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RESUMO

A membrana peritrofica (MP) é uma estrutura presente no intestino da maioria dos insetos,
e tem a fungdo de protecdo do epitélio intestinal e compartimentalizagdo da digestdo. A MP ¢
composta principalmente de quitina e proteinas associadas. Isto faz com que as enzimas envolvidas
no metabolismo de quitina no intestino seja, fundamentais para a fisiologia e protecao dos insetos.
Neste estudo fez-se a identificacdo e caracterizagdo das principais enzimas envolvidas no
metabolismo de quitina, como quitina sintase (CHS), quitina desacetilases (CDA) e quitinases
(CHT), com foco naquelas que atuam no intestino. Os alvos do estudo foram as espécies-praga da
cana-de-acucar, Diatraea saccharalis, Diatraea impersonatella e Telchin licus. Apés a
identificacdo averiguou-se em D. saccharalis a resposta de expressao destes genes sob o tratamento
com concentragdes subletais dos inseticidas lufenuron, um inibidor da sintese de quitina, e Bacillus
thuringiensis (Bt), uma bactéria que produz toxinas que vao atuar sob o epitélio intestinal do inseto.
Os genes foram identificados a partir de transcritomas intestinais das trés espéecies estudadas. Apos
deducdo das proteinas, confirmou-se os dominios funcionais que caracterizam as enzimas
estudadas. Estes dominios foram identificados utilizando o algoritmo “CDD” do NCBI. Os
peptideos sinal e os dominios transmembrana foram identificados utilizando o Phobius. Foram
identificadas em média um gene de CHS2, 7 de CDAs e 8 de CHTs nas trés espécies estudadas,
mantendo-se conservados 0s genes identificados. Para analise da expressao génica por RT-qPCR
utilizou-se como espécie modelo D. saccharalis para tratamentos com os inseticidas. No tratamento

com Bt verificou-se um aumento da expressao de um gene de CDA e diminuigéo da expressao de



dois genes de quitinase. J& o tratamento com lufenuron, verificou-se o aumento relativo da
expressao de uma CDA e uma quitinase, e diminuicdo da expressdo de duas quitinases. A questao
que fica é se esses genes tém sua expressao relativa aumentada ou diminuida pela acdo direta dos
inseticidas, ou se essa variacdo é uma resposta fisioldgica secundaria do inseto para remodelagem
de reparo da MP. A melhor compreensao das respostas moleculares do metabolismo de quitina da

membrana peritrofica podem auxiliar no aperfeigoamento de taticas de manejo de pragas.

PALAVRAS-CHAVE: Membrana peritrofica, quitina sintase, quitina desacetilase,

quitinase, expressao génica, efeitos subletais.
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by
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ABSTRACT

The peritrophic membrane (PM) is a chitin structure present in the midgut of most insects.
The PM has the function of protecting the intestinal epithelium and digestion compartmentalization.
MP is mainly composed of chitin and associated proteins, and this makes the enzymes involved in
the metabolism of chitin in the midgut pivotal for the physiology and protection of insects. In this
study, we identified and characterized the main enzymes involved in chitin metabolism, such as
chitin synthase (CHS), chitin deacetylases (CDA) and chitinases (CHT), focusing on those that act
in the midgut. The study targets were the sugarcane pest species, Diatraea saccharalis, Diatraea
impersonatella and Telchin licus. After genes identification, the expression response of these genes
was investigated in D. saccharalis under treatment with sublethal concentrations of the insecticides
lufenuron, an inhibitor of chitin synthesis, and Bacillus thuringiensis (Bt), a bacterium that produces
toxins that will act in the insect's midgut epithelium. The genes were identified from midgut
transcriptomes of the three species studied. After protein sequences prediction, the functional
domains that characterize the studied enzymes were confirmed. The domains were identified using
the NCBI's “CDD” algorithm. Signal peptides and transmembrane domains were identified using
Phobius. On average, one CHS gene, 7 CDAs and 8 CHTs were identified in the three species
studied. The identified genes were conserved across species. For the analysis of gene expression by
RT-gPCR, D. saccharalis was used as a model species for treatments with insecticides. In the
treatment with Bt, there was an increase in the expression of a CDA gene and a decrease in the
expression of two chitinase genes. On the other hand, treatment with lufenuron showed a relative
increase in the expression of a CDA and a chitinase, and a decrease in the expression of two other

chitinases. Whether these genes have their relative expression increased or decreased by the direct



action of insecticides, or whether this variation is a secondary physiological response of the insect
to remodeling during PM repair is still elusive. A better understanding of the molecular responses
of genes involved in peritrophic membrane metabolism could help improve pest management

tactics.

KEY WORDS: Peritrophic membrane, chitin synthase, chitin deacetylase, chitinase, gene

expression, sublethal effects
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A quitina é considerada como o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, e é
encontrada em fungos, nematoides e artropodes (Wagner, 1994). A quitina € um homopolimero
linear de N-acetilglicosamina (GICNAC) cujos monossacarideos sdo unidos através de ligacbes
glicosidicas do tipo B, 1-4 (Merzendorfer & Zimoch. 2003). Em insetos, a quitina € um componente
essencial da cuticula e de estruturas internas, como traqueia e membrana peritrofica (Snelling et al.
2011, Zhong et al. 2013). Logo, o metabolismo da quitina na cuticula e na membrana peritréfica é
regulado para lidar com processos fisiologicos e crescimento dos insetos, sendo classificados em
processos de sintese, modificacdo e degradacdo, e que sdo realizados por enzimas especificas
(Tetreau et al 2015). Das principais enzimas envolvidas no metabolismo de quitina nos insetos, a
quitina sintase € a enzima responsavel pela sintese de quitina (CHS — do inglés chitin synthase), as
quitinas desacetilases (CDA - do inglés Chitin deacetylase) alteram a quitina por desacetilacdo e as
quitinases degradam a quitina por processo hidrolitico (Liu et al. 2019).

A membrana ou matriz peritréfica consiste principalmente de fibrilas de quitina associadas
a glicoproteinas e proteoglicanos, e equivalem a cerca de 20-60% da massa total da membrana
peritréfica (De Mets & Jeuniaux, 1962). A membrana peritréfica esté localizada no intestino médio
dos insetos, funcionando como uma barreira de protecdo do epitélio intestinal contra danos
mecanicos causados por alimentos abrasivos, e auxilia na eficacia da digestdo (Hegedus et al. 2009,
Liu et al. 2019). Isto é possivel em razdo da sua composi¢do, pois as proteinas presentes na

membrana peritrofica auxiliam na imobilizacdo de enzimas digestivas, permitindo a digestdo e
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aquisicdo de nutrientes de forma eficiente (Terra. 2001). Outra funcdo fisioldgica atribuida a
membrana peritrofica € a neutralizacdo de toxinas e outros compostos toxicos como inseticidas
(Abedi & Brown 1991), metais pesados (Devenport et al. 2006), aleloquimicos vegetais (Barbehenn
2001), além da protecéo fisica contra bactérias (Kuraishi et al. 2011) e virus (Derksen & Granados
1988).

A formacdo da quitina por monémeros de UDP-N-Acetilglicosamina é sintetizada por CHS,
enzimas da familia das glicosiltransferases. Nas etapas do mecanismo da sintese da quitina a CHS
é responsavel por transferir o aclcar ativado UDP-GICNAc para a extremidade ndo redutora da
cadeia crescente de quitina (Merzendorfer, 2011). Em insetos existem dois genes de CHS (CHS1 e
CHS2 ou CHSA e CHSB), sendo CHS1 expresso no tegumento e traqueia, enquanto o gene CHS2
é restrito ao epitélio intestinal, responsavel pela sintese da quitina na formacdo da membrana
peritréfica (Merzendorfer & Zimoch. 2003, Merzendorfer. 2006). Embora apenas dois genes de
CHS sejam descritos para insetos, estudos mostram que diferentes isoformas resultam da CHS1,
esse processo de splicing alternativo acontece durante o desenvolvimento do inseto (Arakane, et al.
2004). Segundo observac6es de Zimoch et al (2005), em insetos lepiddpteros a quitina sintase do
intestino médio é expressa no apice microvilar, isso pode implicar diretamente na sintese da MP.
Estudos com Bombyx mori (Lineu), Leptnotarsa decemlineata (Say) e Rhodnius prolixus (Stal)
comprovaram a importancia da quitina nas fun¢ées da membrana peritrofica, isso foi confirmado
apos silenciar a expressdo de CHS2 utilizando a técnica de RNA interferente (Zhuo et al. 2014, Shi
et al. 2016, Alvarenga et al. 2016).

A degradacdo da quitina é catalisada pelas enzimas quitinases que fazem parte da familia
glicosideo ou glicosil hidrolases (GH). As quitinases estdo classificadas em duas familias, GH 18 e
19, sendo a familia 18 representada em todos 0s reinos, como bactérias, plantas e animais, e GH 19

exclusivamente encontradas em plantas (Arakane & Mutukrishnan, 2010). As quitinases
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desempenham sua funcdo na eliminacdo da cuticula velha e na rotatividade da membrana
peritrofica, dessa forma, as GH18 de insetos, que sdo endoquitinases, sd0 responsaveis por
hidrolisar ligagdes -1,4 de N-acetilglucosamina (Arakane & Mutukrishnan, 2010, Zhu et al 2008).
O silenciamento de quitinases pode afetar o crescimento e o0 peso de larvas de insetos, e,
provavelmente, estes efeitos sdo devido ao enfraquecimento da membrana peritréfica (Liu et al.
2019, Khajuria et al. 2010).

As quitina desacetilases (CDA) sdo enzimas que modificam a quitina, convertendo N-
acetilglucosamina em glucosamina, ou seja, removendo o grupo acetil, essa desacetilacdo torna a
matriz de quitina mais resistente a hidrolise por endoquitinases. (Liu et al. 2019). As CDAs sédo
classificadas em dois tipos: CDAs especificas do intestino medio e CDAs ndo intestinais, baseando-
se na localizacdo de enzimas em varios insetos (Campbell et al. 2008, Toprak et al. 2008, Zhong et
al. 2014). As sequéncias de CDAs séo divididas em varios grupos, sendo eles: I, I, 111, IV e V (Yu
et al. 2018, Han et al 2015, Xi et al 2014). O silenciamento de CDAs em alguns insetos resultou
em fenotipos anormais e altas taxas de mortalidade. (Yu et al. 2016, Quan et al. 2013)

Dessa forma, devido a quitina ser essencial para o desenvolvimento, crescimento e aspectos
fisioldgicos dos insetos, a sua interferéncia ou inibicao representa um alvo potencial para o controle
de insetos. Moléculas que interferem no metabolismo da quitina, como as benzoil-fenil-ureias
(BPU) foram desenvolvidas em 1970, como o diflubenzuron (Graf, 1993). Os inseticidas BPU
inibem a sintese de quitina, ocasionando interferéncia na formacéo da cuticula quando o inseto faz
a muda (Post et al 1974, Mian et al 1982, Schneider et al. 2008). De acordo com o IRAC (2022),
estdo registradas no Ministério da agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) os seguintes
principios ativos de BPU: bistrifluron, chlorfluazuron, diflubenzuron, flucycloxuron, flufenoxuron,
hexaflumuron, lufenuron, novaluron, noviflumuron, teflubenzuron e triflumuron. Em relagéo a

resisténcia a inseticidas inibidores de sintese de quitina, ja foram relatados casos para diflubenzuron,
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teflubenzuron, flufenoxuron, lufenuron, chlorfluazuron e entre outras BPU (Voudouris et al. 2011,
Rodrigues et al 2011, Anwar et al 2005). As BPUs atuam como inibidores da sintese de quitina ao
interferir na sintese ou deposicdo de quitina no exoesqueleto e em estruturas quitinosas dos insetos
(Merzendorfer & Zimoch, 2003). O modo de acdo exato dessas BPUs tem sido debatido, em afetar
indiretamente a biossintese da quitina, resultando em alteracdes no trafego vesicular e na alteracéo
do recepetor transportador ABC na sintese de quitina (Meyer et al. 2013). Insetos e acaros
resistentes a BPUs foram identificados com mutacdes no gene de CHS, isso confirmou-se quando
a delecdo por CRISPR-Cas9 das regides de mutacdo em insetos suscetiveis aumentou a razéo de
resisténcia de 100 a 15000 vezes dependendo do inseticida utilizado (Douris et al. 2016). Um estudo
com Tetranychus urticae caracterizou uma populacdo resistente a BPU como monogénica e
recessiva, identificando também como mecanismo de resisténcia uma mutacao no gene CHS 1 (Van
Leeuwen et al. 2012). Outros insetos como populacdes de S. frugiperda apresenta resisténcia
poligénica, incompletamente recessiva com heranga autossémica (Nascimento, et al. 2020).

Outra forma de controle de insetos que também podem interferir na membrana peritrofica é
a utilizacdo de inseticidas a base da bactéria gram-positiva Bacillus thuringiensis (Bt) (Lacey et al.
2015). As primeiras tentativas de usar Bt para o controle de insetos ocorreram em 1920 nos Estados
Unidos e na Hungria, contra as pragas Lymantria dispar e Ostrinia nubilalis, respectivamente
(Metalnikov & Chorine. 1929; Husz. 1930). O crescimento do uso de formulados de Bt foi devido
a sua acdo especifica, o que resultou na reducdo do uso de inseticidas quimicos, e, principalmente,
por se mostrar eficaz contra insetos mastigadores especialmente aqueles que se alimentam no
interior de plantas (Pardo-Lopez et al. 2013). As toxinas de Bt causam mortalidade devido a
formacdo de poros na membrana das células epiteliais do intestino de insetos. As 6-endotoxinas
também chamadas de proteinas Cry e proteinas Cyt sdo as principais responsaveis pela acéo

inseticida da bactéria (Bravo et al. 2005). As toxinas agem quando o0s cristais proteicos sdo ingeridos
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pelo inseto, e sdo dissolvidos no intestino médio, assim as protoxinas liberadas sdo ativadas por
proteases intestinais que se ligam a receptores do intestino médio permitindo a oligomerizacdo da
toxina e insercdo nas células. Este processo desencadeia uma série de alteragdes celulares que
culmina na morte celular, resultando na degradacdo do intestino médio, e consequente morte do
inseto (Zavala et al. 2020, Pacheco et al. 2009). Os motivos que acarretam a resisténcia de insetos
ao Bt estdo associados a diversos mecanismos como a ativacao alterada de toxinas Cry por proteases
do intestino médio, sequestro da toxina por rea¢des glicolipidicas, inducdo de uma resposta elevada
do sistema imune e ligagdes reduzidas as membranas intestinais incluindo mutacdes nos receptores
das toxinas (Li et al. 2004, Ma et al. 2011, Hernan et al. 2010, Gahah et al. 2010, Baxter et al.
2011). Plantas transgénicas expressando toxinas Cry de Bt sdo liberadas comercialmente no Brasil,

e tem-se disponivel cultivares de soja, milho, algodao e cana-de-ac¢tcar (CNTBIo, 2022).

Relevancia do estudo

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acUcar (Saccharum officinarum)
apresentando uma producdo em torno de 654,72 milhGes de toneladas na safra 2020/2021 (Conab
2022). Desse total, 92% séo produzidos na regido Centro-Sul e 8% nas regides Norte e Nordeste,
sendo Pernambuco o segundo maior produtor do Nordeste (Conab 2022). Um dos principais
problemas que tem reduzido a produtividade da cultura € a ocorréncia de insetos-praga. Dentre
estes, os principais que afetam os canaviais sdo: a broca comum da cana, Diatraea saccharalis
(Fabr.), a broca-amarela da cana, Diatraea impersonatella (Box), anteriormente conhecida como D.
flavipennella, e a broca gigante, Telchin licus licus (Drury) (Mendonga 1996, Pinto et al. 2009). As
lagartas destas espécies, se alimentam do colmo da cana, abrindo galerias, e muitas vezes se

alimentando dos meristemas provocando o sintoma de coragdo morto (Pinto et al. 2009, Negrisoli
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et al. 2015). Os orificios feitos pelas lagartas também servem de porta de entrada para diversos
microrganismos, especialmente os fungos Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme,
agentes da doenca da podriddo vermelha do colmo (Valente et al. 2014, Villas Boas & Alves. 1988).
Estas infeccOes resultam na reducdo da sacarose, quantidade e pureza do caldo afetando o
rendimento de producao e acucar ou etanol (Villas Boas 1986, Negrisoli et al. 2015).

Varios métodos de controle sdo utilizados para minimizar as perdas ocasionadas pela acao
dessas pragas como o controle quimico, o controle biolégico com o uso do parasitoide larval Cotesia
flavipes (Cameronn), o controle por catacdo manual e variedades resistentes que previne a acdo de
um inseto-praga (Barbosa. 2012, Botelho & Macedo 2002, Negrisoli et al. 2015, Zuniga-oviedo et
al.2016). Uma classe de inseticidas potente amplamente utilizados para o controle de pragas séo as
benzoilureias, como o lufenuron que é liberado no Brasil para o controle da espécie da broca da
cana-de-acgucar D. saccharalis (Cohen, 1993; MAPA, 2022). Pouco se sabe a respeito dos efeitos
das BPUs na expressdo dos genes relacionados ao metabolismo de quitina. Porém, o tratamento de
larvas de T. castaneum com diflubenzuron nédo afetou a regulacdo destes genes, no entanto levou a
uma reducéo de 40% no conteldo de quitina da membrana peritréfica do inseto (Merzendorfer et
al. 2012). Em um outro estudo em Drosophila melanogaster, os autores concluiram que a acao do
diflubenzuron e do lufenuron blogueiam a sintese da quitina na traqueia desses insetos (Gangishetti,
et al. 2009) porém sem evidéncias de alteracdo de expressdo génica.

Os bioinseticidas a base de B. thuringiensis sdo uma alternativa aos inseticidas quimicos
para controlar importantes pragas agricolas. Plantas transgénicas expressando toxinas Cry podem
ser utilizadas no controle de diversos insetos, incluindo a broca da cana-de-agucar, D. saccharalis.
Estas plantas podem ser altamente eficazes contra insetos endofiticos, e que sdo mais dificeis de
controlar com os pesticidas quimicos (Pardo-Lopez et al. 2012, Daquila et al. 2019). Além disso,

cepas de Bt que produzem quitinases, aumentam a atividade inseticida das toxinas cry (Regev et al.
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1996; Guttmann e Ellar, 2000). Esse resultado é devido a degradacdo da membrana peritrofica, o
que permite um maior acesso das toxinas aos receptores nas células do intestino médio (Regev et
al., 1996). Todavia, pouco se sabe sobre o efeito de B. thuringiensis e suas toxinas sobre o
metabolismo de quitina nos insetos. Em Helicoverpa armigera a alimentacdo de lagartas com a
cepa de Bt HW33-1 que expressa a toxina CrylAc, afetou os niveis de expressao de genes de CDAs.
Os genes HaCDAba, HaCDAL e HaCDAZ2 foram significativamente menos expressos em larvas
alimentadas com a cepa de Bt. (Han et al. 2015).

Diante do exposto, no proximo capitulo, objetivou-se catalogar os principais genes que
participam do metabolismo de quitina dos trés lepidopteros-praga da cana-de-acucar, identificar
quais sdo 0s genes expressos no intestino, e qual é o efeito de concentracdes subletais de lufenuron

e B. thuringiensis na expressédo destes genes.
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CAPITULO 2
CONCENTRACOES SUBLETAIS DE LUFENURON E Bacillus thuringiensis AFETAM A
EXPRESSAO DE QUITINA DESACETILASES E QUITINASES INTESTINAIS DE Diatraea

saccharalis?

GLENDA CAROLINE CONCEICAO DAMASCENO?
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de quitina desacetilases e quitinases intestinais de Diatraea saccharalis. A ser submetido.
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RESUMO - A membrana peritréfica (MP) de insetos é formada principalmente por fibras de quitina
e proteinas associadas. A MP serve como primeira defesa contra microrganismos, além de proteger
as células epiteliais de danos mecanicos. Pouco se sabe a respeito dos efeitos de doses subletais de
inseticidas e repostas moleculares dos genes de metabolismo de quitina. Assim, este trabalho teve
como objetivo identificar os principais genes que participam do metabolismo da MP das trés brocas
da cana-de-acucar, Diatraea saccharalis, Diatraea impersonatella e Telchin licus a partir de
transcritomas intestinais. Além disso, verificou-se o efeito de concentragdes subletais de lufenuron
e Bacillus thuringiensis sob a expressao dos genes de metabolismo de quitina no intestino de D.
saccharalis. A partir dos resultados da analise in silico identificou-se em média em 7 genes de
CDAs, 8 genes de CHTs e um gene de CHS2. Todos os genes e proteinas preditas apresentaram
dominios funcionais e demais caracteristicas preditas equivalentes aquelas ja relatadas para outras
espécies. Além disso, foram confirmados como mais expressos no intestino em comparagdo com a
carcaca de lagartas de 4° instar de D. saccharalis, 0 gene DsacCHS2, trés genes de CDAs e 7 genes
de CHTSs. Por fim, um mesmo gene de CDA foi ativado em insetos tratados com concentracdes
subletais de lufenuron e Bt. Entretanto, estes mesmos inseticidas alteraram a expressao de genes de
quitinases diferentes. Este estudo mostra que os efeitos subletais de lufenuron e Bt podem estar
associados de forma direta ou indireta a alteracdes da expressdo de genes que estdo envolvidos no
metabolismo de quitina no intestino, e, consequentemente, no metabolismo da MP. Estudo futuros
devem tentar responder se os efeitos na expressdo dos genes sdo causa ou consequéncia dos efeitos
subletais destes inseticidas. Um melhor entendimento da resposta fisiolégica e molecular dos
insetos a inseticidas pode fornecer bases para o aperfeicoamento das estratégias de controle de
pragas. Foram determinados nesse estudo um gene de CHS2, 7 genes de CDA e 10 genes de
quitinases no transcritomas intestinais das trés brocas da cana de agucar incluindo estruturas de

dominios, padrdo de expressdes e relacdes filogenéticas. Também verificamos que acdo de
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inseticidas inibidores da sintese de quitina e bioldgicos ativam o mesmo gene de CDA e altera a
expressao de CHT.
PALAVRAS-CHAVE: Brocas da cana-de-aglcar, membrana peritrofica, inibidores da sintese de

quitina, Bacillus thuringiensis

SUBLETAL CONCENTRATIONS OF LUFENURON AND Bacillus thuringiensis AFFECT
THE EXPRESSION OF MIDGUT CHITIN DEACETYLASE AND CHITINASE IN Diatraea

saccahralis

ABSTRACT — The peritrophic membrane (PM) of insects is mainly formed by chitin fibers and
associated proteins. PM serves as a first defense against microorganisms, and protects epithelial
cells from mechanical damage. Little is known about the effects of sublethal doses of insecticides
and molecular responses of chitin metabolism genes. Thus, this work aimed to identify the main
genes that participate in the PM metabolism of the three sugarcane borers, Diatraea saccharalis,
Diatraea impersonatella and Telchin licus, using intestinal transcriptomes. Furthermore, the effect
of sublethal concentrations of lufenuron and Bacillus thuringiensis on the expression of chitin
metabolism genes in the intestine of D. saccharalis was verified. Based on the results of the in silico
analysis, an average of 7 CDA genes, 8 CHT genes and one CHS2 gene were identified in the three
studied species. All genes and predicted proteins presented functional domains and other predicted
characteristics corresponding to those already reported for other species. In addition, the DsacCHS2
gene, three CDA genes and 7 CHT genes were confirmed to be more expressed in the intestine
compared to the carcass of D. saccharalis 4™ instar caterpillars. Finally, the same CDA gene was

activated in insects treated with sublethal concentrations of lufenuron and Bt. However, these same
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insecticides altered the expression of different chitinases. This study shows that the sublethal effects
of lufenuron and Bt may be directly or indirectly associated with alterations in the expression of
genes that are involved in the metabolism of chitin in the intestine, and, consequently, in the
metabolism of PM. Future studies should try to answer whether the effects on gene expression are
the cause or consequence of the sublethal effects of these insecticides. A better understanding of
the physiological and molecular response of insects to insecticides can provide a basis for improving

pest control strategies.

KEY WORDS: Sugarcane borers, peritrophic membrane, chitin synthesis inhibitors, Bacillus
thuringiensis

Introducéo

O epitélio do intestino médio de insetos € comumente revestido por uma estrutura
denominada de membrana peritrofica. A membrana peritrofica consiste principalmente de fibrilas
de quitina e proteinas associadas, e seu principal papel € auxiliar na digestdo de alimentos, protecéo
contra patdgenos, e na protecdo do epitélio intestinal contra danos mecénicos (Liu et al. 2019). A
Quitina sintase 2 (CHS2) é uma enzima de acao restrita ao epitélio intestinal e é uma das principais
responsaveis pela sintese de quitina para a formacdo da membrana peritréfica (Merzendorfer &
Zimoch. 2003, Merzendorfer. 2006). A membrana peritrofica é dindmica, e estd em constante
sintese, modificacdo e degradacdo durante o desenvolvimento do inseto e no processo de muda (Liu
etal., 2019). A degradacdo da quitina é feita principalmente pela acdo das quitinases (CHTSs), que
possuem pelo menos 11 grupos em insetos (Arakane et al. 2009, Tetreau et al. 2015). No intestino
médio, as quitinases do grupo 1V sdo as mais expressas em relacdo ao resto do corpo dos insetos

(Arakane et al. 2009). A membrana peritréfica tambem é parcialmente modificada pela acédo das
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quitina desacetilases (CDAs), que removem o grupo acetil da N-acetil-glucosamina, gerando
glucosamina, que em conjunto formam a quitosana (Hegedus et al. 2019). As CDAs sdo divididas
em cinco grupos baseados em dominios proteicos e relacGes filogenéticas, das quais as que sdo mais
expressas no intestino pertencem ao grupo V (Toprak et al., 2008; Arakane et al, 2009). Apesar de
ainda necessitar de maior esclarecimento, é razoavel afirmar que a desacetilagdo parcial da quitina
ajuda a manter a membrana peritréfica mais protegida contra a acdo de endoquitinases, fornece
grupos amino disponiveis para ligacdo com proteinas, e gera sitios de ligacdo seletivos para outras
proteinas (Toprak et al., 2008; Liu et al. 2019)

Como a quitina € um componente estrutural e fisiologico essencial para a sobrevivéncia dos
insetos, alguns inseticidas atuam comprometendo a sintese de quitina (Doucet & Retnakaran, 2012).
Além de provocar méa-formacédo da nova cuticula durante a muda, por exemplo, as benzoilureias,
quando ingeridas, também possuem a capacidade de bloguear parcialmente a sintese de quitina no
intestino médio, induzindo a ma-formacao da membrana peritrofica (Cruz et al., 2021), e a reducéo
da quitina na cuticula e ovos de insetos (Merzendorfer et al 2012, Soltani 1984, Clarke et al 1977).

Além disso, muitos isolados de Bacillus thuringiensis naturalmente expressam quitinases
que auxiliam no processo de patogénese, provavelmente degradando a quitina da membrana
peritréfica, tornando-a mais permeavel (Martinez-Zavala et al., 2020).

O inibidor de sintese de quitina lufenuron e varios produtos formulados a partir de B.
thuringiensis sdo comercializados no Brasil e utilizados no controle da broca da cana-de-acucar, D.
saccharalis (MAPA 2022). Um estudo recente (Xin et al., 2021) mostrou que o inibidor de sintese
de quitina diflubenzuron, molécula semelhante ao lufenuron, afeta a expressdo do gene de quitina
sintase 1 (CHS1) no acaro Tetranychus cinnabarinus, sendo dose-dependente. No entanto, ainda

existem poucos estudos que identifiquem os possiveis efeitos dos inibidores da sintese de quitina e
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de Bt sobre outras enzimas que participem do metabolismo de quitina, principalmente da membrana
peritrofica.

Logo, buscou-se entender melhor os efeitos de doses subletais de um inibidor da sintese de
quitina, lufenuron, e de um produto formulado a base de Bt sobre a expressdao dos genes de CHS2,
quitina desacetilases e quitinases. Desta forma, este trabalho relata: (1) a identificacdo dos genes,
dominios funcionais e relacGes filogenéticas de quitina sintases, quitina desacetilases e quitinases
de D. saccharalis, Diatraeaflavipenella e Telchin licus, insetos-praga que reduzem a produtividade
da cana-de-acgucar, a partir de transcritomas intestinais das especies estudadas; (2) a localizacéo
tecidual da expressdo dos genes encontrados em lagartas de D. saccharalis por RT-gPCR; e, por
fim, (3) os efeitos de doses subletais de lufenuron e B. thuringiensis sobre os genes que sdo mais
expressos no intestino dos insetos, e, que provavelmente, estdo envolvidos na sintese de quitina da
membrana peritrofica. Pesquisas como esta possibilitam entender como agem moleculamente os
genes envolvidos no metabolismo da quitina, principalmentes nas trés brocas da cana-de-agucar que

sdo economicamente importantes.

Material e Métodos
Criacdo de Diatraea saccharalis. Os insetos de D. saccharalis foram mantidos em condicdes de
laboratorio de acordo com Hensley & Hammond (1968), modificado por Aradjo et al (1985).
Lagartas a partir do terceiro instar, pupas e adultos foram mantidos em condicdes especificas para
cada estagio de desenvolvimento. Os ovos, coletados diariamente, foram esterilizados com formol
(3%) e sulfato de cobre (1%), e posteriormente armazenados em placas de Petri na presenca de

umidade. Apds a eclosdo, as lagartas neonatas foram distribuidas em tubos de fundo chato contendo
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20 mL de dieta artificial. Os adultos foram mantidos a 22°C + 1°C e 70 + 10% de UR, lagartas,

pupas e ovos a 28°C + 1°C e 70 + 10% de UR e fotoperiodo de 12h L: 12h.

Transcritomas. Os transcritomas do intestino de D. saccharalis e T. licus utilizados no estudo
foram sequenciados utilizando a plataforma Illumina (Noriega et al. 2020a, Noriega et al. 2020b).
Além disso, o transcritoma de intestino de D. impersonatella também foi obtido por
sequenciamento Illumina (Herbert A. A. Siqueira, comunicacdo pessoal; Dados ainda néo

publicados).

Identificacéo e caracterizacéo in silico dos genes do metabolismo da quitina. Inicialmente, 0s
principais genes gque auxiliam na sintese, modificacédo e degradacédo da quitina foram identificadas
na espécie modelo Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) no NCBI

(https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/), buscando nominalmente no campo “protein” pelos nomes do

genes do metabolismo da quitina (CHS-B, CDA’s ¢ CHTs). A partir destas sequéncias encontramos
0s genes homologos na espécie modelo de Lepidoptera Bombyx mori através do silkbase

(http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgibin/index.cgi). Logo em seguida identificou-se, utilizando o

BlastP sequéncias de B. mori como iscas, as sequéncias de Diatraea saccharalis, Diatraea
impersonatella e Telchin licus a partir de transcritomas de intestino de lagartas de 4° instar (Noriega
et al. 2020a e 2020b, H. Siqueira — comunicacdo pessoal). Os contigs encontrados nos transcritomas
das trés espécies foram analisados para saber se possuiam as sequéncias completas, através da
predicdo das janelas de leitura aberta (ORFs — do inglés Open Reading Frames)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Os dominios proteicos de cada proteina predita a partir dos

contigs foram identificados utilizando 0 algoritmo HMMER v3.1

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan) e CDD
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). Os peptideos sinal foram identificados

utilizando o SignalP v. 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP) e confirmados

utilizando o Phobius (https://phobius.sbc.su.se/) que também identifica dominios transmembrana.

As imagens dos dominios foram feitas com auxilio da ferramenta “PROSITE My Domains”
(https://prosite.expasy.org/mydomains/) e depois melhoradas utilizando o programa PowerPoint

(Microsoft, EUA).

Andlises Filogenéticas. Para a construcdo das arvores filogenéticas, inicialmente, foram
selecionadas sequéncias ortologas no NCBI através de BlastP, utilizando as sequéncias das espécies
estudadas encontradas nos transcritomas. Para quitina sintase 2 foram selecionadas
aproximadamente vinte sequéncias de espécies diferentes para Lepidoptera e Coleoptera (grupo
externo. Ja para quitina desacetilases e quitinases, foram escolhidas pelo menos dez sequéncias para
cada gene dentro da ordem Lepidoptera. Sequéncia de T. castaneum (Coleoptera) foram escolhidas
como grupo externo. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi conduzido no MEGA 7
usando o algoritmo MUSCLE. As andlises filogenéticas, foram realizadas usando o PhyML

(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) utilizando o método de maxima verossimilhanca (ML) e

bootstrap (Guidon et al. 2010), e o Smart Model Selection (SMS) foi utilizado para a escolha do
modelo de substituicdo (Lefort et al. 2017). As construcdes das arvores foram representadas

graficamente a partir do programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e gPCR. As extracdes de RNA total foram realizadas usando
TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Quantidades iguais (1,5 pug) de RNA total
tratadas com DNasel foram usadas para a sintese de cDNA (Noriega et al. 2020). Utilizou-se o kit

de sintese de cDNA iScript gDNA clear (BIO-RAD, Hercules, CA, EUA) de acordo com o
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protocolo recomendado pelo fabricante. Para RT—qPCR, foram utilizados os primers descritos na
Tabela 1. O volume de reagdo foi de 10 puL, com 5 pL de 2X SYBR Green GoTaq® qPCR Master
Mix (Promega, Madison, WI, EUA), 2 uLL de cDNA diluido 1:10, 0,2 uM (0,2 uL) de cada primer
(direto e reverso) e 2,6 uL de agua ultrapura. Todos os experimentos de qPCR foram conduzidos
em um sistema de PCR em tempo real QuantStudio5 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). As reacOes foram conduzidas utilizando o seguinte programa: (i) etapa inicial de 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 curva de
“melting” do primer de 60 a 94 °C, aumentando em 0,5 °C por segundo. As anélises de expressao
foram realizadas usando o método AACt (Livak e Schmittgen, 2001) através do software SATqPCR
(Rancurel et al., 2019). Os dois genes mais estaveis dentre GAPDH, B-tubulina, B-actina e RPS10
foram utilizados como genes de referéncia (Noriega et al., 2020b). Os experimentos foram

conduzidos em triplicatas biologicas e técnicas.

Analise da expressdo dos genes envolvidos no metabolismo de quitina em dois tecidos do inseto
(intestino e carcaca). Para avaliar os padrdes de expressdo nos tecidos, trés lagartas de 4° instar
por amostra foram anestesiadas em gelo por 10 min. Em seguida, os individuos foram dissecados
para separar e coletar o intestino e a carcaca (tecidos ndo digestivos). Trés repeticdes biologicas
foram separadas para cada tecido. Em seguida, foram realizadas a extracdo de RNA total, sintese

de cDNA e avaliacdo da expressdo por gPCR, conforme descritos anteriormente.

Determinacéo da CLaso para os inseticidas Lufenuron e Bacillus thuringiensis. A concentragédo
letal para 30 % dos individuos (CLso) foi escolhida como a dose subletal dos inseticidas a ser
utilizada nos experimentos. Para determinar a CLso. Utilizamos os seguintes produtos com suas

respectivas concentracOes: Lufenuron (Match 50g de ingrediente ativo, i.a. /L-Syngenta) (0,91,
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1,82, 3,64, 7,27, 14,55, 29,09, 58,18 e 116, 36 g de i.a./mL) e B. thuringiensis subsp. aizawai cepa
GC-91 (Agree ®, 500g/kg — Biocontrole, SP, Brasil) (24,27, 48,64, 97,27, 194,09, 389,09, 778,18
e 1549,09 ug/mL). Lagartas de 2° instar foram tratadas via alimentacdo com um volume 4,5 mL de
dieta contendo as respectivas doses dos inseticidas. Ap6s 24h horas a mortalidade de lagartas foi
contabilizada. A CLs foi calculada por analise de Probits, no software Polo Plus 1.0 conforme

descrito na secao de “Analises estatisticas”.

Bioensaios com dose subletal (CL30) de Lufenuron e Bacillus thuringiensis via ingestdo. Para o
bioensaio foram utilizadas lagartas de 4° instar de D. saccharallis. A dieta foi colocada em placas
de Petri com um volume de dieta de 4,5 g/ml contendo lufenuron (Match ®) na concentragéo de
3,04 pg/mL (CLso) ou B. thuringiensis (Agree®) na concentracdo final de 114,8 pg/mL. Logo,
foram liberadas 10 lagartas de 4° instar de D. saccharallis por placa, sendo o experimento repetido
em triplicata. Os tubos foram mantidos em BOD a 28°C £ 1°C e 70 + 10% de UR e fotoperiodo de
12h. Os insetos foram coletados em conjunto de trés por repeticdo e 0 RNA total foi extraido 24 e
48 horas ap0s a disponibilizacdo da dieta tratada com o inseticida. A extracdo do RNA total, a
sintese do cDNA e a avaliacdo da expressdo génica por gPCR foi realizada conforme descrito

anteriormente.

Analise estatistica. A analise da expressdo génica foi feita utilizando o software online de analise
de expressdo génica SATQPCR (http://satgpcr.sophia.inra.fr/cgi/tool.cgi), que utiliza o teste t de
Student para amostras dois a dois. Os dados de mortalidade tanto para Match ® ou Agree ® foram
submetidos a andlise de Probit (Finney 1971) apds correcdo da mortalidade (Abbott 1925),

utilizando o programa POLO — Plus (Software 2005)
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Resultados e Discusséo
Identificacdo, caracterizacdo in silico e anélise filogenética dos genes de quitina sintase em D.
saccharalis, D. impersonatella e T. licus.

Nos transcritomas intestinais de D. saccharalis, D. impersonatella e T. licus foram
encontrados contigs contendo um gene de quitina sintase com a ORF completa. Esses genes
possuem caracteristicas semelhantes (Tabela 2), com as ORFs de D. saccharalis e D.
impersonatella sendo exatamente iguais, e a ORF de Telchin licus possuindo 66 nucleotideos ou 22
aminoacidos a mais. Além disso, as trés proteinas preditas possuem 17 dominios transmembrana e
um dominio de quitina sintase C (Figura 1). Adicionalmente, as trés sequéncias apresentaram ponto
isoelétrico tedrico entre 6,06 e 6,34 e massa teorica entre 173 e 176 (Tabela 2). Dados semelhantes
foram relatados por Merzendorfer e Zimoch, (2003), onde estes afirmaram que as CHS de insetos
sdo proteinas grandes transmembranicas com massa molecular tedrica que vai de 160 a 180 kDa e
apresentam ponto isoelétrico (pl) entre 6,1 e 6,7. Também foram encontrados contigs contendo
ORFs parciais de quitina sintase 1 (CHS1) nos transcritomas das trés especies (Dados nao
mostrados), provavelmente presentes por contaminacdo do intestino com tecido cuticular ou
traqueal. Esse resultado corrobora a observacdo de que ndo mais de dois genes de CHS foram
identificados em qualquer espécie de inseto investigados até agora (Merzendorfer, 2011).
Caracteristicas semelhantes de CHS2 também foram identificadas em varias espécies, como
Manduca sexta (Tetreau el al. 2015), Spodoptera exigua (Lee et al 2017), Spodoptera frugiperda
(Wan et al. 2021), Ostrinia furnacalis (Yang et al. 2011), Bombyx mori (Zhuo et al. 2011).

A analise filogenética mostrou que as sequéncias de CHS2 das trés espécies estudadas
agrupam-se com outras sequéncias de Lepidoptera (Figura 2). DsacCHS2 e DimpCHS2 agrupam-
se em um clado com outras espécies da familia Crambidae como Chilo suppressalis, Heortia

vitessoides, Glyphodes pyloalis e Ostrinia furnacalis (Figura 2). Enquanto isso TlicCHS2 (Familia
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Castniidae) agrupa-se com CHS2 de Grapholitha molesta (Familia Tortricidae), que sdo mais
préximos entre si do que com Crambidae (Mitter et al., 2017). Todas as sequéncias de Coleoptera
formaram um clado separado de Lepidoptera (Figura 2) como esperado. Estas analises confirmam

que as sequéncias identificadas realmente pertencem aos insetos estudados.

Identificacdo e caracterizacédo in silico dos dominios funcionais de desacetilases identificadas
em D. saccharalis, D. impersonatella e T. ficus.

As quitina desacetilases (CDA) sdo enzimas que modificam a quitina, convertendo N-
acetilglucosamina em glucosamina, removendo o grupo acetil (Liu et al. 2019). As desacetilases
foram identificadas no transcritoma de D. saccharalis, D. impersonatella e T. licus por meio de
buscas utilizando como “isca” sequéncias do inseto modelo para Lepidoptera, Bombyx mori. Qito
sequéncias (7 completas) de desacetilases foram identificadas em D. saccharalis, seis (5 completas)
em D. impersonatella, e sete (6 completas) em T. licus. As sequéncias apresentam pl em torno de
5, com excecao de DsacCDA_¢5038, DsacCDA _¢32385, DsacCDA ¢37171 e DimpCDA_c12507
que tiveram pl proximo a 4 e a sequéncia TlicCDA_c7241 apresentou pl proximo de 6 (Tabela 3).

Com base em estudos sobre arquitetura de dominios, as CDAs de insetos, como do bicho-
da-seda, Bombyx mori e T. castaneum, sdo divididas em cinco grupos |-V (Dixit et al. 2008, Zhang
et al. 2019). Os grupos | e 11, ttm um dominio catalitico CDA, um dominio de ligacdo a quitina
CBM-14 (também chamado peritrofina-A) e um dominio de baixa densidade dominio de ligacdo
ao receptor de lipoproteina (LDLa). As CDAs do grupo Il e IV, respectivamente, contém dominios
CDA e CBM-14, mas ndo contém a ligacdo de LDLa. As CDAs do grupo V, contém apenas o
dominio de CDA (Dixit et al. 2008, Zhang et al. 2019). Diatraea saccharalis, D. impersonatella e

T. licus apresentaram sequéncias com estrutura de dominios que se enquadram nos grupos I, Il e
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V (Figura 3). Todas as sequéncias de desacetilase apresentaram peptideo sinal indicando que estas

sequéncias podem ser secretadas no meio extracelular.

Identificacdo, caracterizacdo in silico e analise filogenética dos genes de quitinases de D.
saccharalis, D. impersonatella e T. licus.

Utilizando como “isca” sequéncias do inseto modelo para Lepidoptera, Bombyx mori, foram
identificadas sequéncias de quitinases e semelhantes a quitinase (quitinase-like) nos transcritomas
de D. saccharalis, D. impersonatella e T. licus. As quitinases e quitinases-like sdo divididas, em
Lepidoptera, em 11 grupos (I - X e h) (Tetreau et al., 2015). Para D. saccharalis e T. licus foram
identificadas nove sequéncias de quitinases ou quitinase-like, oito sequéncias completas, das quais
os grupos I, V, VII, VIII e h possuiam uma sequéncia cada, e o0 grupo IV com trés sequéncias
(Tabela 4). Além disso, duas sequéncias incompletas foram encontradas pertencendo ao grupo Il e
Il (Tabela 4). J& para D. impersonatella foram encontradas 11 sequéncias, as mesmas 10 ja
relatadas para D. saccharalis, com excecdo de uma sequéncia incompleta pertencente ao grupo |.
Adicionalmente, uma outra sequéncia incompleta foi identificada pertencendo ao grupo VI (Tabela
3). Para as sequéncias completas foram calculadas as massas moleculares e ponto isoelétricos
tedricos. Em todas as espécies 0s pontos isoelétricos variaram de 4 a 9, sendo as sequéncias do
grupo IV com pl variando entre 4 e 5. Isto surpreende, pois, 0 pH do intestino médio de insetos
lepiddpteros variam normalmente entre 9 e 12 (Terra & Ferreira, 2012).

Todas as sequéncias ortélogas apresentaram dominios similares nas trés espécies estudadas,
denotando a conservacdo das sequéncias de quitinases em Lepidoptera (Figura 5). A organizacao
estrutural de dominios das quitinases inclui de 1-5 dominios cataliticos de GH18, 0-7 dominios de
ligacdo a quitina classificados como peritrofina-A ou CBM-14 e regides ligantes ricas em

serina/treonina (Arakane & Muthukrishnan. 2010). Além disso, as quitinases podem conter
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peptideo sinal ou dominios transmembranicos (Arakane et al. 2003, Royer et al. 2002). Todas as
sequéncias completas encontradas apresentaram peptideo sinal (Figura 5), com excecdo das
sequéncias do grupo VIII que apresentam um dominio transmembranico N-terminal. Com relacao
as caracteristicas dos grupos encontrados de forma completa nos transcritomas intestinais, 0 grupo
| € representado por apenas uma sequéncia em todos os insetos, com excec¢do de Anopheles gambiae
e Aedes aegypti, e estruturalmente contém um dominio GH18, uma regido de ligacao rica em serina
e um dominio ligacdo a quitina CBM-14 (Arakane & Muthukrishnan. 2010). J& as CHTs do grupo
IV séo geralmente abundantes no intestino e representam o maior nimero de membros. Todos elas
tém peptideos sinal e, presumivelmente, sdo secretados no Iumen intestinal, possuindo um Unico
dominio catalitico (GH18) e alguns membros deste grupo de quitinases apresentam o dominio
CBM-14 (Liu et al. 2019). O grupo V € composto por sequéncias chamadas IDGF (Imaginal Disc
Growth Factor) e possuem os aminoacidos do sitio catalitico modificados, ndo possuindo atividade
de quitinase (Arakane & Muthukrishnan, 2010). O grupo VII exibe uma arquitetura que inclui um
peptideo sinal e um tnico dominio GH18. As quitinases do grupo V111 s6 tém um dominio catalitico
e um dominio transmembranico (Arakane & Muthukrishnan. 2010). Finalmente, o grupo h possui
além do dominio caracteristico de GH18, também possui um dominio de quitinase A N-terminal,
sendo este grupo de quitinases exclusivo de Lepidoptera (Treteau et al., 2015). Todas as
caracteristicas aqui descritas foram identificadas nas sequéncias completas encontradas nos
transcritomas intestinais das trés espécies de brocas da cana-de-agUcar.

A analise filogenética confirmou os grupos definidos a partir dos dominios em comum, pois
as sequéncias se agruparam em clados que tinham como grupo externo a sequéncia correspondente
de T. castaneum (Figura 6). A excecdo foi duas sequéncias de T. licus que supostamente eram para
se agrupar com o clado do grupo IV, porém formaram um clado separado mais proximo do clado

do grupo | (Figura 6). Este agrupamento foi formado com sequéncias de Plutella xylostella
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(Plutellidae) e Leguminivora glycinivorella (Tortricidae) que assim como T. licus (Castniidae) séo

insetos que pertencem a familias mais basais na filogenia de Lepidoptera (Mitter et al., 2017).

Avaliacdo da expressdo de transcritos dos genes envolvidos no metabolismo de quitina no
intestino e carcaga de D. saccharalis.

Para confirmar a localizagcdo da expressdo dos genes que fazem parte do metabolismo da
quitina, foi utilizada como modelo a espécie Diatraea saccharalis, por ser uma espécie que possui
criacdo de rotina em laboratério. Foram analisadas as expressdes dos genes DsacCHS2, DsacCDAs
e DsacCHTs em duas partes do corpo de lagartas de 4° instar, o intestino e carcacga (Figura 7A). A
carcaca corresponde ao resto do corpo da lagarta, menos o intestino. A confirmacéo dos genes de
metabolismo de quitina com maior expressao no intestino € um indicativo de que estes podem estar
envolvidos na manutencdo da membrana peritréfica (Hegedus et al., 2009), por isso 0s genes
confirmados como mais expressos no intestino foram estudados nos experimentos posteriores.

Para o gene DsacCHS2, o gene foi mais expresso significativamente, como esperado, no
intestino em comparacdo com a carcaca (Figura 7B). Esse resultado confirma o fato de o gene ter
sido identificado de forma completa no transcritoma intestinal de D. saccharalis e também em
outras espécies (Merzendorfer & Zimoch, 2003; Merzendorfer, 2006; Zhuo et al 2014).

Ja para as CDAs, apenas 0 gene DsacCDAc34976 apresentou uma diferenca significativa,
com uma expressao 10 vezes maior na carcaca do que no intestino (Figura 7C). DsacCDAc34976 é
classificado no grupo | das CDAs. Em B. mori as CDAs do grupo | sdo expressas principalmente
na epiderme e na cabeca, assim sugerindo que tém papel na modificacdo de quitina no tegumento
de insetos (Zhang et al. 2019, Liu et al. 2019). Posteriormente, os genes DsacCDAc5038,
DsacCDAc9780, DsacCDAc32385, que pertencem as CDAs do grupo V, ndo apresentaram

diferenca significativa quando comparados o intestino e a carcaga (Figura 7C). Porém, em estudos
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anteriores com T. castaneum (Arakane et al., 2009) e B. mori (Zhang et al., 2019) os genes do grupo
V foram mais expressos no intestino médio. Adicionalmente, a expressdo em B. mori s6 foi
detectada durante o periodo de alimentacdo (Zhang et al. 2019). Entretanto, apesar de se esperar
que as CDAs dos grupos | a IV fossem mais expressas na carcaga do que no intestino, e as do grupo
V mais expressas no intestino, os trabalhos em T. castaneum e B. mori ndo apresentam anélise
estatistica (Arakane et al. 2009; Zhang et al. 2019), o que dificulta a comparacdo com os resultados
obtidos para D. saccharalis. O gene DsacCDAc37171 ndo foi amplificado em nenhum dos
experimentos, mesmo testando um segundo par de primers projetado em regido diferente do
primeiro par (Figura 7C, Tabela 1).

Finalmente, quando se analisou as expressoes das quitinases de D. saccharalis, todos 0s
genes foram significativamente mais expressos no intestino do que na carcaga (Figura 7D). Com
destaque para os genes dos grupos IV e h, nos quais a expressdo variou de 30 a 400 vezes a mais
no intestino do que na carcaca (Figura 7D). A expressdo dos genes dos grupos I, VII e VIII apesar
de significativas, foram em escala menor, variando de 3 a 10 vezes no intestino comparado com a
carcaca. A expressdo do gene do grupo V (DsaclDGFc3077) nédo foi avaliada porque esta ndo é
uma quitinase funcional (Arakane & Muthukrishnan, 2010). Os dados de expressdo do grupo IV
sdo semelhantes aos obtidos em T. castaneum (Arakane & Muthukrishnan, 2010), P. xylostella
(Liao et al., 2016; Zhu et al., 2018) e Chilo suppressalis (Su et al., 2016; Zhao et al., 2018). O
mesmo acontece para a quitinase do grupo h que é exclusiva de Lepidoptera (Liao et al., 2016; Zhu
et al., 2018), e do grupo VIII (Arakane & Muthukrishnan, 2010). Entretanto, os resultados dos
grupos | e VII sdo divergentes, pois 0s genes desses grupos em T. castaneum, C. suppressalis e P.
xylostella sdo mais expressos na carcaca ou epiderme (a epiderme esta contida na carcacga) do que
no intestino, ou ndo ha diferenca de expressao entre os tecidos (Arakane & Muthukrishnan, 2010;

Liao et al., 2016; Su et al., 2016; Zhu et al., 2018).

38



Avaliacdo da expressdo de transcritos dos genes envolvidos no metabolismo da quitina em
resposta ao inseticida inibidor de sintese de quitina, lufenuron.

Antes da realizacdo dos experimentos de analise de expressdo génica, foi necessario
determinar a concentracéo subletal de lufenuron por alimentacao. O inseticida foi misturado a dieta
em diferentes concentragfes (0,91 a 116 pg i. a. /mL de dieta), totalizando 8 concentragdes.
Determinou-se que a concentracdo letal para 30% dos individuos (CLso) seria a concentracdo
subletal a ser utilizada nos experimentos de expressao génica. A avaliacdo de mortalidade foi feita
4 dias ap06s a montagem do bioensaios e os dados foram analisados por analise de Probits. A CLao
de lufenuron por alimentacdo foi de 3,04 pg/mL de dieta (Tabela 5) em lagartas de 3° instar de D.
saccharalis. A CLso (9,93 pg/mL, Tabela 5) obtida para D. saccharalis foi semelhante a obtida (9.8
pug/mL) por Fonseca et al. (2015) para D. flavipennella.

Ao avaliar a expressdo de DsacCHS2 sob tratamento do inseticida lufenuron, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos em os ambos os tempos analisados (24 e
48h) (Figura 8A). Merzendorfer et al. (2012) também ndo observou diferenca significativa na
expressao de TcCHS2 em T. castaneum tratado com 100ppm de diflubenzuron, uma molécula de
acao semelhante ao lufenuron. Por outro lado, Xin et al. (2021) observou um aumento de expressao
de CHS1 do acaro Tetranychus cinnabarinus, quando tratados topicamente com a CLso de
diflubenzuron, o que denota que os genes de CHS podem ter respostas diferentes dependendo do
método de aplicacdo do inseticida. Entretanto, testamos os efeitos de lufenuron por aplicacdo topica
sob a expressao de DsacCHS1, todavia também ndo houve diferenca significativa (Dados nao
mostrados).

Para avaliacdo dos genes de quitina desacetilases (CDAs) ficou definido que apesar de

nenhum gene ter sido significativamente mais expresso no intestino do que na carcaca, escolheu-se
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0s trés genes que foram quantificados do grupo V. Esta deciséo foi baseada em trabalhos anteriores
(Arakane et al. 2009; Zhang et al. 2019). Dos trés genes de CDA avaliados, foi observado que
apenas DsacCDACc32385 apresentou diferenca significativa, porém discreta, entre os tratamentos
apos 48 h, com um aumento de quase duas vezes da expressao quando comparada com o tratamento
controle (Figura 8B). De acordo com 0 nosso conhecimento, este é o primeiro relato da acéo direta
ou indireta de lufenuron sob a expressao de uma CDA intestinal de insetos.

Finalmente, no caso das quitinases foram analisados os sete genes encontrados de forma
completa no transcritoma de D. saccharalis, ja que todos foram mais expressos no intestino, do que
na carcacga. Desta forma, averiguou-se que dos sete genes testados trés tiveram suas expressoes
alteradas de forma significativa entre os tratamentos controle e CLzo, 48 horas ap0s os tratamentos
(Figura 8C). Dos trés, o gene DsacCHTc27374 (Grupo I) teve sua expressao aumentada em 8 vezes
sob o tratamento de lufenuron, e os genes DsacCHTc13022 (Grupo V) e DsacCHTc33738 (Grupo
VII) tiveram suas expressdes diminuidas, sob tratamento de lufenuron, em aproximadamente 7 e 4
vezes, respectivamente, quando comparados a expressdo do tratamento controle (Figura 8C).
Apesar de nao relatar nenhuma mudanca de expressao em varios genes envolvidos no metabolismo
de quitina de T. castaneum, Merzendorfer et al. (2012) sugere que quando genes envolvidos no
metabolismo e modificacdo de proteinas sdo regulados posotivamente, podem refletir uma condicao
de resposta e estresse provocado pelo inseticida.

E importante salientar que nem o silenciamento individual ou simultaneo de CDAs (Arakane
et al., 2009) ou CHTSs (Zhu et al., 2008) resultaram em fenotipos perceptiveis em T. castaneum ou
em CHTs de P. xylostella (Zhu et al., 2018). Estes dados reforcam que nem sempre a funcao destes

genes € Obvia, principalmente dos genes expressos no intestino.
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Avaliacado da expressdo do transcrito dos genes envolvidos no metabolismo da quitina em
resposta ao inseticida a base de Bacillus thuringiensis.

Os bioensaios com B. thuringiensis foram realizados com o produto comercial Agree® que
tem como ingrediente ativo esporos e cristais da cepa B. thuringiensis aizawai GC-91. Esta cepa é
transconjugada e contém o plasmideo da cepa B. thuringiensis kurstarki. As toxinas expressas nesta
cepa sdo CrylAc, CrylC, CrylD e Cry2A (EFSA, 2020). Para determinar a CL3o foram utilizadas
7 concentragdes, variando entre 24,27 e 1550 pg/mL de dieta, em lagartas de 3° instar de D.
saccharalis. Apds 48 horas a CL3o obtida foi de 114,8 pg/mL de dieta (Tabela 5).

Ao se avaliar a expressdo de DsacCHS?2 sob o tratamento com a CLsg de B. thuringiensis,
ndo se obteve diferenca significativa quando comparada ao tratamento controle nos tempos de 24 e
48h (Figura 9A). Diferentemente, Yao et al. (2014) observou um aumento da expressdo de CHS2
em um transcritoma de Ostrinia nubilalis tratada com a CLso da toxina CrylAb.

Ja, ao se avaliar a expressao dos trés genes de quitina desacetilases (Grupo V) de D.
saccharalis, observou-se que, novamente, apenas o gene DsacCDAc32385 apresentou um aumento
9 e 6 vezes sob tratamento com a CLso de Bt, nos tempos 24 e 48 h, respectivamente (Figura 9B).
Resultado semelhante foi obtido em H. armigera, onde a expressdo do gene HaCDAS5 (grupo V) foi
regulada negativamente em 12 h e regulado positivamente 72 h apds o tratamento com a toxina Cry.
No mesmo estudo, o nivel de expressdo de HaCDAl e HaCDA2 (Grupo 1), foi suprimido
constantemente apos a ingestdo de dieta contendo B. thuringiensis (Han et al. 2015). Desta forma,
0 motivo de DsacCDAc32385 ter sido regulado positivamente pode ser uma resposta indireta
associada com a acdo das toxinas no epitélio intestinal do inseto (Han et al., 2015).

Finalmente, ao analisar os resultados de expressao das quitinases, observou-se que apenas
o0s genes do grupo IV, DsacCHTc8776 e DsacCHTc29099, tiveram sua expressao diminuida de

forma significativa (Figura 9C) de 15 e 35 vezes, respectivamente. Em O. nubilalis um transcrito
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de quitinase teve sua expressdo diminuida em 2,7 vezes em resposta a ingestdo de CrylAb por
larvas (Yao et al., 2014). Estes autores sugerem que a regulacdo negativa do gene da quitinase
intestinal seria resultado de um mecanismo de defesa para manter a integridade da membrana

peritrofica em resposta a ingestdo da toxina CrylAb.

Efeitos subletais de inseticidas quimicos e bioldgicos

Os efeitos subletais de inseticidas, sejam quimicos ou organicos sao bem conhecidos, e estdo
entre eles, maior tempo de desenvolvimento, menor peso de pupa, menor longevidade, mudancas
de parametros de fertilidade, entre outros (Fonseca et al., 2015; Hafeez et al., 2019; Fernandes et
al., 2021). Lufenuron também foi responsavel por causar danos na membrana peritrofica de A.
grandis (Cruz et al, 2021), também causando efeito indireto nos parametros reprodutivos.
Entretanto, pouco se sabe das respostas moleculares que levam a esses efeitos diretos ou indiretos.
Este trabalho tentou associar os efeitos subletais da acdo do lufenuron e de B. thuringiensis, ja
relatados na literatura, com respostas moleculares focando principalmente nos genes envolvidos no
metabolismo de quitina e, por tabela, da membrana peritrofica, no intestino dos insetos. Apesar de
se ter encontrado algumas variacGes de expressdo génica interessante principalmente dos genes de
CDAs e CHTSs, esses dados ainda sdo superficiais. Analises de gendmica funcional por RNAI seriam
ideais para aprofundar o entendimento da funcdo destes genes durante a acdo dos inseticidas
lufenuron e Bt. Entretanto, para D. saccharalis o RNAI nédo é eficiente nem por ingestdo de dsRNA,
nem por injecdo na hemolinfa (Reis et al., 2022), tornando a validacdo por RNAI nesta espécie
inviavel. Outra solucdo seria a geracdo de linhagens nocaute por CRISPR-Cas9 associado com
estudos de biologia e andlise de transcritbmica para se ter uma resposta direta e global da acdo dos
inseticidas e a fungdo dos genes do inseto estudados. Portanto, futuros trabalhos serdo necessarios

para entendimento completo destes processos.
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Conclusoes

Em média, foram identificados um gene de CHS2, 7 genes de CDA e 10 genes de quitinases
nos transcritomas intestinais de D. saccharalis, D. impersonatella e T. licus. Estes genes foram
semelhantes quanto a completude, tamanho e nimero de dominios, mostrando a conservacgao destas
caracteristicas entre as espécies estudadas. Isto também ficou demonstrado na analise filogenética.
Também se confirmou a expressdo de alguns destes genes no intestino, o que possibilitou a analise
de expressdo sob o tratamento com doses subletais dos inseticidas a base de lufenuron e B.
thhuringiensis via alimentacdo. Finalmente, ficou caracterizado que os inseticidas ativam a mesma
CDA, porém alteram a expressdo de quitinases diferentes. Portanto, estes resultados podem servir
de base para estudos mais aprofundados a respeito da compreenséo da acdo de inseticidas inibidores

de sintese de quitina e biologicos na fisiologia e manutencdo da membrana peritréfica de insetos-

praga.
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Tabela 1. Primers utilizados nos experimentos de qCPR. Os primers foram projetados para
possuirem temperatura de anelamento de 60 °C.

Grupo Gene Tipo Nome do Primer Sequéncia (5'-3")
. Dsac_ GAPDH_Fw CATCAAGCAGAAGGTCAAGG
DsacGAPDH Normalizador - -
Dsac_ GAPDH_Rv GTTGTCATTGAGTGAGATACCG
Genes referéncia DsacRPS10 Normalizador Dsac_RPS10_Fw TGATCGCTTCAGTGTTGCTG
Dsac_RPS10_Rv TCTCAAATCCAGGGGTTACG
. . Dsac_B-tub_Fw CAAGAACTCGTCCTACTTCGTC
DsacB-Tubulin ~ Normalizador - -
Dsac_B-tub Rv CGGTGAACTGTTCCGAGATG

CHSB_gPCR_Fw2

TGGCTACACGTAAGGCAACTT

Quitina sintase DsacCHS2 Gene-alvo
CHSB_gPCR_Rv2 CATCGGGTGCGTTATAAAAGA
DsacCDA_c30476  Gene-alvo DsacCDA ¢30476_Fw GAGGACCCCACTAACGATGA
DsacCDA c30476_Rv CAAGCTGCGTGGAAGTACAA
DsacCDA_c34976  Gene-alvo DsacCDA ¢34976_Fw ACGAGTCTCTGCCAGGTTGT
DsacCDA ¢34976 Rv  AGTGGAGACCAAGAGGAGCA
DsacCDA_c6616 Gene-alvo DsacCDA _c6616 Fw CCTACATTGGGCAGCTGATT
DsacCDA_c6616_Rv CGCACTTGTTTGGCAAGTTA
DsacCDA_c5038 Gene-alvo DsacCDA _c5038 Fw TGACTTGGCTGTTGATTCCA
Quitina desacetilases DsacCDA _¢5038 Rv ACGCCGTCATCGAAAGTAAC
DsacCDA_c32385  Gene-alvo DsacCDA ¢32385 Fw TGGGCTTGGTTGCTATTTTC
DsacCDA ¢32385 Rv GGGAATTGCTGTGGATGAAC
DsacCDA_c9780 Gene-alvo DsacCDA c9780 Fw ACGTACACGAATGGCACGTA
DsacCDA c9780 Rv TGGTGACTTCACCCAATCAA
Gene-alvo DsacCDA ¢37171_Fw CCGAATCTCCAAGACGAAAA
DsacCDA_c37171 DsacCDA ¢37171_Rv CTGCAGGGTAAGCAGACACA
Gene-alvo DsacCDA _¢37171_Fw?2 ATGGCCTTCCTTGCACTATG
DsacCDA c37171 Rv2 CGTGGATGTAAAAGCCGAAT
DsacCHT _c27374_Fw GAATCAGGGTGGACCAAGAA
DsacCHT ¢27374  Gene-alvo
- DsacCHT _c27374_Rv ATCCATGTCGATAGCCCAAG
DsacCHT ¢8776 Fw TACAGTCGATGTTGCTGTGAAGT
DsacCHT c8776 Gene-alvo - -
- DsacCHT_c8776_Rv CCGTTCTCATCAACGGAACT
DsacCHT ¢13022 Fw ACAAATTTCCCAGCAACAGC
DsacCHT ¢13022  Gene-alvo - -
- DsacCHT_c13022_Rv TGACTGCTTTCAATCCACCA
.. DsacCHT _¢29099 Fw CTGCCGTCGAATATGCTGTA
Quitinases DsacCHT _¢29099  Gene-alvo
DsacCHT_c29099 Rv TTTCTCTTGGCCTTCCTTCA
DsacCHT _¢33738_Fw CTGCGAGCATGAATTAAACG
DsacCHT ¢33738  Gene-alvo
- DsacCHT_c33738_Rv AGTTCAGTTTGCCGTTGGAC
DsacCHT ¢26113 Fw GTGGCAGCACCCAAGACTAT
DsacCHT ¢26113  Gene-alvo
- DsacCHT 26113 Rv AGAGGGGAGTTGAAGCCTGT
DsacCHT 33919 Fw TGTAGTGGGTGTTGCCATGT
DsacCHT ¢33919  Gene-alvo
- DsacCHT ¢33919 Rv ATATTCCCATTTGCCAGCAG
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Tabela 2. Caracteristicas in silico dos genes e proteinas preditas das quitina sintases (CHS2)
encontradas nos transcritomas intestinais dos trés lepidopteros-praga da cana-de-agucar.

Proteina  Massa Ponto
Espécie Gene ORF ORF redita  téorica isoletrico
P Completa? (bp) P tedrico
(aq) (kDa) (o)
Diatraea saccharalis DsacCHS2 Sim 4554 1517 173.61 6.08
Diatraea impersonatella ~ DimpCHS2 Sim 4554 1517 173.55 6.06
Telchin licus TlicCHS2 Sim 4620 1539 176.60 6.34
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Tabela 3. Caracteristicas in silico dos genes e proteinas preditas das quitina desacetilases (CDAS)

encontradas nos transcritomas intestinais dos trés lepidopteros-praga da cana-de-agucar.

Proteina  Massa . Pop to
Espécie Gene ORF % Grupo ORF predita  téorica |soe!e'gr|co

Completa? (bp) (aa) (kDa) te(oprll;:o

DsacCDA _c30476 Sim 100 | 1614 537 61.33 5.11

DsacCDA _c34976 Sim 100 | 1632 543 61.65 5.21
DsacCDA_c6616 Sim 100 1 1500 499 56.75 5.53

Diatraca DsacCDA_33637 N4o 60.3 v NA NA NA NA
saccharallis DsacCDA_c5038 Sim 100 \Y; 1146 381 43.17 4.82
DsacCDA_c32385 Sim 100 \Y; 1155 384 43.29 4.92
DsacCDA_c9780 Sim 100 Vv 1161 386 44.45 5.38

DsacCDA _c37171 Sim 100 \Y; 1149 382 43.07 4.97
DimpCDA_c16224 Sim 100 | 1614 537 61.33 5.11
DimpCDA_c3729 Sim 100 I 1632 543 61.70 5.21

Diatraea DimpCDA_c11846 Sim 100 " 1500 499 56.23 5.70
impersonatella  DimpCDA_DN5820 N4o 59.5 v NA NA NA NA
DimpCDA_c12507 Sim 100 \% 1179 392 44.28 4.92
DimpCDA_c13401 Sim 100 \Y 1107 368 41.73 5.48

TlicCDA 51763 Sim 100 | 1620 540 61.39 5.02

TlicCDA 36840 Sim 100 | 1632 543 61.88 5.22

TlicCDA _¢1928 Sim 100 i 1494 497 56.46 5.74

Telchin licus TlicCDA _c7241 Sim 100 v 2622 873 97.96 6.14
TlicCDA_c48554 Sim 100 \% 1149 382 43.32 5.03

TlicCDA c26322 Néo 99 Vv 1137* 378 42.78 4.76

TlicCDA ¢13662 Sim 100 Vv 1161 386 44.06 5.38

*ORF parcial > 90% da média do tamanho do gene em Lepidoptera
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Tabela 4. Caracteristicas in silico dos genes e proteinas preditas das quitinases (CHT) encontradas
nos transcritomas intestinais dos trés lepidopteros-praga da cana-de-agucar.

Proteina  Massa . Pqnt_o

Espécie Gene C ORF % Grupo ORF (bp) predita téorica 'SOI,Et.“CO
ompleta? (aa) (kDa) te(oprll;:o
DsacCHT_c27374 Sim 100 | 1656 551 61.49 5.53
DsacCHT_c21631 Nao 33.13 | NA NA NA NA
DsacCHT_c33849 Nao 33.63 1 NA NA NA NA
DsacCHT_c29099 Sim 100 v 1191 396 43.98 4.78
Diatraea DsacCHT _c8776 Sim 100 v 1233 410 45.30 5.01
saccharallis DsacCHT_c13022 Sim 100 v 1482 493 54.45 5.48
DsaclGDF_c3077 Sim 100 \Y 1305 434 48.31 6.80
DsacCHT_c33738 Sim 100 VI 1611 536 60.17 6.06
DsacCHT 26113 Sim 100 VI 1434 477 53.54 8.42
DsacCHT_c33919 Sim 100 h 1665 554 61.34 5.79
D'mpZ%ngf)DNl\}fggg—DN Néo 76.4 | NA NA NA NA
Dimp_DN12398 Néo 27.83 | NA NA NA NA
Dimp—DN201147—DN2599 Nio  6L21 I NA NA NA NA
DimpCHT_DN12421 Sim 100 v 1479 492 54.53 5.58
Diatraea DimpCHT_DN13614 Nao 96 v 1146* 381* 42.14 4.93
impersonatella  pihcHT DN13156 sim 100 IV 1191 396 4370 453
DimpIlGDF_DN11781 Sim 100 \Y 1305 434 48.35 6.80
DimpCHT_DN5762 Néo 12.83 Vi NA NA NA NA
DimpCHT_DN9280 Sim 100 VI 1611 536 60.08 6.06
DimpCHT_DN10459 Sim 100 VI 1431 476 53.57 8.83
DimpCHT_DN9259 Sim 100 h 1665 554 61.29 5.86
TlicCHT _c21325 Sim 100 | 1659 552 61.83 5.12
TlicCHT _c44999 Néo 68.26 ] NA NA NA NA
TlicCHT _c18375_¢22779 Néo 69.59 1l NA NA NA NA
TlicCHT _c48822 Sim 100 v 1536 511 57.02 4.99
Telchin licus TlicCHT _c38512 Sim 100 IV? 1194 397 43.64 4.17
TlicCHT 10550 Sim 100 A\ 1158 385 41.88 3.99
TliclGDF_c45224 Sim 100 Vv 1305 434 47.89 7.65
TlicCHT 2100 Sim 100 Wil 1539 512 57.49 6.15
TlicCHT _c38485 Sim 100 VI 1515 504 57.61 9.18
TlicCHT_¢10913 Sim 100 h 1671 556 61.31 6.17

*ORF parcial > 90% da média do tamanho do gene em Lepidoptera
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Tabela 5. Determinagdo de concentracOes subletais dos inseticidas a base de lufenuron e Bacillus
thuringiensis para lagartas de 3° instar de Diatraea saccharalis.

Produto Principio ativo N Inclinagdo (+ EP) CL:;/(rInCI:_%) CLso (1C95) pg/mL
Bacillus thuringiensis 114,80 (41,14- 216,39 (110,86 -

Agree ® cepa GC 91 120 1.905+0,267 203,02) 414,33)

Match ® Lufenuron 140 1,019 £ 0,169 3,04 (1,34- 5,15) 9,93 (5,96 - 16,39)
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Telchin licus

TlicCHS2_c33674

Diatraea impersonatella

DsacCHS2_c20893

Diatraea saccharalis

DimpCHS2_DN12423

Legenda
. Dominio Transmembrana

(] pominio da quitina sintase C (Chitin synth_C)

Figura 1. Andlise de dominios conservados das proteinas preditas de quitina sintases de Diatraea
saccharalis, Diatraea impersonatella e Telchin licus utilizando o banco de dominios conservados

CDD (NCBI). Os dominios transmembrana foram identificados através do algoritmo Phobius.
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Figura 2. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanga para quitina

sintases de Lepidoptera e Coleoptera. Os ramos de Lepidoptera estdo em vermelho e os de

Coleoptera em cinza. As espécies-alvos deste estudo estdo destacadas em vermelho. O alinhamento
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foi realizado no programa MEGA 7.0 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.
Dsac: Diatraea saccharalis; Dimp: Diatraea impersonatella; Tlic: Telchin licus; Ejap: Eumeta
japonica; Sexi: Spodoptera exigua; Msep: Mythimna separata; Mcon: Mamestra configurata;
Harm: Helicoverpa armigera; Hzea: Helicoverpa zea; Msex: Manduca sexta; Bmor: Bombyx mori;
Gmol: Grapholitha molesta; Epyr: Euzophera pyriella; Ofur: Ostrinia furnacalis; Gpyl: Glyphodes
pyloalis; Cmed: Cnaphalocrocis medinalis; Hvit: Heortia vitessoides; Csup: Chilo suppressalis;
Pmac: Papilio machaon; Aage: Aricia agestis; Vtam: Vanessa tameamea; Paeg: Pararge aegeria,
Hvig: Henosepilachna vigintioctopunctata; Tcas: Tribolium castaneum; Dvir: Diabrotica virgifera,
Ldec: Leptinotarsa decemlineata; Apla: Agrilus planipennis; Ppyr: Photinus pyralis; Haxy:
Harmonia axydiris; Csep: Coccinella septempunctata; Tmad: Tribolium madens; Agra: Anthonoms

grandis; Hham: Hypothenemus hampei.
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Telchin licus Diatraea impersonatella Diatraea saccharalis

Grupo |
TlicCDA_c51763 DimpCDA_DN16224 DsacCDA_c30476

537 aa

i

539 aa 537 aa

i
i

TlicCDA_c36840 DimpCDA_DN3729 DsacCDA_c34976

(-0 IS - (0 S - (0 G -
Grupo il

TlicCDA_c1928 DimpCDA_DN11846 DsacCDA_c6616

Grupo IV

TlicCDA_c7241

_— g73aa  Dimp = Seq. Parcial (59.5 %) Dsac = Seq. Parcial (60.3 %)

N

Grupo V
" DsacCDA_c5038
TlicCDA_c13662 DimpCDA_DN12507

(— N — - -
i DsacCDA_c9780
TlicCDA_c26322 DimpCDA_DN13401
(— R — 0
DsacCDA_c32385
TlicCDA_c48554

DsacCDA_c37171

Legenda 0 Peptideo sinal
@ Dominio de ligagéo a quitina Peritrofina-A (CBM_14)
@ Dominio de receptor de lipoproteina de baixa densidade classe A (Ldla)
@ Dominio de Quitina Desacetilase (CE4_CDA_like_1)

Figura 3. Andlise de dominios conservados das proteinas preditas de quitina desacetilases de
Diatraea saccharalis, Diatraea impersonatella e Telchin licus utilizando o banco de dominios
conservados CDD (NCBI). Os peptideos sinal e dominios transmembrana foram identificados

através do algoritmo Phobius.
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método de maxima verossimilhangca para quitina

desacetilases de Lepidoptera. A espécie Tribolium castaneum (Coleoptera) foi utilizada como grupo

externo para os diferentes grupos. Os ramos de Lepidoptera estdo em preto e os de T. castaneum
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estdo em cinza. As espécies-alvos deste estudo estdo destacadas em vermelho. O alinhamento foi
realizado no programa MEGA 7.0 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.
As quitinas desacetilases sdo divididas em cinco grupos de acordo com a presen¢a dos dominios
funcionais e suas relac@es filogenéticas, porém nesta analise estdo mostrados apenas sequéncias dos
grupos que foram encontrados no transcritoma intestinal das trés espécies estudadas. Os grupos estdo
assinalados em cores diferentes. Dsac: Diatraea saccharalis; Dimp: Diatraea impersonatella; Tlic:
Telchin licus; Sfru: Spodoptera frugiperda; Harm: Helicoverpa armigera; Msex: Manduca sexta;
Bmor: Bombyx mori; Ofur: Ostrinia furnacalis; Csup: Chilo suppressalis; Pmac: Papilio machaon;

Pxut: Papilio xuthus; Ppol: Papilio polites; Pxyl: Plutella xylostella; Tcas: Tribolium castaneum.
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Telchin licus Diatraea impersonatella Diatraea saccharalis

Grupo |

TlicCHT_c21325 DsacCHT_c27374
OIS (e Sea-Parcial (76.4%) R R
Grupo IV

TlicCHT_c48822 DimpCHT_DN12421 DsacCHT_c13022
TlicCHT_c10550 DimpCHT_DN13614 DsacCHT_c8776
TlicCHT _c38512 DimpCHT_DN13156 DsacCHT_c29099
Grupo V

TlicIDGF_c45224 DimpIDGF_DN11781 DsacIDGF_c3077
Grupo Vi

TlicCHT_c2100 DimpCHT_DN9280 DsacCHT_c33738

512 aa

|
l
l

536 aa 533 aa

Grupo VI

TlicCHT_c38485 DimpCHT_DN10459 DsacCHT_c26113
Grupo h

TlicCHT ¢10913 DimpCHT_DN9259 DsacCHT_c33919

554 aa

i

Legenda
Peptideo sinal
§Peptideo sina @ Quitinase A, Dominio N terminal (ChitinaseA_N)
Dominio & Dominio de Glicosil hidrolase familia 18, quitinase tipo Il (GH18_chitinase)
transmembrana () Dominio Peritrofina-A (CBM_14)

Figura 5. Anéalise de dominios conservados das proteinas preditas de quitinases e parecidas com
quitinases (“chitinase-like”) de Diatraea saccharalis, Diatraea impersonatella e Telchin licus
utilizando o banco de dominios conservados CDD (NCBI). Os peptideos sinal e dominios
transmembrana foram identificados através do algoritmo Phobius. CHT: quitinase; IDGF: “Imaginal

Disc Growth Factor”.
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Figura 6. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para sequéncias
de quitinases e parecidas com quitinases (“chitinase-like”) de Lepidoptera. A espécie Tribolium

castaneum (Coleoptera) foi utilizada como grupo externo para os diferentes grupos. Os ramos de
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Lepidoptera estdo em preto e os de T. castaneum estdo em cinza. As espécies-alvos deste estudo
estdo destacadas em vermelho. O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7.0 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. As quitinases sdo divididas em até 11 grupos de acordo
com a presenca dos dominios funcionais e suas relacdes filogenéticas em Lepidoptera. Porém, nesta
analise estdo mostrados apenas sequéncias dos grupos que foram encontrados no transcritoma
intestinal das trés espécies estudadas. Os grupos estdo assinalados em cores diferentes. Dsac:
Diatraea saccharalis; Dimp: Diatraea impersonatella; Tlic: Telchin licus; Atra: Amyelois
transitella; Sfru: Spodoptera frugiperda; Sexi: Spodoptera exigua; Slit: Spodoptera litura; Harm:
Helicoverpa armigera; Hzea: Helicoverpa zea; Msex: Manduca sexta; Bmor: Bombyx mori; Bman:
Bombyx mandarina; Ofur: Ostrinia furnacalis; Csup: Chilo suppressalis; Pmac: Papilio machaon;
Pxut: Papilio xuthus; Ppol: Papilio polites; Pxyl: Plutella xylostella; Bino: Brenthis ino; Pbra: Pieris
brassicae; Aper: Antheraea pernyi; Mcin: Melitaea cinxia; Vcar: Vanessa cardui; Vtam: Vanessa
tameamea; Zces: Zerene cesonia; Prap: Pieris rapae; Scyn: Samia cynthia; Gpyl: Glyphodes

pyloalis; Ccro: Colias croceus; Dchr: Danaus chrysippus; Dple: Danaus plexippus; Tni:
Trichoplusia ni; Aips: Agrotis ipsilon; Mbra: Mamestra brassicae; Cinf: Chilo infuscatellus; Lgly:
Leguminivora glycinivorella; Gmel: Galleria mellonella; Apla: Arctia plantaginis; Aage: Aricia

agestis; Acon: Agrius convolvuli; Tcas: Tribolium castaneum.
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Figura 7. Expressdo dos genes envolvidos no metabolismo de quitina no intestino e carcaga de
lagartas de 4° instar de Diatraea saccharalis. A) Figura esquematica mostrando a carcaca e 0

intestino de lagartas de D. saccharalis. B) Expressdo do gene de Quitina Sintase 2 (DsacCHS2). C)
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Expresséo dos genes de quitina desacetilases (DsacCDAs). D) Expressdo dos genes de quitinases
(DsacCHTs). A expresséo de cada gene foi comparada entre os dois tecidos por teste t utilizando o
software SATQPCR. Valores de P menores que 0,05 séo considerados significativos e estdo

destacados em negrito.
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Figura 8. Expressdo dos genes envolvidos no metabolismo de quitina em lagartas de 4° instar de
Diatraea saccharalis 24 e 48 h ap6s serem tratadas com uma concentracdo subletal de lufenuron via
alimentacdo. A) Expresséo do gene de Quitina sintase 2 (DsacCHS2). B) Expressao dos genes de

quitina desacetilases (DsacCDAs). C) Expressao dos genes de quitinases (DsacCHTS). A expressao
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de cada gene foi comparada entre insetos tratados e ndo-tratados por teste t utilizando o software
SATQPCR. Valores de P menores que 0,05 séo considerados significativos e estdo destacados em

negrito.
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Figura 9. Expressdo dos genes envolvidos no metabolismo de quitina em lagartas de 4° instar de

Diatraea saccharalis 24 e 48 h apds serem tratadas com uma concentragdo subletal de Bacillus
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thuringienis aizawai cepa GC-91. A) Expressdao do gene de Quitina sintase 2 (DsacCHS2). B)
Expressdo dos genes de quitina desacetilases (DsacCDAs). C) Expressdo dos genes de quitinases
(DsacCHTs). A expresséo de cada gene foi comparada entre insetos tratados e ndo-tratados por teste
t utilizando o software SATQPCR. Valores de P menores que 0,05 sdo considerados significativos e

estdo destacados em negrito.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho identificou-se em transcritomas intestinais de D. saccharalis, D.
impersonatella e T. licus, alguns dos principais genes responsaveis pelo metabolismo de quitina no
intestino destas pragas. Constatou-se também que seja em espéecies do mesmo género ou de familias
diferentes, os genes encontrados parecem ser bem conservados quanto a presenca no transcritoma
e na arquitetura de dominios. Tambeém foi possivel notar que genes que sdo mais expressos no
intestino foram recuperados de forma completa independentemente do tamanho (ex. CHS2). Ja
genes que sdo expressos em maior quantidade na carcaca sdo recuperados de forma completa se
possuirem até 1600 pb (ex. CDAs grupo | e CHTSs grupo I), porém, genes maiores (ex. CDA grupo
IV; CHTSs grupos II, 111 e V1) sdo recuperados de forma incompleta ou ndo sdo identificados nem
parcialmente.

Também se identificou que em D. saccharalis o tratamento com concentra¢des subletais de
lufenuron ou B. thuringiensis ndo altera a expressdo de DsacCHS2. Além disso, a mesma CDA
(DsacCDACc32385) tem sua expressdo aumentada sob o tratamento dos dois inseticidas testados.
Finalmente, estes mesmos inseticidas alteram a expressdo de quitinases diferentes, sem
sobreposicdo. Lufenuron altera a expressdo das quitinases DsacCHTc27374 (1), DsacCHTc13022
(IV) e DsacCHTc33738 (VII). Ja B. thuringiensis altera a expressdo de DsacCHTc8776 e
DsacCHTc29099 (ambas do grupo IV). E importante salientar que ainda ndo se sabe se estas
alteracGes sdo de acdo direta ou indireta dos inseticidas testados. Porém, sabe-se que de alguma

forma esses inseticidas alteram a regulagdo da manutencdo da membrana peritrofica, o que acaba
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contribuindo para o desequilibrio fisiol6gico do inseto. Por fim estes dados sdo importantes para
compreender melhor a acéo de inseticidas sob o metabolismo intestinal de quitina e quem sabe pode
ser base para o desenvolvimento ou melhoramento de ferramentas e estratégias de controle destas

pragas tdo importantes para a cultura da cana-de-agUcar.
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