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RESUMO

O sistema de defesa dos insetos é constituido de barreiras estruturais passivas, como a cuticula, e
respostas ativas, como a resposta celular e humoral. Estas respostas sdo controladas por vias de
sinalizacdo que sdo ativadas para induzirem a expressdo de genes responsaveis por controlar varios
mecanismos de defesa, dos quais um dos principais é a via Toll, que é evolutivamente conservada.
Em larvas e adultos, esta via € ativada pelo reconhecimento de padrGes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) que no caso de fungos sdo as B-1,3 glicanas, e de bactérias sdo 0s
peptidoglicanos, reconhecidas a partir das GNBPs ou BGRPs. Estas proteinas sdo caracterizadas
por possuirem um dominio N-terminal de ligagdo a carboidrato denominado CBM e um dominio
GH16 de B-1,3 glucanase nédo funcional, que irdo sinalizar a presenca do patdgeno e tentar combaté-
lo. Além disso, muitos insetos possuem B-1,3 glucanases funcionais onde a proteina possui apenas
0 dominio GH16. Ao contrario de Drosophila, onde GNBP1 reconhece peptidoglicanos (PGs) de

bactérias Gram-positivas e GNBP3 reconhece -1,3 glicanas de fungos, em Lepidoptera todos 0s



ortélogos de GNBPs (as BGRPs) podem reconhecer bactérias Gram-positivas e negativas e fungos.
No entanto, a maioria dos estudos realizados nesta area utilizou microrganismos ndo patogénicos a
Insetos ou oportunistas. Portanto, existe a necessidade de estudos sobre como essas vias do sistema
imunolégico se comportam durante a infeccdo por entomopatogenos, particularmente nos estagios
iniciais da infeccdo. Neste estudo, analisamos 0s genes que possuem o dominio GH16 (BGRPs e -
1,3 glucanases) utilizando a broca da cana-de-agUcar Diatraea saccharalis como modelo de estudo.
Assim, a expressao dos genes identificados foi avaliada em lagartas de 3° instar desafiadas com
doses subletais dos patdgenos Metarhizium anisopliae e Bacillus thuringiensis. Adicionalmente, a
expressao de um gene de B-1,3 glucanase foi avaliada em lagartas que se alimentaram de diferentes
dietas. Por fim, discutimos como estes genes que estdo envolvidos na reposta imune e seus genes
relacionados, respondem a patdgenos naturais, que possuem mecanismos para superar as defesas

dos insetos.
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF MOLECULAR PATTERN
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por
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ABSTRACT

The cuticle is a passive structural barrier in the insect defense system, and cellular and
humoral responses are active defense mechanisms. These responses are regulated by signaling
pathways that are activated to cause the expression of genes in charge of managing different defense
mechanisms, one of which is the Toll pathway, which has been conserved throughout evolution.
The recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), which are -1,3 glucans in
fungi and peptidoglycans in bacteria and are recognized by GNBPs or BGRPs, activates this
pathway in larvae and adults. These proteins are distinguished by having a non-functional $3-1,3
glucanase GH16 domain and an N-terminal carbohydrate-binding domain known as CBM that will
signal the presence of the pathogen, triggering the response to combat it. Furthermore, many insects
have functional B-1,3 glucanases with only the GH16 domain. In Lepidoptera, all orthologs of
GNBPs (the BGRPs) are able to recognize both gram-positive and negative bacteria as well as fungi,
in contrast to Drosophila, where GNBP1 recognizes peptidoglycans (PGs) from gram-positive

bacteria and GNBP3 recognizes f-1,3 glucans from fungi. However, non-pathogenic or



opportunistic microorganisms were used in the majority of studies in this field. Therefore, research
IS required to determine how these immune system pathways respond to entomopathogen infection,
especially in the early stages of infection. We used the sugarcane borer, Diatraea saccharalis, as a
study model and looked at genes with the GH16 domain (BGRPs and (-1,3 glucanases). Thus, in
third instar caterpillars exposed to sublethal doses of the pathogens Metarhizium anisopliae and
Bacillus thuringiensis, the expression of the identified genes was assessed. Additionally, in
caterpillars fed various diets, the expression of a gene encoding a B-1,3 glucanase was assessed.
Finally, we discuss how these immune response-related genes, and their associated genes react to

naturally occurring pathogens, which have mechanisms to circumvent insect defenses.
KEY WORDS:
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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE GENES
RECONHECEDORES DE PADROES MOLECULARES E B-1,3 ENDOGLUCANASES
(FAMILIA GH16) EM Diatraea saccharalis (LEP.: CRAMBIDAE) DURANTE INFECCAO

POR ENTOMOPATOGENOS

por

FELIPE MARINHO COUTINHO DE SOUZA

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em Entomologia Agricola, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencéo do grau de

Mestre em Entomologia Agricola.

RECIFE - PE

Fevereiro — 2023



IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE GENES
RECONHECEDORES DE PADROES MOLECULARES E B-1,3 ENDOGLUCANASES
(FAMILIA GH16) EM Diatraea saccharalis (LEP.: CRAMBIDAE) DURANTE INFECCAO

POR ENTOMOPATOGENOS

por

FELIPE MARINHO COUTINHO DE SOUZA

Comité de Orientacéo:

José Dijair Antonino de Souza Junior — UFRPE

Vi



IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE GENES
RECONHECEDORES DE PADROES MOLECULARES E B-1,3 ENDOGLUCANASES
(FAMILIA GH16) EM Diatraea saccharalis (LEP.: CRAMBIDAE) DURANTE INFECCAO

POR ENTOMOPATOGENOS

por

FELIPE MARINHO COUTINHO DE SOUZA

Banca Examinadora:

José Dijair Antonino de Souza Junior — UFRPE (Presidente)
Fernando Campos de Assis Fonseca — IFG-GO

Guilherme Duarte Rossi — FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP

Felipe Marinho Coutinho de Souza Prof. José Dijair Antonino de Souza
Junior — UFRPE

Orientador

Mestre em Entomologia

Vii



Dados Internacionais de Catalogacédo na
PublicagdoUniversidade Federal Rural de
Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a)
autor(a)

S729i

Souza, Felipe, Felipe Marinho Coutinho de

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE GENES RECONHECEDORES DE
PADROESMOLECULARES E ?-1,3 ENDOGLUCANASES (FAMILIA GH16) EM Diatraea saccharalis (LEP.:
CRAMBIDAE)
DURANTE INFECCAO POR ENTOMOPATOGENOS / Felipe, Felipe Marinho Coutinho de Souza. - 2023.

70 f. :il.

Orientador: Jose Dijair Antonino de Souza
Junior.Inclui referéncias.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pés-Graduagdo em
EntomologiaAgricola, Recife, 2024.

1. Sistema imune. 2. dominio GH16. 3. expressao génica. 4. Metarhizium anisopliae. 5. Bacillus
thuringiensis. I.Junior, Jose Dijair Antonino de Souza, orient. II. Titulo

CDD 632.7

viii



DEDICATORIA

Aos meus pais, Jodo de Assis de Souza e Edilma Marinho Coutinho, que nunca mediram

esforgos para que eu chegasse até aqui. Dedico.



SUMARIO

Pégina
AGRADECIMENTOS........ooviivieieeessesesseesses s sess s s ssss s sss s s ssssssssnssnsennses ix
CAPITULOS

1 INTRODUGAO ....oooioieiceeeeceeeeee et ens s 1
LITERATURA CITADA . ......oveeieeeesreeteeeesseeseeseessess s sessssassnsesssenssnsssnssanans 11

2 0S GENES QUE POSSUEM DOMINIO GH16 SAO INIBIDOS EM Diatraea

saccharalis (LEP.. CRAMBIDAE) DURANTE ESTAGIOS INICIAIS DA

INFECCAO DE Metarhizium anisopliae E Bacillus thuringiensis ...................... 18
RESUMO ...ttt et e et e e st e e st e e e nnae e e nnaeeennneeans 19
ABSTRACT e e e e nes 21
INTRODUGAO ...t eeeesee st ns s s 23
MATERIAL E METODOS........coiveiieeeieeiessiesssesiesesessesesesessesessssssesses s sessesenns 26
RESULTADOS ...ttt n e 33
DISCUSSAD ....ooiimmimerinerieesessseesses et 38
AGRADECIMENTOS ...ttt 43
LITERATURA CITADA ...ttt et 43
3 CONSIDERAGOES FINAIS......ociieeeeesieseseseeesesiessteseess s sesissesssnessenasnsssensenenss 59



CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

Os insetos estdo expostos a uma variedade de microrganismos, e para sua manutencao no
ambiente, desenvolveram um eficiente mecanismo de defesa contra essas infeccGes através de
respostas imunolégicas (Lu & Leger 2016). O sistema de defesa dos insetos é constituido de
barreiras estruturais “passivas” ¢ respostas ativas (Ratcliffe et al. 1985, Lavine & Stand 2002,
Negreiro et al. 2004). As respostas ativas sdo formadas por respostas celulares e humorais que
compdem um dos principais mecanismos de defesa, denominado de sistema imunoldgico inato
(Lavine & Strand 2002). A resposta humoral é dada pela presenca de proteinas solUveis na
hemolinfa que desencadeiam uma série de aces imunoldgicas como: a fagocitose, a melanizacédo
e a sintese de peptideos antimicrobianos (Vilmos & Kurucz 1998). Para que ocorra a resposta do
sistema imune dos insetos frente a alguma infeccdo € necessario que as vias de sinalizacdo sejam
ativadas para induzirem a expressdo de genes responsaveis por controlar varios mecanismos de

defesa, permitindo assim, controlar e/ou eliminar grande parte das infecces (Wu et al. 2022).
Sistema Imune dos Insetos

Os primeiros estudos conduzidos a respeito da imunidade nos insetos séo datados ainda do
século XIX, onde a partir da observacdo de células responsaveis por fagocitar corpos estranhos
levantou-se hipdteses a respeito do que hoje conhecemos como sistema imune inato (Park & Lee
2012). Esse sistema é formado por defesas complexas, que o patdgeno precisa superar para que

consiga colonizar todo o corpo do inseto e consequentemente se estabelecer no ambiente. Até que



0 patdgeno consiga realizar todos os processos de colonizacao ele precisara ultrapassar, primeiro
pelas barreiras fisicas e quimicas presentes no tegumento do inseto e chegando na hemocele ir4
entdo precisar superar barreiras ainda mais complexas, que séo as do sistema imune inato (Park &
Lee 2012). Adentrando no corpo do inseto, assim que o patdgeno tem acesso & hemocele, ele precisa
enfrentar a defesa humoral que produzem moléculas tdxicas, concomitantemente com os hemacitos
(granuldcitos, plasmatdcitos, oenocitoides, etc), que fazem parte da defesa celular, e estes sdo
capazes de fagocitar, encapsular o patégeno alvo, ou realizar a melanizagéo, processo que acontece
tanto na defesa celular quanto humoral (Royet 2004). As defesas celulares sdo de grande
importancia no processo de protecdo do inseto porque sdo as grandes responsaveis por produzir
respostas letais aos patégenos. Um outro ponto importante é que os patdgenos intracelulares, como
os virus, precisam enfrentar tanto a xenofagia celular quanto as defesas de RNA interferente

(Merkling & van Rij 2013).
Imunidade Celular

A partir de glandulas linfaticas presentes nos 6rgdos hematopoiéticos, presentes durante
duas das fases de desenvolvimento dos insetos, a embriogénese e o estado larval, originam-se 0s
pré-hemdacitos, células primarias que se diferenciam podendo dar origem a outros tipos de células

hemoliticas como os hemdcitos (Cerenius et al. 2008).

Os hemocitos sdo responsdveis por fazerem uma das primeiras “linhas de frente” na
identificacdo e controle de infecgdo microbiana nos insetos. Os hemacitos sdo responsaveis por
envolver, degradar e eliminar substancias ou corpos estranhos que estejam invadindo o organismo
do inseto (Kim-Jo et al. 2019). Os principais tipos de hemdcitos nos insetos sao o0s granuldcitos,
plasmatdcitos, oenocitdides e os esferuldcitos, sendo os granulécitos os mais abundantes nos

lepidopteros (Merkling & van Rij 2013).



A partir do processo de fagocitose os granuldcitos se aderem & molécula desconhecida e a
degradacdo se da a partir da producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas
de Nitrogénio (ERN), que séo substancias toxicas para os patdgenos, que adiante ativam a producéao
de oxidases do NAPDH, que podem ativar as vias de defesa humoral nos insetos. (Lundgren &

Jurat-Fuentes 2012).
Imunidade Humoral

A imunidade humoral é caracterizada, principalmente pela producdo de peptideos
antimicrobianos (do inglés, antimicrobial peptides ou simplesmente, AMPs). Estes peptideos sdo
produzidos no corpo gorduroso, e em menor propor¢do em outras células somaéticas e por
granuldcitos e plasmacitos circulantes na hemolinfa (Hoffmann, 1995, Lavine & Strand 2002,
Govind 2008, Strand 2008, Meng et al. 2021). A producdo de AMPs ¢ o estagio final da resposta
humoral, podendo ser iniciada pela ativacdo de trés principais vias ou rotas de sinalizacdo extra e

intracelular. Estas vias sdao denominadas Toll, IMD e Jak-STAT.

Os principais estudos de identificacdo da funcdo destas vias foram realizados na espécie
modelo Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae), geralmente utilizando microrganismos
ndo-patogénicos de insetos ou oportunistas, que podem ativar as vias de defesa, mas nao apresentam
viruléncia capaz de levar o inseto a morte (Williams 2007). Neste inseto, a via Toll € mobilizada
em resposta a infeccdo causada por bactérias Gram-positivas e fungos, enquanto a via IMD ¢
mobilizada por bactérias Gram-negativas e infecgdes causadas por multiplas classes de patégenos

associados com as barreiras da membrana (Lemaitre & Hoffmann 2007).

Ja a via Jak-STAT ¢ ativada em resposta a virus, junto com a via do RNAI, e, também,
envolvida na resposta celular a insetos parasitoides (Dostert et al. 2005, Myllymék & Ramet 2014,

Tafesh-Edwards & Eleftherianos 2020). Uma das caracteristicas em comum destas vias de



sinalizacdo é a especificidade frente a divergéncia genética observada em grupos de patdégenos que

desencadeiam a mesma via de resposta (Hoffmann 2003).

O motivo disto foi posteriormente elucidado com a caracterizagdo das principais proteinas
reconhecedoras de padrdes molecular (do inglés, Pattern Recognition Receptors, ou PRRs), sendo
0s principais, as proteinas de reconhecimento de peptidoglicano (do inglés, Peptidoglycan
Recognition Proteins, ou PGRPs), as proteinas de ligacdo a bactérias Gram-negativas (do inglés
Gram-Negative Binding Proteins ou GNBPs) e também Gram-positivas, e as proteinas de
reconhecimento de B-glicanas (do inglés, f-Glucan Recognition Proteins ou 3-GRPs) (Lemaitre &

Hoffmann, 2007). As duas Gltimas séo alvos deste trabalho e serdo discutidas posteriormente.
Avia Toll

A Via Toll é uma via evolutivamente conservada inicialmente caracterizada como
fundamental no desenvolvimento embrionario de Drosophila (Belvin & Anderson 1996). Alguns
componentes essenciais desta via séo a citocina extracelular Spatzle, o receptor transmembranico
Toll (que da nome a via), os adaptadores intracelulares MyD88 e Tube, a quinase Pelle, a proteina
Cactus (o homdlogo de Drosophila para IkB) e os fatores de transcri¢cdo Dorsal e Dif (Lemaitre &
Hoffmann, 2007). Interessante notar que a maioria destes genes, em Drosophila, sdo regulados
positivamente durante uma infecgdo por fungos ou bactérias Gram-positivas (naturalmente ndo
patogénicos ou oportunistas) (Lemaitre et al. 1996, 1997), e a delecéo de qualquer um desses genes
com excecdo de Cactus e Dorsal € caracterizada pela auséncia de resposta imune, marcada pela
expressao de AMPs, e um aumento de susceptibilidade a estes mesmos microrganismos (Lemaitre
et al. 1996, Rutschmann et al. 2002). De fato, Cactus regula negativamente a via Toll, inibindo a
acao de Dorsal e Dif (Nicolas et al. 1998), que por sua vez possuem funcdes redundantes, pelo

menos em larvas de Drosophila (Manfruelli et al. 1999).



De forma breve, a via Toll é inicialmente ativada pelo reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) que no caso de fungos pode ser a -1,3 glicana, e no
caso e bactérias Gram-positivas podem ser peptidoglicanos. Essas moléculas sdo reconhecidas por
receptores de padrdes moleculares ou PRRs (GNBPs ou B-GRPs, discutidas posteriormente) que
estdo presentes na hemolinfa ou no intestino de forma extracelular (Rosales & Vonnie 2017). Ap6s
o reconhecimento, o receptor Toll ndo é ativado por interacGes diretas com microrganismos
propriamente ditos ou 0s seus receptores, mas pela interacdo com intermediada por uma citocina
Spatzle, que é ativada a partir da clivagem feita por uma serino protease (Hoffmann 2003, Govind
2008). Durante a infeccdo por fungo, o gene persephone estd envolvido na produgdo dessas serino
proteases (Brennan & Anderson 2004). A cascata proteolitica € composta por pelo menos trés
proteases, que culmina na ativacéo de Spatzle. Desta forma Spétzle se liga a porgéo extracelular do
receptor Toll ativando-o0. Em seguida, a porcédo intracelular de Toll associa-se a MyD88, que por
sua vez, associa-se a Tube, em seguida a Pelle através dos dominios DD (Dead box). Apds este
processo, Pelle fosforila a proteina Cactus (Daigneault et al. 2013), que é dissociada de Dorsal/DIF
que, por sua vez, formam homodimeros translocando-se para o nlcleo, onde ativam a expressao de

AMPs (Lemaitre & Hoffmann 2007, Valanne et al. 2022).

De fato, é importante salientar que ndo necessariamente este mecanismo da via Toll de
Drosophila, se repete em outras ordens de insetos, inclusive Lepidoptera. Na realidade, precisa-se
de cautela na hora de inferir fungdo por homologia pois alguns genes do sistema imune podem
exercer funcdes diferentes em espécies diferentes (Lima et al. 2021). Entretanto, a fungdo das
proteinas Toll e Spéatzle ja& foram confirmadas em Manduca sexta (Zhong et al. 2012), e
provavelmente a sinalizacdo da via Toll deva funcionar de maneira similar em Diatraea

saccharalis.



Finalmente, mais recentemente, a via Toll também foi implicada na resposta induzidas por
padrdes moleculares associados a danos ou perigo de danos (DAMPS), respostas a infecgdes virais
em determinadas condigdes, e resposta celular a acdo de parasitoides que depositam ovos na

hemolinfa de Drosophila (Vallane et al. 2022).
As PRRs reconhecedoras de bactérias e fungos, BGRPs e GNBPs

Na imunidade inata, a primeira linha de defesa dos insetos, depende inicialmente de
proteinas que reconhecem padrdes os padrdes moleculares dos microrganismos. Estas proteinas que
reconhecem estes padrdes sdo chamadas de receptoras de reconhecimento de padrées moleculares
ou PRRs (Lemaitre & Hoffmann 2007). Os principais padrdes sdo os lipopolissacrideos (LPS) e
peptidoglicanos (PGs) em bactérias, e f-1,3 glicana em fungos (Park & Lee 2012). As PRRs se
ligam a célula invasora e iniciam, de forma répida, tanto a reposta humoral (producéo de AMPs),
como a reposta celular, por exemplo, melanizacéo através da ativacdo da via da profenoloxidase
(Lemaitre & Hoffmann 2007, Eleftherianos et al. 2021). Em relacdo as PRRs que reconhecem
bactérias Gram-positivas e fungos, podemos destacar, inicialmente, as GNBPs. Este nome foi dado
originalmente devido a propriedade da proteina se ligar a bactérias Gram-negativas no lepiddptero
Bombyx mori (Lee et al. 1996). Entretanto, esta nomenclatura se consolidou em Drosophila, apesar
de que a GNBP1 ativar via toll em resposta a bactérias Gram-positivas (Gobert et al. 2003) e a
GNBP3 ativar a mesma via em resposta a fungos (Gottar et al. 2006). Ja a denominagdo BGRP
(proteina de reconhecimento de B-glicana) foi dada a partir do trabalho de Ma & Kanost (2000)
onde estes identificaram uma proteina no lepiddptero Manduca sexta que era capaz de se ligar a
bactérias (G+ e G-) e a fungos, especialmente, a B -1, 3 glicana. Outras BGRPs foram identificadas

em M. sexta também com a capacidade de se ligar a bactérias e fungos em maior ou menor grau, 0



que difere das GNBPs de Drosophila, que séo especificas para cada microrganismo (Jiang et al.

2004, Wang et al. 2011).

As GNBPs e BGRPs sdo caracterizadas por possuirem um dominio N-terminal de ligacéo a
carboidrato denominado CBM (do inglés Carbohydrate Binding Module) e um dominio GH16 de
B-1,3 glucanase, porém sem atividade de catélise (Lemaitre & Hoffman 2007). Até agora, 0 modelo
que melhor explica 0 modo de a¢do de das PRRs ¢ o descrito para BGRP2 de M.sexta para
reconhecimento de fungos. Inicialmente, as infecgdes na hemolinfa séo detectadas pela ligacéo das
BGRP2 as B-1,3 glucanas da parede celular do fungo, o que induz a associagao proteina-proteina de
BGRP2 através do dominio CBM (N-terminal) (Dai et al. 2013, Takahashi et al. 2014). Esta
interacdo entre PGRPs e B-1,3 glucanas fornece uma plataforma para o recrutamento e ativagao
localizada de proHP14, uma protease serinica que da inicio a ativacdo da cascata proteolitica que
culmina na ativacéo da via de PPO (Takahashi et al. 2014). MSP e ModSP, ort6logos 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).

Finalmente, apesar de todas as GRPs/ GNBPs identificadas até momento ndo possuirem
atividade enzimatica no dominio GHI16, elas estdo relacionadas evolutivamente com as [-1,3
glucanases encontradas em diversos insetos, também conhecidas como laminarinases (Hughes,
2012). De fato, as BGRPs/ GNBPs néo sdo consideradas propriamente pertencentes a familia GH16
por ndo possuirem atividade enzimatica, e estdo classificadas como proteinas que possuem modulo

de associacéo a carboidratos (Viborg et al. 2019).
B-1,3 Glucanases pertencentes a familia GH16

As B-1,3-Glucanases sdo um grupo de enzimas hidroliticas, intrinsecamente associadas a

plantas, fungos, virus, e invertebrados, podendo estar presentes como endo ou exo-p-1,3-Glucanase,



e exercem funcgdes fisioldgicas essenciais na regulacéo de reagdes importantes, desde a germinacao
ou dorméncia de sementes até a quebra da parede celular de um hospedeiro atacado por um virus
(Fibriansah et al. 2007). Estas enzimas pertencem a uma das mais amplas familias de enzimas, as
Glicosil Hidrolases (GH), que sdo consideradas a chave do metabolismo de carboidratos, e é um
grupo de enzimas presente em varios organismos desde arqueobactérias a eucariontes,
contemplando praticamente todos os reinos. As -1,3-Glucanases atuam quebrando ligagdes do tipo

B-1,3 em B-glicanas.

Grupo de glicoproteinas importante, as 3-1,3-Glicanas, por sua vez, sdo polissacarideos de
cadeia simples e ndo ramificada presentes em varios organismos, tanto eucariotos, como plantas
inferiores e superiores, mais especificamente nas Poaceae, em fungos, protozoarios, cromistas,
algas e alguns liquens, e em procariotos, como por exemplo, algumas bactérias Gram-negativas.
Desempenham um importante papel estrutural em micro e macrorganismos, geralmente estio
associadas a outros carboidratos ou proteinas na formagdo da matriz ndo-celulésica, constituindo a
parede celular de plantas e microrganismos eucariontes, mas podendo também estar associada a
membrana plasmatica ou a proteinas presentes na parede celular de alguns procariontes (Chen et al.

1993, Fibriansah et al. 2007, Burton & Fincher, 2009).

As B-1,3-Glucanases pertencem a familia GH16 e possuem como caracteristica uma
estrutura do tipo B, o que faz com que tenha afinidade de reacdo com moléculas que possuam mesmo
tipo de conformacdo, e essas estruturas estdo presentes em polissacarideos de origem marinha ou
terrestre, estdo compreendidas taxonomicamente em uma familia grande e diversa de glicosidases
e transglicosidases. Agindo diretamente na degradacdo e remodelagem dos polissacarideos da

parede celular de organismos marinhos e terrestres, as GH16 possuem uma grande diversidade e



ampla distribuigdo em varios dominios como bactéria, oomicetos, fungos, plantas e animais, sejam

eles terrestres, como os insetos, e/ou invertebrados marinhos (Viborg et al. 2019).

Muitas B-1,3-Glucanases ja foram validadas em insetos, especialmente, no coledptero T.
molitor (Genta et al. 2009), nos lepidopteros Helicoverpa armigera (Pauchet et al. 2009) e
Spodoptera frugiperda (Bragatto et al 2010) além de dipteros como Aedes aegypti (Souza et al.
2019). Em todos os casos, as enzimas foram mais expressas no intestino, indicando uma provavel
funcdo na digestdo. Porém, alguns indicios apontam para uma possivel funcdo na imunidade, uma
vez que esta enzima respondeu a ingestdo de bactérias (Pauchet et al. 2009). A funcdo exata destas

enzimas em insetos ainda permanece a ser elucidada.

Relevancia do Estudo

A cana de agUcar Saccharum officinarum Linneu (1753) é uma cultura de grande importancia
econdmica para o Brasil, que é o maior produtor da inddstria sucroalcooleira mundial, com uma
estimativa de producéo da safra 2022/2023 de aproximadamente 600 milhdes de toneladas em uma

area de aproximadamente 8 milhdes ha (Conab 2022).

Frente a esse cenario, torna-se necessario buscar tecnologias e técnicas de manejo que
contribuam para a diminuicdo das perdas nos campos, causadas principalmente por doencas, que
geralmente surgem ap0s o0 ataque de pragas como a broca-da-cana-de-agUcar Diatraea saccharalis
Fab. (Lepidoptera: Crambidae) (Wenzel et al. 2022), a qual, é praga-chave da cultura no Brasil
(Pereira et al. 2020). A broca-da-cana-de-agUcar € responsavel por causar perdas drasticas tanto na
producdo de etanol quanto de aglcar, como em outros cultivos (Daquila et al. 2019, Francischini et
al. 2019). O principal problema na presenca dessa praga no campo se d& justamente pelas perdas

ocasionadas, tanto pela raspagem das folhas da planta nos primeiros instares da broca, como pela



abertura de galerias no colmo que causam o "coragdo-morto” (Valencia Arbelaéz et al. 2021). Além
disso, interrompem o fluxo de &gua e sais minerais das raizes para as folhas, que concomitantemente
interrompe o fluxo inverso no redirecionamento da seiva elaborada para o colmo e raizes,
propiciando a entrada de fitopatdgenos como o Fusarium moniliforme e o Colletotrichum falcatum,
responsaveis por doengas como a podriddo vermelha do colmo. A podriddo acaba diminuindo a
qualidade do caldo, uma vez que a inversdo da sacarose ocasiona uma perda na pureza da calda e
contaminagdo no processo de fermentacdo alcéolica resultando em prejuizos (Tomaz et al. 2018,

Oliveira Barbosa et al. 2020).

No Brasil, o controle desta praga pode ser realizado via aplicacdo de inseticidas quimicos,
porém ndo é o tipo de controle mais eficiente devido ao adensamento das plantas e o hbito endofitico
da praga. Além disso, os inseticidas quimicos podem provocar danos ao meio ambiente, diminuindo
populagdes de insetos ndo-alvo e/ou benéficos, tendo em vista que grande parte dos inseticidas néo
é seletivo, fazendo com que seja crucial a busca por alternativas que possam ser tanto eficazes no
controle como menos danosas ao meio ambiente (Daquila et al. 2019). Outra estratégia de controle
é utilizacdo do controle bioldgico, que na maioria dos casos € feito utilizando o parasitoide Cotesia
flavipes (Hymenoptera: Braconidae), que é um inimigo natural desta broca (Parra 2014, Sanches et
al. 2017). Uma outra alternativa importante é a utilizacdo de fungos entomopatogénicos, onde
destaca-se a espécie Beauveria bassiana (Legaspi et al. 2000, Wenzel et al. 2022), e a Metarhizium
anisopliae (Zappelini et al. 2010), ou a utilizagdo de bactérias entomopatogénicas como o Bacillus
thuringiensis Bt (Silva et al. 2018), alem de combinagfes entre diferentes agentes de controle

biolégico (Mahmoud et al. 2011)

O Metarhizium anisopliae é uma das espécies do género Metarhizium que se destaca por ser

um agente de controle populacional de vérias espécies de insetos, sendo assim classificado como
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uma espécie generalista, utilizada principalmente no controle de pragas agricolas e que tem sido foco
de estudos diante de sua eficiéncia (Wang et al. 2012, Moon et al. 2017). Esta espécie se caracteriza
por produzir uma série de enzimas como as quitinases que auxiliam na penetracdo da cuticula e os
metabdlitos secundarios como as destruxinas (DTX) que sdo depsipeptideos ciclicos que auxiliam
na inibicdo das defesas do inseto facilitando a infeccdo do fungo (Pal et al. 2007, Schrank &

Vainstein, 2010).

Um outro importante agente microbiano usado amplamente no controle de pragas € o Bacillus
thuringiensis, que como é uma alternativa viavel ao controle quimico e ja ha a utilizacdo dos genes
responsaveis pela expressdo de toxinas Cry em plantas transgénicas (Tabashnik et al. 2023),
empregadas no controle de D. saccharalis. O Bt caracteriza-se por agir no intestino de insetos
principalmente de larvas de lepiddpteros, e sua toxicidade é resultado da agdo sinérgica de cristais e
esporos, porém os cristais sdo suficientes para provocar mortalidade (Pardo-Lopez et al. 2013,

Daquila et al. 2019).

Todos estes patdgenos precisam lidar com as defesas imunologicas dos insetos e de alguma
forma supera-las para poder se desenvolver e multiplicar dentro do hospedeiro. Neste processo
proteinas relacionadas a familia GH16 estdo diretamente envolvidas pois sdo pecas fundamentais no
reconhecimento de bactérias Gram-positivas e fungos. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
identificar os integrantes da familia GH16, ou seja que possuam o dominio GH16, de D.saccharalis
e caracteriza-los in silico, e em resposta a agentes microbianos de controle. Ainda, é importante
salientar que o trabalho focard no processo inicial de infeccdo dos agentes (até 48 horas),

principalmente, na forma natural de infeccdo.
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