e as proteina reconhecedoras de
B-glicana (BGRPs)

Os insetos possuem um sistema imune bem estruturado, o que permite que
se desenvolvam em ambientes com diversos possiveis patégenos. O sistema imune
€ composto por barreiras estruturais “passivas” e respostas ativas contra os ataques
externos (NEGREIRO et. al., 2004). O sistema imune inato tem um papel importante
na defesa contra patdégenos apods a infecgédo, fornecendo a uma linha de defesa,
podendo ser celular ou humoral. (KINGSOLVER et. al.,2013, PARK & LEE, 2012). J&
a resposta humoral esta ligada a produgdo de peptideos antimicrobianos, ativados
através de vias de sinalizacdo como a via Toll, IMD e JAK-STAT. Toxicidade seletiva,
ou seja, agindo contra o agente infeccioso sem afetar o hospedeiro, e tempo de
acao menor que a duplicagcdo do microorganismo infeccioso, estao entre as
caracteristicas dos peptideos antimicrobianos (AGAISSE et. al., 2003, HULTMARK,
2003; PARK & LEE, 2012).

Para que ocorra uma resposta imune aos patdgenos, vias de sinalizagao
precisam ser ativadas induzindo a expressédo de genes responsaveis por controlar a
resposta imunologica. As vias de sinalizagdo de resposta humoral dos insetos sao:
JAK-STAT (Janus Kinase), IMD, TOLL e produgdo de melanina. Essas vias
desencadeiam uma cascata de reag¢des que produzem moléculas que agirdo contra
acao do patégeno (CIRIMOTICH et. al, 2010, HULTMARK, 2003, GOVIND, 2008). A
identificacdo dessas vias é melhor descrita na espécie modelo Drosophila
melanogaster (WILLIAMS, 2007). Nesta espécie, A via Toll é ativada em resposta a
infeccdo causada por bactérias Gram-positivas e fungos, enquanto a via IMD é
ativada por bactérias Gram-negativas (LEMAITRE & HOFFMANN 2007). Tais vias
possuem proteinas de reconhecimento de padrbes de microrganismo ou
simplesmente PRRs. Entre as principais PRRs estdo as proteinas reconhecedoras

de peptidoglicano (PGRPs), proteinas de ligacdo a bactérias Gram-negativas
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(GNBPs), e proteinas de reconhecimento de de B-glicanas (BGRPs) (LEMAITRE &
HOFFMANN, 2007)

As BGRPs/GNBPs sao caracterizadas por possuirem um dominio N-terminal
de ligacao a carboidrato denominado CBM (do inglés Carbohydrate Binding Module)
e um dominio GH16 de pB-1,3 glucanase, porém sem atividade de catalise
(LEMAITRE & HOFFMAN 2007). Até agora, o modelo que melhor explica 0 modo de
acao de das BGRPs em Lepidoptera é o descrito para BGRP2 de M.sexta para
reconhecimento de de B-1,3 glicana de fungos. Inicialmente, as infecgbes na
hemolinfa sdo detectadas pela ligacdao das BGRP2 as (-1,3 glucanas da parede
celular do fungo, o que induz a associacao proteina-proteina de BGRP2 através do
dominio CBM (N-terminal) (Dai et al., 2013, Takahashi et al. 2014). Esta interacao
entre BGRPs e (-1,3 glucanas fornece uma plataforma para o recrutamento e
ativacao localizada de proHP14, uma protease serinica que da inicio a ativagao da
cascata proteolitica que culmina na ativagdo da via de profenoloxidase (PPO)
(Takahashi et al. 2014). MSP e ModSP, ortélogos de proHP14, também funcionam
em uma cascata proteolitica para ativar a via Toll em Tenebrio molitor (Park et al.
2007) e Drosophila melanogaster (Buchon et al., 2009), entretanto ainda ndo ha
evidéncias que as PBGRPs sejam responsaveis pela ativagdo da via Toll em
Lepidoptera, apesar do sistema SPATZLE-Toll ser ativado em resposta a fungos
(ZHONG et al., 2012).

2.5 Objetivos

Desta forma, este trabalho teve por objetivo identificar e caracterizar os genes
de BGRPs presentes em um transcritoma de D. saccharalis em resposta ao fungo

entomopatogénico M. anisopliae. Os objetivos especificos foram:

- lIdentificar os genes de reconhecimento de [B-glicana (BGRP) a partir do

transcritoma de Diatraea saccharalis;

- Analisar as relagbes filogenéticas das PBGRP preditas identificadas em D.

saccharalis diferenciando-as da 8 1,3, glucanases;

- Determinar o perfil de expressao dos genes de BGRP em diferentes tecidos de D.

saccharalis;
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- Verificar se ha a inducdo dos genes de BGRP durante a infecgdo do fungo M.

anisopliae.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Criacao de Diatraea saccharalis

Insetos de D. saccharalis sdo mantidos no Laboratério de Biologia Molecular
de Insetos/UFRPE, onde as lagartas sdo alimentadas em dieta artificial de Hensley e
Hammond (1968) modificada por Araujo et al., (1985). Lagartas a partir do terceiro
instar, pupas e adultos sao mantidos em recipientes especificos para cada estagio.
Os ovos, coletados diariamente, sao esterilizados com formol (3%) e sulfato de
cobre (1%), e, posteriormente, armazenados em placas de Petri na presenca de
umidade. ApoOs eclosdo, as lagartas neonatas séo distribuidas em tubos de fundo
chato contendo 20 mL de dieta artificial. Os adultos sdo mantidos a 22°C £ 1°C e 70
t+ 10% de Umidade Relativa (UR), lagartas, pupas e ovos a 26°C + 1°C e 70 + 10%
de UR e fotoperiodo de 12h L: 12h E.

3.2. Identificagdo dos genes que possuem dominio GH16 em Diatraea

saccharalis

As sequéncias de genes pertencentes a familia GH16 de glicosil hidrolases,
incluindo as BGRPs e f-endoglucanases foram inicialmente identificados em
Bombyx mori, espécie modelo para Lepidoptera, através do silkbase

(http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cqi).

Em seguida, foram identificados, utilizando as sequéncias de B. mori como
“‘iscas”, as sequéncias de D. saccharalis, a partir de um transcriptoma de intestino de
lagartas de 4° instar. Os contigs encontrados no transcriptoma de D. saccharalis
foram verificados para saber se estavam completos, através da predigdo das janelas
de leitura (www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/), e os principais dominios proteicos de
cada proteina predita foram mapeados no algoritmo CDD — Conserved Domains
Databank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). Os peptideos
sinal foram preditos através do Phobius (https://phobius.sbc.su.se/). As imagens dos
dominios foram feitas com auxilio da ferramenta “PROSITE My Domains”

(prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/mydomains/).
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3.3. Analises filogenéticas

Inicialmente, foram selecionadas sequéncias de pelo menos 10 espécies de
Lepidoptera do banco nr do NCBI. As sequéncias foram recuperadas utilizando as
sequéncias preditas de D. saccharalis com a ferramenta BlastP (BLOSUM62). O
alinhamento de multiplas sequéncias foi conduzido no MEGA 7 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) usando o algoritmo MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log- Expectation). As andlises filogenéticas, baseadas em
sequéncias de aminoacidos, foram feitas empregando o método de maxima
verossimilhanga (ML) com a analise de bootstrap com 1000 repeticbes, e o Smart
Model Selection (SMS) para escolha do modelo de substituicdo, ambos no PhyML
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/). A representacao grafica da arvore filogenética

foi feita no programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.4. Extracao de RNA total e sintese de cDNA

Todos os experimentos que envolveram extracdo de RNA total e sintese de
cDNA foram realizados da seguinte forma: os insetos foram imediatamente
pulverizados em nitrogénio liquido, a extracdo do RNA total foi realizada
imediatamente utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) de acordo com as especificagcbes do fabricante. A sintese de cDNA foi
realizada utilizando 1,5 pg de RNA total tratadas com DNasel usando o kit de
sintese de cDNA iScript gDNA clear (BIO-RAD, Hercules, CA, EUA) de acordo com

o protocolo recomendado pelo fabricante.

3.5. Condigoes experimentais de RT-qPCR.

Para todos os experimentos as condigdes de qPCR foram as seguintes: Cada
uma das reagdes teve um volume final de 10 uL sendo, 5 pL de 2x SYBR Green
GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA), 2 uL de cDNA diluido
numa proporgao de 1:10, 0,2 yM (0,2 pL) de primer (direto e reverso, Tabela 1) e 2,6
ML de agua ultrapura. Os testes foram conduzidos no equipamento QuantStudio5
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) com duas replicata técnicas, trés
replicatas bioldgicas e controles negativos para cada par de primers. As reagdes
foram conduzidas utilizando o seguinte programa: (i) desnaturagao inicial a 95 °C por

15 min; (ii) 40 ciclos de 95°C por 15 se 60°C por 1 min. iii) Etapa final com analise da
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curva de “melting” de cada par de primer de 60 a 94 °C, aumentando em 0,5 °C por
segundo. Como genes normalizadores de expressao foram utilizados os dois genes
mais estaveis dentre GAPDH, B-tubulina e RPS10 (Noriega et al. 2020; Tabela 1).

3.6. Avaliagdao da expressdao dos genes com dominio GH16 em intestino e

carcacga de D. saccharalis.

Inicialmente, lagartas de 5° instar foram dissecadas com auxilio de pinga
entomoldgica e tesoura, e em seguidas separadas em intestino e carcaga, que
responde ao resto do corpo. Cada amostra foi feita em triplicata bioldgica, e cada
triplicata correspondeu a um pool de 5 carcagas ou de 5 intestinos. Amostras de
cada parte dos insetos foram pulverizadas em nitrogénio liquido e imediatamente o
RNA total foi extraido, e a sintese de cDNA realizada. Apds a testagem dos cDNAs
por PCR convencional, as amostras de cDNAs foram armazenadas a — 20 °C até a

realizacado da qPCR.

3.7. Isolado de Metarhizium anisopliae

O isolado de fungo utilizado foi o ESALQ-E9 de Metarhizium anisopliae obtido
junto a colegao de entomopatdégenos mantida no Laboratério de Patologia de Insetos
e Controle Microbiano da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ-USP). O fungo foi
cultivado em meio de cultura BDA (Batata + Dextrose + Agar) em placas de Petri por
um periodo de 8-10 dias a uma temperatura de 26+1°C. O preparo da solugcao de
esporos foi feito pela raspagem do micélio com auxilio de uma alga de niquel e
entdo adicionado a uma solucado de Tween 80 a 0,05% para posteriores diluicdes e

contagem na cadmera de Neubauer, de acordo com Alves (1998).

3.8. Expressao dos genes GH16 em lagartas tratadas com Metarhizium
anisopliae

Para avaliar a expressdo dos genes que possuem o dominio GH16 sob a
acao de M. anisopliae foi utilizada a concentragcdo de 1x10” conidios/mL que foram
aplicadas por pulverizagdo por todo o corpo de lagartas de 3° instar. Insetos do
grupo controle foram pulverizados apenas com a solugdo de Tween utilizada para
diluir os conidios. Os insetos de cada grupo (tratado e controle) foram coletados
apos 24 e 48 horas apods a aplicagdao do fungo. Ambas as coletas foram realizadas

em triplicata biologica, onde cada repeticdo consistiu em um conjunto de trés
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lagartas. O experimento foi realizado em condi¢des controladas a 28°C £ 1°C e 70 %
10% de UR e fotoperiodo de 12h. Apds as coletas dos insetos, os mesmos foram
pulverizados em nitrogénio liquido e imediatamente o RNA total foi extraido, e a
sintese de cDNA realizada. Ap6s a testagem dos cDNAs por PCR convencional, as

amostras de cDNAs foram armazenadas a — 20 °C até a realizagcédo da qPCR.

3.9. Analise estatistica dos resultados de expressao génica.

As analises de expresséo foram realizadas usando o método AACt (Livak e
Schmittgen, 2001) através da ferramenta web SATQPCR
(http://satgpcr.sophia.inra.fr/cgi’lhome.cgi; Rancurel et al. 2019). Os resultados

obtidos foram submetidos ao teste t de Student (p < 0,05).

4. RESULTADOS

4. 1 Identificagao dos genes de BGRP
em D. saccharalis

Foram identificadas no transcriptoma intestinal de D. saccharalis quatro
contigs possuindo sequéncias com identidade para as proteinas com dominio GH16,
todas com ORF completa. As sequéncias dos genes foram nomeadas de acordo
com o numero do contig encontrado: DsGH16_c10227, DsGH16_c12479, 1048
DsGH16_c28729 e DsGH16_c32367.

A partir da analise in silico das proteinas preditas, observou-se que todas
apresentam peptideo sinal (Figura 1A), sugerindo que todas as proteinas sao
provavelmente secretadas no meio extracelular. Além disso, todas possuem o
dominio GH16 como era esperado, uma vez que a sequéncia isca utilizada na
analise possuia este dominio. (Figura 1A). Por fim, DsGH16_c12479,
DsGH16_c28729 e DsGH16_c32367 possuem o dominio de ligagcdo a carboidrato
CBM39, e DsGH16_c10227 nao, mostrando que os trés primeiros podem ser GRPs
(Figura 1A). Outro ponto que sustenta essa possibilidade é que DsGH16_c10227
possui dois acidos glutamamicos (E) que correspondem aos aminoacidos cataliticos
(Figura 1B), sugerindo que esta proteina pode ser [(-1,3 glucanase funcional.
Adicionalmente, DsGH16 c12479, DsGH16 c28729 e DsGH16 ¢c32367 néo

possuem estes aminoacidos na mesma posi¢cao (Figura 1B), indicando que o
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dominio GH16 destas proteinas provavelmente n&o é funcional, outra caracteristica
das BGRPs.

A

GH16_c10227
| — GH16_CCF * 374 aa
GH16_c12479

] CBM39 i GH16_beta_GRP - like + 486 aa

GH16_c28729

. GH16_beta_GRP - like } 520 aa
GH16_c32367
|, CBM39 g GH16_beta_GRP - like | 476 aa
B Dominio GH16

Dsac c10227 176 AYNTYGTWP-SSGEIDLVESRGNRHM 200
Dsac cl12479 310 KDNVYGSRRYESGLMRVAFARGNPSE 334
Dsac c28729 342 RDNAYGLKNYASGIMRVAYAKGNAEY 366
Dsac c¢32367 286 FLKKYGSSNYASGVIKIATALGNRDL 310

consenso : ** *k 2 o, 1 **

Figura 1. Analise das proteinas preditas que possuem o dominio GH16 em Diatraea saccharalis. (A)
Caracterizagdo dos dominios funcionais e peptideos sinal[RRC1] (vermelho) através do CDD.
DsGH16_c12479, DsGH16_c28729 e DsGH16_c32367 apresentam dominio de ligagdo de
carboidratos (CBM39) em azul. DsGH16_c10227 n&o apresenta dominio CBM39. (B) Alinhamento da
regido correspondente ao dominio GH16 para comparagédo dos aminoacidos cataliticos (marcados em
vermelho). GH16_CCF (cd08024) - Coelomic cytolytic factor, member of glycosyl hydrolase family 16,
CBM39 1481 (azul) (pfam15886) - Carbohydrate binding domain (family 32). Gene DsGH16_c10227

possui dois acidos glutamamicos (E) em vermelho.

4.2 Analise filogenética das sequéncias com dominio GH16 de D. saccharalis
Para construgdo da arvores filogenética foi usado o método da
verossimilhanca (ML). A arvore foi gerada a partir do alinhamento de sequéncias de
proteinas com os dominios GH16 de D. saccharalis e outras espécies de
Lepidoptera. Sequéncias de Drosophila melanogaster e Aedes aegypti (Diptera)
foram utilizados como grupo externo (Figura 2). E notério a formacéo de trés grupos
ou clados com valores de bootstrap acima de 70, dos quais as sequéncias

DsGH16_c10227 se agrupa com outras sequéncias de B-1,3 glucanases de outros
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Lepidoptera, inclusive as de Spodoptera frugiperda e Manduca sexta. As sequéncias
DsGH16_c12479 e DsGH16_28729 agruparam-se em diferentes clados, porém bem
mais préximos entre si, do que com as demais. DsGH16_c12479 se agrupa com
BGRP2 de M. Sexta e DsGH16_28729 se agrupa com BGRP1, sugerindo que estes
dois genes se originaram de um ancestral em comum. Além disso, neste grupo, as
sequéncias de D. melanogaster e A. aegypti formaram grupos externos. Finalmente,
DsGH16_c32367 formou um terceiro clado com MBP e BGRP de M. sexta.
Claramente, alguns lepidépteros possuem mais de um gene neste clado, mas D.
saccharalis possui apenas um. As sequéncias de D. melanogaster e de A. aegypti
formam o grupo externo deste clado. E importante destacar que todas as sequéncias
de D. saccharalis agruparam-se com as de Chilo suppressalis elou Ostrinia

furnacalis, representantes da familia Crambidae.
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Figura 2. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para proteinas que
possuem o dominio GH16 de Lepidoptera e Diptera. Os ramos de Lepidoptera estdo em vermelho e

os de Diptera em verde. A espécie-alvo deste estudo esta destacada em vermelho. O alinhamento foi
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realizado no programa MEGA 7 utilizando o algoritmo MUSCLE e a arvore foi construida no servidor
PhyML 3.0. Os valores de bootstrap acima de 70 estdo mostrados nos respectivos ramos. Cédigos
das espécies utilizadas e seus respectivos niumeros de acesso no NCBI estdo descritos a seguir.
Aedes aegypti: Aaeg_a (EAT40654.2), Aaeg_b (EAT48288.2), Aaeg_c (XP_001652521.1), Aaeg_d
(XP_001659796.1), Aaeg_e (XP_001659797.2), Aaeg f  (XP_001664288.1), Aaeg_g
(XP_001664289.1); Bombyx mori: Bmor_a (NP_001036840.1), Bmor_b (NP_001037450.1), Bmor_c
(NP_001128672.1), Bmor_d (NP_001159614.1); Chrysodeixis includens: Cinc_a (CAH0584499.1),
Cinc_b (CAH0584500.1), Cinc_c (CAH0584501.1); Chilo suppressalis: Csup_a (CAH0398888.1),
Csup_b (CAHO0398890.1), Csup_c (CAH0398896.1), Csup_d (CAH2992139.1); Drosophila
melanogaster. Dmel_a = GNBP3 (CAJ18907.1), Dmel_b = GNBP1 (CAJ18915.1); Danaus plexippus
plexippus: Dple_a (XP_032511450.1), Dple_b (XP_032520321.1), Dple_c (XP_032520323.1), Dple_d
(XP_032520413.1), Dple_e (XP_032520894.1); Galleria mellonella: Gmel_a (XP_026751005.1),
Gmel_b (XP_026762479.2); Helicoverpa armigera: Harm_a (XP_049702897.1), Harm_b
(XP_049706601.1), Harm_c (XP_049707922.1), Harm_d (XP_049707924.1); Helicoverpa zea:
Hzea_a (XP_047020091.1), Hzea_b (XP_047026604.1), Hzea_c (XP_047026780.1), Hzea_d
(XP_047026782.1); Manduca sexta: Msex_1-3-Gluc  (XP_030023420.1), Msex_BGRP2
(XP_037294818.1), Msex BGRP1 (XP_037294759.1), Msex_MBP (AYK02796.1), Msex_BGRP3
(ADK39022.1); Ostrinia furnacalis: Ofur_a (XP_028179173.1), Ofur_b (XP_028179414.1), Ofur_c
(XP_028179416.1), Ofur_d (XP_028179419.1); Papilio machaon: Pmac_a (XP_014357992.2),
Pmac_b (XP_014363378.2), Pmac_c (XP_045536216.1), Pmac_d (XP_045536217.1), Pmac_e
(XP_045536315.1); Phthorimaea operculella: Pope_a (KAI5637471.1), Pope_b (KAI5637473.1);
Plutella xylostella: Pxyl_a (CAG9088905.1), Pxyl_b (XP_037961545.2), Pxyl ¢ (XP_037976333.2);
Spodoptera  frugiperda:  Sfru_a  (XP_035445207.2), Sfrub (XP_035458158.1), Sfru_c
(XP_050549491.1), Sfru_d (XP_050549498.1).

4.3. Validagcao da expressao dos genes que possuem dominio GH16 no
intestino e carcacga

Os tecidos de intestino e carcaga foram dissecados de lagartas de 5° instar. O
gene DsGH16 _c10227 (provavel B-1,3 endoglucanase), foi mais expresso no
intestino do que na carcaga, conforme esperado (Figura 3A). Dentre os genes de
provaveis BGRPs, o gene DsGH16_c28729, foi mais expresso na carcaga do inseto,
que compreende principalmente a cuticula, os corpos gordurosos e a hemolinfa
(Figura 3B). Os demais genes, DsGH16_c12479 e DsGH16_c32367, ndo mostraram
diferengas significativas entre os tratamentos, ou seja, sdo expressos tanto no

intestino quanto na carcacga de forma idéntica (Figura 3B).
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Figura 3. Localizagdo da expressédo dos genes que possuem dominio GH16 de Diatraea saccharalis
no intestino e carcaga de lagartas de 5° instar. Os dados de expressdo foram analisados no
SATgPCR o utilizando o método de AACt e teste t de Student. * P<0,05; ** P<0,01; n. s. ndo

significativo.

4.4. Expressdao dos genes que possuem dominio GH16 apés aplicagao de
conidios de Metarhizium anisopliae na cuticula

Apés a aplicagao topica de Metarhizium anisopliae nas lagartas de 3° instar
de D. saccharalis, das provaveis BGRPs, os genes DsGH16 _c28729 e
DsGH16_c32367 tiveram sua expressao diminuida de forma significativa apds as

primeiras 24h de exposi¢ao ao fungo, em comparagao ao tratamento controle. Apds
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48h, apenas o gene DsGH16_c28729 continuou com sua expressado diminuida no

tratamento com M. anisopliae em comparacédo ao tratamento. controle. Os demais

genes nao sofreram alteragao de expressao entre os tratamentos.
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Figura 4. Analise da expressao dos genes que possuem dominio GH16 de Diatraea saccharalis em

lagartas de 3° instar a 24h (A) e 48h (B) apds a aplicagdo topica de solu¢do de conidios de M.

anisopliae. Os dados de expressdo foram analisados no SATgPCR o utilizando o método de AACt e

teste t de Student. * P<0,05; n. s. nao significativo.

5. DISCUSSAO

Os insetos, diferente dos vertebrados, possuem o sistema imune inato

(humoral e celular) para combater infeccées por microrganismo (LEMAITRE &

HOFFMANN, 2007). A resposta humoral dos insetos depende de receptores

moleculares (PRRs) para reconhecer o patdgeno e iniciar a resposta (GOBERT et
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al.,, 2003; GOTTAR et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2014). As BGRPs podem
reconhecer, dependendo da espécie, bactérias gram-positivas, gram-negativas e
fungos (GOBERT et al., 2003; JIANG et al., 2004; GOTTAR et al., 2006). Entretanto,
em Lepidoptera, parecem reconhecer além de fungos e bactérias gram-positivas,
também reconhecem bactérias gram-negativas (JIANG et al., 2004; Wang et al.,
2011; RAO et al., 2014).

Neste trabalho, foram identificados quatro genes com dominio GH16, tanto
BGRPs, como [B-1,3 glucanases, a partir do transcriptoma intestinal da D.
saccharalis (NORIEGA et al., 2020). Dentre os dominios, provavelmente trés sao
BGRPs, que normalmente tém um dominio de ligagdo a carboidrato (CBM)
N-terminal, bem como um dominio GH16 que carece de atividade de hidrolase
catalitica, contudo muitos insetos possuem uma enzima hidrolitica com dominio
GH16 funcional (HUGHES, 2012). Dentre estas, encontramos um gene em D.
saccharalis com caracteristicas de uma é B-1,3 glucanases com dominio GH16
provavelmente funcional devido a presenga dos aminoacidos cataliticos. De fato, nas
espécies de Lepidoptera, o gene B-1,3 glucanase é unico em diferentes espécies (
PAUCHET et al., 2009; BRAGATTO et al., 2010; HUGHES, 2012), contudo quando
se trata de BGRPs os lepidépteros possuem no minimo trés coépias (HUGHES,
2012).

Os genes de BGRPs se agrupam em clados distintos em Lepidoptera,
normalmente formando trés quando realizado uma analise filogenética, e separados
do clados das B-1,3 glucanases (Figura 2; HUGHES, 2012). Durante nossa analise,
as proteinas preditas DsGH16_c12479 e DsGH16_c28729 se agrupam com BGRP2
e BGRP1 de Manduca sexta,respectivamente, tendo como grupo externo GNBP3 de
Drosophila melanogaster, a mesma que reconhece padrées moleculares fungicos
neste diptero (GOTTAR et al.2006). No terceiro clado se encontra DsGH16_c32367,
onde também se agrupam a BGRP3 e MBP de M. sexta e BGRP2/GNBP de Bombyx
mori, tendo como grupo externo GNBP1 de D. melanogaster que reconhecem
bactérias Gram-positivas. As BGRPs de Lepidoptera, diferentemente das GNBPs de
Drosophila, podem reconhecer fungos, bactérias gram-positivas ou negativas,
embora as diferentes BGRPs de Lepidoptera possam ter maior indugao frente a um
tipo especifico de patégeno (LEE et al. 1996; WANG et al. 2011, RAO et al., 2014).
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Quanto a localizagdo da expressdo, o gene DsGH16 c10227 foi mais
expresso no intestino, o que ja era de se esperar, por provavelmente ser uma
enzima digestiva. Outras proteinas homodlogas de [-1,3 glucanases em outros
insetos também obtiveram expressao majoritaria no intestino (GENTA et al, 2009;
PAUCHET et al. 2009; BRAGATTO et al. 2010), embora Pauchet et al., (2009) nao
descarte que esta enzima tenha fungao no sistema imune do intestino. No grupo das
BGRPs, apenas o gene DsGH16_c28279 foi mais expresso na carcaga, onde a
mesma possui corpos gordurosos, hemocele, epiderme e traqueias. A BGRP1 de
Manduca sexta também é mais expressa nos corpos gordurosos e é secretada na
hemolinfa do inseto (MA & KANOST, 2000). Contudo, os genes DsGH16 _c12479 e
DsGH16 _c32367 se expressaram de forma idéntica tanto na carcaga quanto no
intestino o que pode indicar uma fungdo em ambos os tecidos ou que estes genes
sdo induziveis. BGRP2 de M. sexta é expressa na lagarta diante de alguns fatores,
como auséncia de alimento, fase de pré-pupa ou quando sofre acéo de patégenos
(JIANG et al., 2004).

Alguns estudos mostram que os genes envolvidos na resposta humoral dos
insetos, sdo induzidos quando expostos a patogenos (JIANG et al. 2004; BAI et al.
2020; LONG et al. 2022), contudo, de forma surpreendente, o0s genes,
DsGH16_c28729 e DsGH16 _c32367 foram inibidos nas primeiras 24h, quando
entraram em contato com os conidios de M. anisopliae na cuticula, e o gene
DsGH16_c28729 continuou sendo inibido apdés 48h apds o contato. Existem pelo
menos duas hipdéteses que podem explicar esses resultados. Uma € que os tempos
avaliados foram muito tardios e que a resposta de inducédo pode ter ocorrido mais
cedo, embora ainda ndo justifique uma repressdo da expressdo dos genes. A
segunda hipotese é que o fungo pode produzir algum fator de viruléncia que reprime
a expressao de genes de resposta a infecgdo. Ambas hipbteses precisam ser

testadas para podermos explicar melhor esses dados.

Neste estudo identificamos os genes de BGRPs de D. saccharalis e 0 seu
perfil de expressao durante a infecgcao de M. anisopliae. Uma vez que a expressao
das BGRPs foi menor no tratamento com fungo do que no controle, fica o
questionamento se a expressao dos genes de profenoloxidases (PPOs) também é
diminuida, uma vez que as BGRPs atuam a montante das PPOs na via de produgao

de melanina em resposta a ataque de patdgenos. Entender como os insetos
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respondem a acdo de patdogenos pode ajudar no desenvolvimento de estratégias
mais eficazes no combate de pragas como D. saccharalis,uma das principais pragas

da cana-de-agucar no Brasil.

6. CONCLUSAO

Os resultados aqui mostrados mostram que os quatro genes afetados, o gene
DsGH16_c10227 afeta de alguma forma quando as lagartas sdo infectadas com
entomopatdégenos. Foi possivel observar que houve uma supressdo da expressao
dos genes DsGH16 _c28729 e DsGH16_c32367 quando exposto ao M. anisopliae
apos das 24h e 48h, o que pode indicar que haja alguma proteina responsavel.
Havendo a necessidade de estudos posteriores para confirmacgao. Tais estudos sao
importantes para compreensdo das vias de sinalizagdo do sistema imune dos
insetos porém ndo consegue a simular o ambiente de campo e o que acontece na

natureza, onde os insetos sdo suscetiveis a patdgenos de insetos.
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