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RESUMO

A cana-de-agucar, principal matéria prima para diversos insumos sofre
ataques por diversas pragas, como o0s lepidopteros Diatraea saccharalis,
Diatraea impersonatella e Telchin licus. O controle dessas pragas costuma ser
realizados com inseticidas quimicos, porém com pouca efetividade, e a utilizagédo
de agentes de controle biolégico como os parasitoides, bactérias e fungos
entomopatogénicos. No entanto, os insetos adquiriram ao longo da evolucéo
mecanismos de defesa contra esses patdgenos e parasitas. O sistema imune
inato dos insetos possui respostas celular e humoral. A resposta humoral é
responsavel principalmente pela producdo de peptideos antimicrobianos
(AMPs). A sintese desses peptideos ocorre através de trés principais vias de
sinalizacao, sdo as Via Toll, Jak-Stat e IMD (Imunodeficiéncia). Os peptideos séo
classificados de acordo com sua estrutura e funcdo. Foram caracterizados em
Lepidoptera seis tipos de peptideos: Attacina, Cecropina, Defensina, Gloverina,
Moricina e Lebocina, que possuem acdo contra fungos, leveduras, bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Desta forma, este trabalho teve por objetivo
identificar e caracterizar a diversidade de AMPs presentes em transcritomas das
principais brocas da cana-de-aglUcar, assim como propor suas relacdes
filogenéticas para observar potenciais diferencas e propor possiveis aplicacoes.
Nés identificamos um total de 15, 18, e 25 para D. saccharalis, D. impersonatella
e T. licus, respectivamente, pertencentes a todas classes descritas para a ordem
Lepidoptera. Aparentemente, T. licus apresenta uma maior quantidade de genes
de AMPs quando comparado com D. saccharalis e D. impersonatella. Uma
explicacdo possivel é que T. licus durante a fase larval habita a soqueira da
planta que fica no solo, e por isso a lagarta tem que lidar com um namero maior
de microrganismos, do que as espécies do género Diatraea. Porém, essa
hipotese precisaria de validacdo. Outro ponto interessante € que aparentemente
0 genoma depositado para D. saccharalis no NCBI ndo parece ser da mesma
espécie da populacéo brasileira que também é denominada D. saccharalis. Os
AMPs séo a principal forma de resposta humoral dos insetos e diversidade
destes genes parecem estar relacionados com o modo de vida dos insetos. Os
dados gerados aqui podem servir de base para aplicacdo dos AMPs em

diferentes areas.



1. INTRODUCAO

A cana-de-aclicar € cultivada principalmente na na Asia e naAmérica
Latina, principalmente no Brasil, que tem destaque por ser o maior produtor, além
de possuir grande notoriedade na producdo de etanol (LEITE et al., 2018).
Ademais, 0 bagaco da cana-de-acucar pode ser utilizado na producéo de calor,
energia mecanica, energia elétrica e em estudos recentes foi observado que o
bagaco pode ser aproveitado para a producédo de etanol de segunda (BATISTA;
DE OLIVEIRA, 2020). A cana-de-acUcar sofre ataque de diversas pragas, dentre
elas, Diatraea saccharalis, a broca comum, € a principal praga no pais (DA
SILVA et al.,, 2022). Outra praga capaz de afetar a producdo de cana,
especialmente no Nordeste, é a Diatraea flavipennella recentemente
reclassificada como Diatraea impersonatella (LEMES et al., 2017). Finalmente,
Telchin Licus, a broca gigante da cana-de-acucar, além de ser uma importante
praga da cana no Nordeste, também € praga da bananeira e do abacaxizeiro
(PABON-VALVERDE; MICHAUD; VARGAS, 2022).

Ao se buscar solugdes efetivas para o controle destas pragas, existem
dois tipos de controle principais, 0 quimico através do uso de inseticidas
quimicos para erradicacdo da praga causa danos graves ao meio ambiente e
aos seres vivos (NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016) Além disso, a
utilizacdo desses inseticidas pode proporcionar uma selecdo resistente de
pragas (FU et al., 2019). Outro controle bastante utilizado é o controle bioldgico,
sendo uma alternativa para diminuir o uso de inseticidas através da utilizacédo de
inseticidas microbianos, considerados seguros para o meio ambiente e seres
humanos (GALZER; AZEVEDO FILHO, 2016; LOWE et al., 2019; NAWAZ et al.,
2019)

A utilizacdo de microrganismos entomopatogénicos tém demonstrado
eficiéncia no combate contra essas pragas (ZAPPELINI et al 2020). Na utilizagéo
deste método somente o alvo é combatido, sendo assim, possui menos risco ao
meio ambiente, além de ndo deixar substancias prejudiciais no solo, na agua e
em alimentos. Ademais, ndo acarreta em populacbes de pragas mais
resistentes, e nem ocasiona risco a humanos (GOMES & OLIVERIA, 2020). No
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entanto, insetos possuem diversos mecanismos de defesa contra estes
patdogenos, dentre eles a imunidade humoral. Quando reconhecidos, o0s
patdgenos induzem a ativacédo das vias responsaveis pela transducao do sinal
que resultar4 no combate as infecgbes. Dentre estas vias, trés se destacam em
insetos, a via de Imunodeficiéncia (Imd), a via Toll, e a via JAK/STAT. Todas
desencadeiam como resposta, principalmente, a sintese de peptideos
antimicrobianos (AMPSs), que vao combater o microrganismo invasor (HILLYER,
2016; Ll etal., 2022; MANNIELLO et al., 2021). Os AMPs de artrépodes possuem
estruturas Unicas, sendo classificados em quatro grupos, peptideos a-helicoidais
(cecropina e moricina), peptideos ricos em cisteina (defensina e drosomicina),
peptideos ricos em prolina (apidaecina, drosocina e lebocina) e proteinas ricas
em glicina (atacina e gloverina) (Yl et al., 2014). Neste trabalho, exploraremos
transcritomas das trés principais espécies pragas da cana-de-aglcar no
Nordeste, em busca de identificar e classificar os AMPs e de determinar suas

relac@es filogenéticas.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cana-de-acucar

A cana-de-acucar pertence ao género Saccharum, o cultivo dessa graminea
teve expansdao mundial, especialmente em paises tropicais e subtropicais
(VILELA et al., 2017). E utilizada como matéria prima para a produc&o de agtcar,
acucar mascavo, etanol, xarope e outros produtos (WANI et al., 2023). O Brasil
é o maior produtor dessa cultura, seguida da india, juntos esses paises
produzem aproximadamente 59% do total mundial de cana-de-acucar. No Brasil,
o Centro-Sul possui destaque na produgcédo, com aproximadamente 90% da
producao nacional (ZHENG et al., 2022). Obstante, diferentes fatores contribuem
para a reducao da produtividade da cana, 0s insetos pragas Sdo 0s principais
responsaveis pela improdutividade da cultura em diferentes estagios de vida
(IQBAL et al., 2021). Entre as pragas, trés possuem grande relevancia, a
Diatraea saccharalis, Diatraea flavipennella e Telchin licus (SANTO et al., 2015;
SILVA et al., 2018).

2.2. Diatraea saccharalis



A broca-da-cana-de-agucar, Diatraea saccharalis, possui destaque por
ser uma das mais importantes pragas da cana e do milho. As regides de mais
incidéncias sdo a América do Sul e Central, Caribe e sul dos Estados Unidos.
Uma das suas principais caracteristicas é a dinamica populacional, em que
estudos recentes relatam que a D. saccharalis possui nUmeros significantes em
relacdo a sua expansdo (FRANCISCHINI et al., 2019). Presentes em regides
canavieiras do Brasil, a broca € responsavel por causar danos diretos,
ocasionando consequéncias irreparaveis para a planta, como a abertura de
galerias no interior do colmo provocando perda de peso, morte da gema apical,
e, como consequéncia, a ma-germinacado. Além disso, podem causar danos
indiretos responsaveis pela contaminacao de microrganismos (MAGANO et al.,
2023). Como consequéncia do seu comportamento de perfuracdo e entrada
dentro do colmo, a utilizacdo de inseticidas quimicos se torna ineficiente. Entéo,
o controle biologico se torna a melhor estratégia a ser utilizada (REAGAN;
MULCAHY, 2019). Uma das alternativas de contencdo é a utilizacdo de um
parasitoide de ovos, Trichogramma galloi Zucchi (1988) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), e a Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera:
Braconidae), um parasitoide de larva (BORGES FILHO et al., 2018; MERLIN;
CONSOLI, 2019).

2.3. Diatraea impersonatella (= Diatraea flavipennella)

A espécie Diatraea flavipennella (Box, 1931) foi reclassificada como Diatraea
impersonatella (Walker, 1863), sendo que D. flavipennella agora é considerado
sindnimo junior (SOLIS; METZ, 2016). Ela esta presente em diversas regiées do
Brasil. Sendo uma das principais pragas da cana no Nordeste, seu modo de vida
€ semelhante ao de D. saccharalis (DA SILVA et al., 2022)

2.4. Telchin licus

A broca-gigante da cana-de-acucar, como é conhecida a espécie Telchin
licus (Drury), se encontra presente em toda América Central e do Sul (TRIANA
et al., 2020). Possui destaque por ser uma das principais pragas que atingem a
cana na regiao nordeste do pais, causando aproximadamente danos a 65% da
lavoura. O controle quimico apresenta ineficiéncia na contencdo da T. Licus

(ROCHA et al.,, 2021). Uma alternativa ao controle quimico seria o biolégico
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através de microrganismos endofiticos que podem promover o desenvolvimento
da planta hospedeira sem causar danos (WANG et al 2019). Ha exemplos de
bactérias endofiticas que possuem grande potencial entomopatogénico, uma vez
dentro dos tecidos vegetais ndo sao afetadas por fatores externos capazes de
promover sua ineficiéncia (BENSIDHOUM et al 2016, SCHELLENBERGER et al
2016, SUMAN et al 2016, ROCHA et al 2021). Entretanto, o controle mecanico
por catacdo manual ainda € muito utilizado em diversas regifes produtoras do

nordeste, em AL e PE.

Todavia, mesmo a utilizacdo de agentes de controle bioldgico com
parasitoides e microrganismos entomopatogénicos ndo causam 100% de
mortalidade nos insetos. Isto porque 0s insetos possuem mecanismos de defesa

inatos que respondem e tentam conter a acao de muitos parasitas e patdogenos.
2.5. O sistema imune dos insetos

Os insetos estdo expostos a inimeros patégenos, muitos desses costumam
invadir e colonizar os hospedeiros, atingindo sucesso na maioria das vezes. Para
se proteger e reduzir os danos causados por esses patdgenos, 0s insetos
evolutivamente desenvolveram mecanismos de defesa (HILLYER, 2016). O
sistema imunoldgico inato é uma das principais vias de defesa imunolégica
contra invasores, distribuida por todo o corpo desempenham papel importante
na manutencao da homeostase e protege o hospedeiro de doencas e infeccdes
(RIERA ROMO; PEREZ-MARTINEZ; CASTILLO FERRER, 2016). O sistema
imune inato em insetos possui respostas humorais e celulares. Os hemdécitos
sdo os grandes responsaveis pela resposta celular e agem sobre os patégenos
através de processos como fagocitose, encapsulamento e coagulagéo. Por outro
lado, a resposta humoral € composta por peptideos antimicrobianos, cascatas
proteoliticas e sintese de melanina (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013).
Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo componentes importantes desse
sistema (BULET et al.,, 1999), possuindo grande capacidade antibacteriana,
antifangica e antiviral (ONGEY; PFLUGMACHER; NEUBAUER, 2018). As
principais vias responsaveis pela sintese de AMPs nos insetos sédo a via de
Imunodeficiéncia (Imd), Toll e JAK-STAT. A via Imd e Toll utiliza receptores para

fazer o reconhecimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos,
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leveduras, além de iniciar cascatas de sinaliza¢édo. J& a via JAK-STAT é uma via
de reconhecimento viral, mas também esta envolvida na resposta celular
(ZHANG et al., 2017).

2.6. Via Toll

A via Toll, em insetos, é ativada por bactérias gram-positivas e fungos (LIMA
et al., 2021). Quando ocorre a infeccdo por patdgenos, as proteinas de
reconhecimento promovem a ativacdo da cascata de serina protease (SP) (YU
et al., 2020) que ativa a transducao de sinal para o interior da célula via um
receptor transmembranico denominado Toll. O reconhecimento desses
componentes para bactérias Gram-positivas ocorre através das proteinas
receptoras PGRP-AS, PGRP-SD, GNBP3, bem como a proteina de ligacédo
GNBP-1 (HINO & GOTO 2016). A cascata SP através da enzima SPE cliva a
proteina Spatzle (Spz), receptora da via Toll. O Spatzle se acopla com o dimero
Toll, ativando a via de sinal Toll-Spéatzle. (MOLLAH; AHMED; KIM, 2021). Como
consequéncia ocorre o recrutamento das proteinas MyD88, Tube e Pelle. Em
seguida, o complexo Spz-Toll se liga a proteina MyD88 através do dominio TIR
intracelular. Logo apo6s, MyD88, Tube e Pelle formam um complexo denominado
de heterotrimérico, responsavel pela degradacéo do IkB, Cactus é fosforilada e
degradado via proteossoma. Dorsal e Dif, fatores de transcri¢cdo, séo liberados e
se deslocam do citoplasma para o nucleo, desencadeando o aumento da
transcriacdo de AMPs (LI et al 2017; ANTHONEY; FOLDI; HIDALGO, 2018;
CARDOSO et al., 2017; SHAFEEQ; AHMED; KIM, 2018; YU et al., 2020)

2.7. ViaImd

Como consequéncia da patogenicidade de bactérias Gram-negativas, ocorre
a ativacdo da Via IMD, que também desencadeia a expressdo de AMPs. O
reconhecimento desses patdgenos ocorre pelo receptor peptidoglicano PGRP-
LC. Para ativagdo da via faz-se necessaria a modificagéo do fator Relish aliado
a sua translocagdo nuclear (CAl et al.,, 2021). A molécula de DAP-PGN é
liberada pela parede celular de microrganismos bacterianos durante a diviséo
celular ou morte bacteriana (KLEINO; SILVERMAN, 2019). Desta forma, PGN
liga-se ao receptor PGRP-LC/PGRP-LE desencadeando o recrutamento de IMD,
FADD e DREDD, um complexo de sinalizacao intracelular (BAI et al., 2020).
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Além desses complexos de sinalizacdo, também estdo envolvidos a Diap2, a
dTAK1 e o complexo IKK. O Relish é ativado por clivagem, onde a por¢ao N-
terminal se translocam para o nucleo induzindo a transcricdo de genes de AMPs
(ZHAI; BOQUETE; LEMAITRE, 2018) Obtendo como resultado final a expressao
de peptideos antimicrobianos (ALEJANDRO et al., 2022).

2.8. Via JAK/STAT

Essa via é composta por trés citocinas Unpaired (Upd), Upd2 e Upd3. Upd
estd relacionada com a matriz extracelular. Upd2 esta relacionada com a
resposta a danos teciduais. Upd3 esta relacionado principalmente a inducéo de
hemacitos apos acéo bacteriana. Upd2 e 3 sdo induzidas como consequéncias
da patogenicidade viral, desencadeando mudultiplos mecanismos reguladores,
responsaveis pelo controle da sua expressédo (AGAISSE et al., 2003; KEMP et
al., 2013; WRIGHT et al., 2011). Além disso, essa via conta com uma tirosina
quinase, a JAK (Hopscotch/Hop), um receptor ativo Domeless (Dome) e o fator
de transcricdo STAT (Stat92E/Marelle) (MORIN-POULARD; VINCENT;
CROZATIER, 2013). As enzimas JAK presentes no citoplasma sofrem
dimerizacdo de uma citocina, que se liga ao seu receptor. A partir disso, as JAKs
sao ativas e fosforilam os receptores de citocina desencadeando um ponto de
ancoragem para as STATs que sofrem fosforilacdo das JAKs, formando dimeros.
Os dimeros de STAT se translocam para o nucleo e se ligam a uma sequéncia
palindrébmica de DNA induzindo a transcricio de genes de resposta
(ARBOUZOVA; ZEIDLER, 2006; DE CARO MARTINS; PIMENTA DA COSTA
VAL BICALHO -PROFESSORA ADJUNTA; MARTINS MELO, 2018; GENG et
al., 2016; LIONGUE; WARD, 2013; MYLLYMAKI; RAMET, 2014).

2.9. Peptideos antimicrobianos (AMPSs)

Os AMPs podem ser classificados de acordo com sua fungao ou estrutura
em diferentes familias. Em Lepidoptera eles sdo classificados como cecropinas,
defensinas, lebocinas, gloverinas, atacinas e moricinas (BUONOCORE et al.,
2021; HEMMI et al., 2002). As cecropinas sao peptideos que contém de 31 a 39
aminoacidos e foram identificadas em lepidopteros, dipteros e coledpteros.
Essas sao ativas contra fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Yl

et al., 2014). Defensinas sdo pequenos peptideos que variam de 28 a 44
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aminoacidos, foi identificada nas ordens Diptera, Hymenoptera, Coleoptera,
Hemiptera, Odonata e LepidOptera, possui atividades contra bactérias Gram-
positivas, fungos e virus (MYLONAKIS et al., 2016; RICHARD et al., 2002).
Lebocinas, identificada na hemolinfa de Bombyx mori, um lepidéptero, possui
aproximadamente 32 aminoacidos e é rica em prolina e O-glicosilado (BULET et
al., 1999). Isolada da hemolinfa de dois lepidopteros, a gloverina € rica em
glicina, essa age contra bactérias Gram-negativas e leveduras (BULET et al.,
1999). Atacinas sao ricas em glicina e possui aproximadamente 190
aminoécidos, foram identificadas na hemolinfa da mariposa gigante Hyalophora
cecropia. Seis isolados foram encontrados e classificados em dois grupos, o
grupo basico formado pelas atacinas A e D e um grupo acido formado pelas
atacinas E e F. Essa é responsavel pela interacdo da membrana e atividade
antimicrobiana (BUONOCORE et al., 2021). Moricinas sao compostas por 42
aminoacidos, isolada da hemolinfa da Bombyx mori, possuem acéo
antibacteriana tanto Gram-positivas, quanto Gram-negativas (HEMMI et al.,

2002). A seguir, cada AMP sera descrito em mais detalhes.
2.9.1. Cecropinas

Descritas pela primeira vez na hemolinfa de Hyalophora cecropia, as
cecropinas possuem destaque por serem uma classe de peptideos
antimicrobianos (AMP) amplamente estudados (RAMOS et al., 2021). Possuem
auséncia de cisteinas, e consequentemente ndao formam pontes dissulfeto, além
de apresentarem 34-39 residuos compostos por alfa hélice N-terminal hidrofilica
e uma C-terminal hidrof6bica, unidas por uma regido de dobradica (GARZON et
al 2017, SEGOVIA et al 2017, SHRESTHA et al 2019). As cecropinas S&o
classificadas em subtipos de A a E, com cada tipo variando entre as espécies
(PENG et al., 2019). Em insetos, esses membros podem ser isolados da
hemolinfa de lepidopteros e dipteros apds uma infecédo bacteriana (SHEEHAN
et al., 2018). Cecropinas demonstram eficiéncia contra acao de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos (WANG et al., 2018). Durante a infeccao, os
genes de cecropinas sdo expressos pelos corpos gordurosos em diferentes
estagios de desenvolvimento (OUYANG et al., 2015)

2.9.2. Atacinas
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Semelhante as cecropinas, as atacinas foram descritas e caracterizadas
através da hemolinfa da pupa de Hyalophora cecropia. (NESA et al., 2020). As
atacinas sdo expressas de forma acida e basica. As atacinas caracteristicas
acidas possuem na sua composi¢cao acido aspartico, arginina e isoleucina. J4 as
que possuem caracteristicas basicas apresentam na sua composi¢ao lisina,
acido glutamico e triptofano (ISLAM; BEZBARUAH; KALITA, 2016). O gene que
codifica a isoforma acida da atacina apresentou resposta rapida a infeccao
bacteriana (BUONOCORE et al., 2021). As atacinas possuem uma estrutura
espiral aleatéria em ambiente aquoso e, diferente de outros peptideos, néo sofre
modificacdo da sua estrutura para forma helicoidal em meio anisotropico. Essa
caracteristica é devido a abundancia de glicina na sua composicao aliada a falta
de cisteina (BUONOCORE et al., 2021). Possuem dominios N-terminal e C-
terminal com caracteristicas filogenéticas diferentes entre taxons de insetos. O
dominio C-terminal € mais comum em insetos holometabolos e nas ordens
Orthoptera, Isoptera e Hymenoptera (SHELOMI et al., 2020). Sao,
principalmente, ativas contra bactérias Gram-negativas, através de
lipopolissacarideos, alterando a estrutura e a permeabilidade da membrana
externa. Além disso, inibe a sintese de purinas bacterianas, proteinas presentes
na membrana externa (FELIPE et al., 2013; MANNIELLO et al., 2021).

2.9.3. Moricinas

Moricinas desempenham papel importante na defesa humoral de insetos.
Sdo importantes AMPs catidnicos alfa-helicoidais, inicialmente isoladas da
hemolinfa de larvas de Bombyx mori, em seguida em Galleria mellonella,
Manduca sexta e Spodoptera litura (XU et al., 2019a). Estes peptideos
apresentam atividade antibacteriana tanto para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, apresentando também atividade antifUngica. Moricina
apresenta dois dominios, N terminal e C terminal, de extrema importancia para
sua atividade antibacteriana (HOEGER; HARRIS, 2020). O papel da moricina no
sistema imunoldgico permanece desconhecido, porém, esse peptideo apresenta

atividade bacteriana mais forte que as cecropinas (LI et al., 2019)

2.9.4. Defensinas
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As defensinas séo peptideos catiénicos ricos em cisteina, e constituem
uma familia de genes diversos, podendo ser isolados de plantas, mamiferos e
insetos (RAI et al., 2016). Esses peptideos desenvolvem fun¢des fundamentais
na imunidade inata e adaptativa, as defensinas durante seu processo evolutivo
se tornaram amplamente eficientes em suas atividades antimicrobianas a
inumeros patdégenos (MACHADO; OTTOLINI, 2015). Sua estrutura € composta
por uma al¢a flexivel N-terminal, uma a-hélice central e uma folha 8 antiparalela
C-terminal (LI et al., 2017). As defensinas possuem seis residuos de cisteina
conservados caracteristicos de trés pontes de dissulfeto conectadas em um
padrdo Cysl-Cys4, Cys2-Cys5 e Cys3-Cys6 (CEROVSKY; BEM, 2014). As
defensinas possuem atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, fungos e leveduras (CRAVA et al., 2015; LI et al., 2012).

2.9.5. Lebocinas

As lebocinas foram isoladas e caracterizadas a partir hemolinfa de
Bombyx mori. S&o ricas em prolina e O-glicosiladas, o que aumenta sua
capacidade antimicrobiana. Além disso, lebocinas tem um efeito sinérgico com
cecropinas aumentando sua capacidade antibacteriana (ZHANG et al., 2019). As
lebocinas séo sintetizadas em forma de precursores inativos e precisam ser
processadas proteoliticamente para gerar um peptideo ativo (LU et al., 2017). A
lebocina é regulada no intestino médio e participa de uma familia multigénica (LI
et al., 2022). Em Bombyx mori, lebocina possui caracteristicas diferentes de
outros peptideos. Na via IMD é ativada por Relish e BmEts, um fator de
transcricdo relacionado a diapausa em Bombyx mori, como resposta a acao
microbiana no corpo (MAI et al., 2017)

2.9.6. Gloverinas

Gloverinas sdo peptideos estaveis ao calor, ndo possuem cisteina e
possuem efeito inibitdrio no crescimento de bactérias Gram-negativas. Foram
encontradas e caracterizadas pela primeira vez em Hyalophora gloveri (WOJDA,
2017 WANG et al., 2019). Gloverinas sao ricas em glicina e sdo encontradas em
espécies de lepidopteros. Possuem conformacao espiral aleatoria porém apos
interacdo com lipopolissacarideos modificam sua estrutura (HWANG; KIM,

2011). Esses peptideos sdo sintetizados como pré-proteinas, sua regido N-
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terminal sofre modificag&o por enzimas semelhantes a furina, desencadeando a

sintese de gloverinas maduras (Y| et al 2014).

2.10. OBJETIVOS
Objetivo Geral

Identificar e caracterizar a diversidade de AMPs das principais brocas da

cana-de-acucar
Objetivos Especificos

- ldentificar os genes dos principais tipos de peptideos antimicrobianos a
partir de transcritomas de Diatraea saccharalis, Diatraea impersonatella e

Telchin licus.
- ldentificar os dominios conservados nos AMPs encontrados.

- Analisar as relacdes filogenéticas dos tipos diferentes de AMPs nas

principais brocas da cana.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Identificacdo de AMPs

As sequéncias de genes de AMPs foram identificadas na espécie modelo de

Lepidoptera Bombyx mori, através do silkbase (http:/silkbase.ab.a.u-

tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cqi). Em seguida, foram identificadas, utilizando as

sequéncias de B. mori como “iscas”, as sequéncias de D. saccharalis, D.
impersonatella e T. licus, a partir do transcritoma do intestino de lagarta de 4°
instar de cada espécie. Os contigs encontrados nos transcritomas foram
verificados para saber se estdo completos e a determinacdo das proteinas
preditas atraves da predicao das janelas de leitura

(https://web.expasy.org/translate/). Os peptideos sinal foram determinados
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utilizando o algoritmo online Phobius (https://phobius.sbc.su.se/) e confirmados

no Signal P (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/). A massa

molecular e o ponto isoelétrico tedricos, preditos a partir da sequéncia de
aminoacidos forma determinados no algoritmo online “Compute pl/Mw tool”

(https://web.expasy.org/compute pi/).

3.2. Identificacdo dos dominios proteicos

Em seguida, foram mapeados os principais dominios proteicos de cada
proteina  predita  utilizando os  algoritmos HMMER  (v. 3.1,

https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) e CDD

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). As imagens dos

dominios foram feitas com auxilio da ferramenta “PROSITE My Domains”

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

Para analise filogenética, além das sequéncias ja encontradas, foram
recuperadas as sequéncias de pelo menos 10 espécies diferentes de
Lepidoptera a partir do banco nr do NCBI. Além disso, sequéncias da espécie
modelo Drosophila melanogaster, ou de Plutella xyllostella (lepidéptero com
linhagem mais antiga) foram utilizadas como grupo externo. As sequéncias
foram recuperadas utilizando sequéncias preditas de D. saccharalis, D.
impersonatella ou T. Licus utilizando o BlastP (BLOSUM62). O alinhamento foi
conduzido no MEGA 7, utlizando o algoriimo MUSCLE. As andlises
filogenéticas, baseadas em sequéncias de aminoacidos, foram realizadas por
Maximum  likelihood (ML) usando o PhyML  (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/). O Smart Model Selection (SMS) foi utilizado para a

escolha do modelo de substituicdo. As arvores foram representadas

graficamente no programa Figtree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacdo dos AMPs nos transcritomas de D. saccharalis, D.

impersonatellae T. licus.

Foram identificados diversos genes de AMPS nas trés espécies de brocas da
cana-de-acucar. Ao todo foram encontrados seis tipos de AMPs: Atacinas,

cecropinas, defensinas, gloverinas, lebocinas e moricinas.

No transcritoma de intestino de D. saccharalis foram identificadas no total 15
AMPs pertencentes as 6 classes encontradas (Tabela 1) com a maioria das
sequéncias completas ou faltando poucos nucleotideos. Ja para D.
impersonatella foram recuperadas 18 sequéncias (Tabela 2) pertencentes aos 6
tipos ja descritos com a maioria das sequéncias completas ou quase completas.
Por fim para T. licus foram encontradas 25 sequéncias (Tabela 3) de AMPs
pertencentes as 6 classes jA mencionadas, sendo a maioria completa ou quase

completa, com apenas duas sequéncias parciais de genes de gloverina.

A maioria das proteinas preditas a partir dos genes identificados possuem
peptideo sinal, o que indica uma possivel acdo extracelular (Tabelas 1, 2 e 3),
com excecdo de um gene de atacina para cada espécie estudada.
Provavelmente, esses genes sdo ortélogos entre si. Outra caracteristica
importante é que a maioria dos AMPs identificados possuem ponto isoelétrico
tedrico basico ou muito basico (>7). Apenas as defensinas e parte das

gloverinas, além de uma cecropina de T. licus possuem pl teérico acido.
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Tabela 1. Identificacdo caracterizacao in silico de peptideos antimicrobianos (AMPs) de Diatraea saccharalis.

AMP Contig(s) ORF Tamanho da Pro_teina Peptl’deo Massa_MoIecuIar Ponto isoelétrico
completa? ORF (pb) Predita (aa) sinal? predita (kDa) predito
5030_c1 g1 i1 SIM* ~599 ~199 SIM ~19.13 ~9.52
5030 c4 g4 il SIM 612 203 SIM 19.96 9.7
Attacin 22555535533—?;1'_1{ SIM 612 203 SIM 19.62 9.65
15062_c0_g1_i2 SIM 596 193 NAO 20.27 9.65
9003 c0 g1 i1 SIM 198 65 SIM 4.72 11.05
9031 c0 g1 i1 SIM 195 64 SIM 4.86 8.43
) 10150 _c0_g2_i1 SIM 192 63 SIM 4.47 10.21
Cecropin ]
22194 c0 gl i1 SIM 192 63 SIM 4.44 10.46
22398 c0_g1_i1 SIM 192 63 SIM 4.44 10.12
40013 c0 g1 i1 SIM 195 64 SIM 4.82 8.38
Defensin c338 c0 gl i2 SIM 306 101 SIM 9.06 5.14
9917 c0_g3_i2 SIM* ~515 ~171 SIM ~16.71 ~9.47
Gloverin 782%{%—32—'5 * SIM 537 178 SIM 17.77 5.93
Lebocin 10179 c0_g1_i1 SIM 699 232 SIM 23.65 9.85
Moricin €3963 c0 gl i1 SIM 183 60 SIM 3.84 10.17
* Sequéncias quase completas faltando poucos nucleotideos/aminocidos em comparagédo com o primeiro hit no banco nr (NCBI) via
BlastP.
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Tabela 2. Identificacdo caracterizacao in silico de peptideos antimicrobianos (AMPs) de Diatraea impernotella.

AMP Contig(s) ORF Tamanho da Pro_teina Peptl’deo Massa_MoIecuIar Ponto isoelétrico
completa? ORF (pb) Predita (aa) sinal? predita (kDa) predito
DN10632_c0 g1 i1 SIM 612 203 SIM 194 9.48
DN10632_c0 g3 il SIM 612 203 SIM 19.62 9.65
Attacin DN10632_c0 g2 _i4 SIM 612 203 SIM 19.58 9.6
DN10632_c0_g2_i5 SIM 621 206 SIM 19.54 9.44
DN10632_c0 g2 _i6 SIM* ~584 ~194 SIM ~18.48 ~8.22
DN11424 c1 g1 il SIM 582 193 NAO 20.22 9.35
DN13090 c1 g4 il SIM 198 65 SIM 4.72 11.05
DN24339 c0 gl il SIM 192 63 SIM 4.4 10.12
Cecropin DN30886_CO_gl_.il SIM 192 63 SIM 4.47 10.21
DN6973 c0_gl i1 SIM 192 63 SIM 4.45 10.46
DN26728 cO_g1_il SIM 195 64 SIM 4.87 8.43
DN6628 cO g1 il SIM 195 64 SIM 4.86 8.43
Defensin  DN3868_c0_g1_il SIM 306 101 SIM 9.03 5.14
Gloverin DN7500_cO_g1_il SIM 537 178 SIM 17.86 5.93
DN11105 c2 g1 i4 SIM 501 166 SIM 16.15 9.74
Lebocin DN13690 c2 g1l il SIM 690 229 SIM 23.33 9.79
o DN756_c0 g1 il SIM 183 60 SIM 3.83 10.12
Moricin DN18833 c0 g1 il SIM* ~186 ~62 SIM ~4.03 ~9.88

* Sequéncias quase completas faltando poucos nucleotideos/aminoacidos em comparagcdo com o primeiro hit no banco nr (NCBI) via
BlastP.



Tabela 3. Identificacdo caracterizacao in silico de peptideos antimicrobianos (AMPSs) de Telchin licus.

AMP Contig(s) ORF Tamanho da Pro_teina Peptideo Massa_MoIecuIar Ponto isoglétrico
completa? ORF (pb) Predita (aa) sinal? predita (kDa) predito

36814 c0 g2_il SIM* ~782 ~260 SIM ~26.12 ~9.4

Attacin 26482 _cl1 gl il SIM 738 245 SIM 24.17 9.25

44650 cl g4 il+cl g3 il SIM* ~704 ~234 SIM ~22.51 ~6.59

34440_c0 _g1_i1 SIM 594 197 NAO 21.12 9.07

20504 _c0 _g1_il1 SIM 201 66 SIM 4.66 10.12

36589_c0_g1_il SIM 201 66 SIM 4.77 10.28

914 c0 gl i1 SIM 201 66 SIM 4.62 10.46

Cecropin 29261 cl gl il SIM 192 63 SIM 4.24 10.56
22662 _c0 g1 il SIM 204 67 SIM 4.82 8.07

19818 cl1 g1_il1 SIM 192 63 SIM 4.3 11.59

28783_c0_gl_il SIM 225 74 SIM 5.56 4.65

Defensin 46333_c0_gl i2 SIM 315 104 SIM 9.26 7.05
12527 _c0_gl il SIM 525 174 SIM 16.71 9.4
Gloverin 36362 c0 gl il NAO 320 (parcial) 106 (parcial) SIM na na
17541 _c0_gl_i2 SIM 525 174 SIM 17.72 8.21
31627|c0_g1_il NAO 383 (parcial) 127 (parcial) SIM na na

L ebocin 46404 c1 gl il SIM 711 236 SIM 24.74 10.62
29451 c0 g2 il SIM 531 176 SIM 18.03 9.9

17349 c0 g1_il1 SIM 204 67 SIM 4.7 11.36

37241 ¢c0 gl1.il SIM 201 66 SIM 4.57 10.22

25619 ¢c0 g1 il SIM 201 66 SIM 4.54 10.18

Moricin 23166 _c0 g2 il SIM 195 64 SIM 4.4 10.29

5661_c0_g2_i1l SIM 186 61 SIM 3.77 10.12

49626 _c1 g1 i1 SIM 186 61 SIM 3.75 10.12

32031 c0 g2 il SIM 186 61 SIM 3.88 10.38

* Sequéncias quase completas faltando poucos nucleotideos/aminoacidos em comparacdo com o primeiro hit no banco nr (NCBI) via BlastP.



4.2. Anélise dos dominios funcionais dos AMPs encontrados

Ao se analisar os dominios funcionais verificou-se que alguns AMPs
possuem dominio conservado e outros ndo. Dos que possuem dominios
conservados, nas atacinas, verificou-se dois tipos de perfil de dominios, um
grupo composto pela maioria das atacinas onde estes possuem um dominio de
atacina N-terminal e outro dominio C-terminal (Figura 1A). Ja ou outro perfil é
composto justamente pelos genes que nao possuem peptideo sinal (um em cada
espécie). A proteina predita deste grupo € um pouco menor que as outras
atacinas e possuem apenas o dominio C-terminal (Figura 1A). No que se refere
as cecropinas, todas as proteinas identificadas possuem o dominio predito de
cecropina (Figura 1B). Ja para as gloverinas identificaram-se dois grupos, um
com o dominio de gloverina maior e outro um pouco menor (Figura 1C). De forma
interessante, pelo menos para D. saccharalis e D. impersonatella a proteina
predita que possui o0 dominio maior também possui pl béasico, j& aquele que
possui 0 dominio menor possui pl acido. Para Telchin isto ndo se repetiu, embora
a diferenca dos tamanhos dos dominios nas duas proteinas nesta espécie seja

bem menor quando comparada com as outras duas espécies.

A DiAtt_DN10632_c0_g1_i1; _c0_g2 i4; _c0_g2_i5;_c0_g2 i6;_c0_g3_i1;
TIAtt_c26482; TIAtt_c36814; TIAtt_c44650

| = Attacin_N =) Attacin_C superfamily . =

DsAtt_c15062; DiAtt_DN11424; TIAtt_c34440

DsGlo_c9917; DiGlo_DN11105; TIGlo_c12527
Todas as cecropinas
' St == _________ Gloverin |
4
DsGlo_c7828; DiGlo_DN7500; TIGlo_c17541
Peptideo
Sinal S Gloverin |

Figura 1. Analise de dominios conservados de Attacinas (A), Cecropinas (B) e
Gloverinas (C), utilizando o banco de dados CDD (NCBI) e HMMER.
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Os tipos de AMPs que nao possuem dominio conservado foram
analisados por alinhamento e caracterizados a respeito da presenca dos
aminoacidos caracteristicos. Por exemplo, as defensinas sao caracterizadas por
possuirem 6 cisteinas conservadas, que sdo responsaveis pela formacédo de
pontes dissulfeto. Na Figura 2 podemos observar um alinhamento das proteinas

preditas de defensina para cada espécie estudada aqui, e cada uma possui as 6

cisteinas conservadas.

DsDef c338
DiDef DN3868
TlDef c46333

DsDef c338
DiDef DN3868
TlDef c46333

Figura 2. Alinhamento das sequéncias de defensina via Clustal

MKFRICVIFSIALFVSLAHNAICLPRDETVVKSESVVDTHN-PLNS--QR--KLDHQDLA 55
MKFRICVVFFIALFVSLAHNAICLPRDETVVKSESVADTHN-SLNS--QR--KLDHQDIA 55
MEFRVGYVFIVIALVFFVENILGLPRNSGVVKTENVVPINHESLEFIEKKKFNNNEDNIT 60
*okk ok o ok ok *kdko  kkkok K * HE I
TELHIPGRTWCQNDGSEPSEDIICEKHCIPKGYSYGFCISNICSC- 100
TELHIPGRTWCQNDGSEPSEDVICEKHCIPKGYSYGFCISNMCSCI 101

HKYKIPGRVSCKY--EEPTEDPVCQEHCIPKGYMHGLCVSKICSCI 104
ckkkk | k. Lkkokk sk okkkkkkk ckokokokkk

omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os peptideos sinal estdo destacados em

cinza, as cisteinas conservadas estdo marcadas em vermelho.

* aminodacido

conservado; : aminoacidos que possuem as mesmas propriedades.

Da mesma forma as lebocinas séo proteinas ricos em prolina. Na Figura

3, vemos um alinhamento de quatro lebocinas, sendo uma de D. saccharalis,

uma de D. imepersonatella e duas de T. licus, onde estdo destacados em

vermelho as prolinas.

DsLeb <10179

DiLeb DN13690

TlLeb ¢29451
TlLeb c46404

DsLeb <l10179

DiLeb DN13690

TlLeb 29451
TlLeb c46404

DsLeb ¢10179

DiLeb DN13690

TlLeb c29451
TlLeb c46404

DsLeb 10179

DiLeb DN13690

TlLeb c29451
TlLeb c46404

DsLeb c10179

DiLeb DN13690

TlLeb 29451
TlLeb c46404

MSRGTSILLGCVLLVFIAESSSQRITPAVYRRPLP---——--—-—-—— PP--SLPKTIRVRR 47
MLRGTSILLGCVLLVFIAESSSQRITPAVYRRPLP---——--—-—-—— SP--SPPKTIRARR 47
-MLELTVSLGLFFVAFIADSSCQTLIQPTIKPAVFEPPMG----RPPPFRPRTLPIRRVR 55
-MLELSVSLGLLLVSFITDSSCQRFIQPTFRPSVDRPVFIRPTYRPPVLR--PNPIRTVR 57

= kksr kdk:ckd k- Lo * % *
DIN-DEPLWLYKGDDIKRAPATGDHPYLPPYIDDVKLDPNTRYARSVDSPSAKRGGGSHS 106
DIN-DEPLWLYKGDDIKRAPATGDHPYLPPYIDDVKLDPNTRYARSVDSPSAKRGGGSHS 106
DINDQEPLLLYKDIEL--APT--=-==--meee e e e e e e e e e c e — c e — - - ———— 74
DVNDQQPLWLYQGDNIPRAPSSGDHPILPSIIDDVKFNPDRRYARSVDSPSARRGGGSHT 117
k:k :akk kk: | o1 L
TSSSSRNTGPTHPGYNRRNARSIHNPSPF-TIPSPTFPKPTNPFPRPELPGPRPIFPIYA 165
TSSSSRNTGPTHPGYNRRNARSIHTPSPF-TIPSPTFPKPTNPFPRPDLPGPRPIFPVYA 165
———————— SGDHTTYNRRHARDIVIPTFEPLRPSPPFP--GPLNPFEPRIPPHFPYPTYL 124
TSTSSRNTGATHPGYNRRNARDIRLPTEFGPLRPSPTFPKPEPINPFEPSIPPRTTYPIYA 177

*  kkdek:okk Kk ko kkk kK * k2 ik ok
RHARDVQLSGPLQKPTHYDI TLTGFNPNARVQPWQKIKVRTGRDIHDD-IDDEEIKKSVF 224
RHARDVQLSGPLQKPTHYD ITLTGWNPNARVQPWQKIKVRTGRDIHDD-IDDEEIKESAF 224
RTVRAVQIPG--RQPSYQDIVIPTWNWNLQS--KKKIGGKPRNPRSVEMFDDNEQE---- 176
RTTRDIQIPGV-RQPSHRDVIIPNWNPHVKTNPWQRIGVKPRNTRSVEMLDDDEQEYVEF 236
LA B S R H S HEL . kR ok
GSSEEDSV 232
ESSDM--- 229
———————— 176
———————— 236
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias de lebocinas via Clustal omega. Os peptideos
sinal estdo destacados em cinza, as prolinas estdo marcadas em vermelho. *
amino&cido conservado; : aminoacidos que possuem as mesmas propriedades.

Por fim, as moricinas ndo possuem nem dominio conservado nem
aminoacidos caracteristicos, mas sado identificadas como AMPs muito pequenos
que ndo precisam ser ativadas pois assim que o peptideo sinal é clivado, o
peptideo ja permanece na forma ativa (Figura 4). Destaca-se aqui o alto nimero
de genes encontrados para a espécie T. licus (7 genes) em comparacao com D.

impersonatella (2) e D. saccharalis (1).

DsMor c3963 MEFKVEFISIVLAMIALFIVGGHADPK--—-———— L-PVKQIGKGIKTGIGIAGAAGTAKEVWDHVRNRG--- 60
DiMor DN756 MEKFAALFATVLAVLAMEVGSGHAEPK-—————-— V-PVKKIGKAIKTGLGVLGAAGTAHEVYQONVKNRG——- 60
DiMor DN18833 MKISVIFVLAMAIFGMLLGGAQAAPAPDPKLPSGKTFKKVGKAIKTGFSIFSAAGTAHEVYN-———---—-- 62
TlMor <5661 MOLFKFALLILGVLGMMLSGSHASPK--————— GGGLKKVAKVVKAGIGAIGAIGTGHEIYENVKNRG—-- 61

TlMor:cl'? 349 MKLSKIFFVIMGVIALIVGTGEAAPGKIP----VKATIKKGGQIIGKGLRAINTIASTVHDIASQFRPKKKKH 67
TlMor c23166 MKLTGLFLMIMAVLALFAGSGEAN--PKLN---LGAITAAGKIIKKGFGIIGAADKAHDIFNEVKNRRH-- 64
TlMor ¢25619 MKFTGLFVMIMAVIATFAGSCEAKPAPKIN---LGALKKTGKLIKKGLEIIGVVGTAHDLYSSAKNKQON-- 66

TlMor:<332 031 MKLFSLVMMVEAVLAIMLGGSHAAPK--———-—— GGSFKKVVKGVKVGLGAIGALGTGHEIYERVENRG——- 61

TlMor ¢37241 MEKFAGLFVMIMAVLALFVGSSEANPKPKLN---LGALKKTGKIIKNGLQAIGATGTAHEVYNQARKNNON-- 66

TlMor c49626 MKLLSLVMMVEAVLAIMLSGSHAAPK---—-—- GGGLKKVAKAVKAGIGAIGAIGTGHEIYEHVENRG——- 61
i1 orLiiLi L x .. HE R

Figura 4. Alinhamento das sequéncias de moricinas via Clustal omega. Os peptideos
sinal estdo destacados em cinza. * aminoacido conservado; : aminoacidos que possuem
as mesmas propriedades.

4.3. Relagbes filogenéticas dos diferentes peptideos antimicrobianos

encontrados nas espécies estudadas.

Finalmente, foram determinadas as relacfes filogenéticas entre cada
classe de AMP encontrada e os AMPs de outros lepidépteros de diferentes

familias.

Ao analisarmos a arvore gerada para atacina (Figura 5), podemos
observar que o niumero de genes é variavel entre as diferentes espécies de
Lepidoptera. Porém genes pertencentes a espécies da familia Crambidae, com
D. saccharalis, D. impersonatela, Chillo suppressalis e Ostrinia furnacalis (Figura
5). Recentemente, foi disponibilizado um genoma de uma populacdo dos
Estados Unidos identificada como Diatraea saccharalis

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJEB47899). Entretanto, os genes

identificados no genoma desta espécie ndo sdo idénticos aos da populacdo

brasileira de D. saccharalis e ainda formam um grupo externo as sequéncias de
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D. saccharalis e D. impersonatella (Figura 5, marcagédo amarela), ou seja, as
sequéncias dos genes encontrados nas populacdes brasileiras de D. saccharalis
e D. impersonatella sdo mais proximas entre si do que com as sequéncias da
populacdo nomeada como D. saccharalis dos Estados Unidos. Ainda, as
sequéncias de T. licus agrupam com sequéncias de algumas familias de
borboletas (Figura 5, marcacdo em vermelho) que séo filogeneticamente mais
proximas de Castiniidae do que Crambidae, como Papilionidae (Papilio xuthus),

Nymphalidae (Vanessa tameamea) e Pieridae (Pieris brassicae). E interessante
notar que as sequéncias de attacina que possuem apenas o dominio C-terminal
e ndo possuem peptideo sinal agrupam-se em um ramo irméo das sequéncias

de T. licus, o0 que sugere um ancestral comum entre estas sequéncias.
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Figura 5. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para Attacinas
de diferentes espécies de Lepidoptera. As espécies-alvos deste estudo estdo destacadas em
diferentes tons de vermelho. Destague em amarelo denota o agrupamento da familia Crambidae.
Destaque em vermelho denota o agrupamento das espécies das familias Castiniidae,
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Nympahlidae, Papilionidae e Pieridae. O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7
utilizando o algoritmo MUSCLE e a arvore foi construida no servidor PhyML 3.0 com bootstrap
de 1000 repeticbes (valores acima de 70 sdo mostrados nos ramos). O nome das espécies
abreviados estdo descritos a seguir: Amyelois transitella: Atra, Bombyx mori: Bmor, Chilo
suppressalis: Csup; Diatraea impersonatella, Di, Diatraea saccharalis, Pop. Brasileira: Ds,
populacao EUA: DsacG; Drosophila melanogaster: Dmel (Diptera), Helicoverpa armigera: Harm,
Manduca sexta: Msex, Ostrinia furnacalis: Ofur; Papilio xuthus: Pxut; Pieris brassicae: Pbra;
Pectinophora gossypiella: Pgos; Spodoptera frugiperda: Sfru; Vanessa tameamea: Vtam.

Para as sequéncias de cecropinas, mais uma vez vemos as sequéncias
da familia Crambidae formando um clado Unico, e novamente as sequéncias da
populacdo dos EUA de D. saccharalis mais distante das populagfes brasileiras
de D. saccharalis e D. impersonatella. De forma interessante, as sequéncias de
T. licus se agruparam em diferentes clados, com apenas um formando um clado
Unico com as sequéncias de Crambidae (Figura 6).
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Figura 6. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para
Cecropinas de diferentes espécies de Lepidoptera. As espécies-alvos deste estudo estao
destacadas em diferentes tons de vermelho. Destaque em amarelo denota o agrupamento da
familia Crambidae. O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7 utilizando o algoritmo
MUSCLE e a arvore foi construida no servidor PhyML 3.0 com bootstrap de 1000 repetices
(valores acima de 70 sdo mostrados nos ramos). O nome das espécies abreviado estdo descritos
a seguir: Amyelois transitella: Atra, Bombyx mori: Bmor, Chilo suppressalis: Csup; Diatraea
impersonatella, Di, Diatraea saccharalis, Pop. Brasileira: Ds, populacdo EUA: DsacG;,
Helicoverpa armigera: Harm, Manduca sexta: Msex, Ostrinia furnacalis: Ofur; Papilio xuthus:
Pxut; Pieris brassicae: Pbra; Pectinophora gossypiella: Pgos; Plutella xylostella: Pxyl; Spodoptera

frugiperda: Sfru; Vanessa tameamea: Vtam.

As defensinas aparentemente sdo genes de copia Unica em Lepidoptera,
sendo Plutella xylostella a Unica excecdo. Entretanto, os genes das espécies
estudadas formaram um Unico clado, diferentemente dos outros AMPs, com a
familia Crambidae (destaque em amarelo) agrupando em conjunto (Figura 7).
Mais uma vez as relacbes entre a populacdo dos EUA de Diatraea e as
populacdes brasileiras de D. saccharalis e D. impersonatella sdo idénticas aos

outros grupos de AMPs.
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Figura 7. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para

Defensinas de diferentes espécies de Lepidoptera. As espécies-alvos deste estudo estao
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destacadas em diferentes tons de vermelho. Destaque em amarelo denota o agrupamento da
familia Crambidae. O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7 utilizando o algoritmo
MUSCLE e a arvore foi construida no servidor PhyML 3.0 com bootstrap de 1000 repetigGes
(valores acima de 70 sdo mostrados nos ramos). O nome das especies abreviado estdo descritos
a seguir: Amyelois transitella: Atra, Bombyx mori: Bmor, Chilo suppressalis: Csup; Diatraea
impersonatella, Di, Diatraea saccharalis, Pop. Brasileira: Ds, populacdo EUA: DsacG;,
Helicoverpa armigera: Harm, Manduca sexta: Msex, Ostrinia furnacalis: Ofur; Papilio xuthus:
Pxut; Pieris brassicae: Pbra; Pectinophora gossypiella: Pgos; Plutella xylostella: Pxyl; Spodoptera

frugiperda: Sfru; Vanessa tameamea: Vtam.

No caso das gloverinas, os dois grupos ja observados no tamanho do
dominio e pelos valores de pl também se refletem nas relacdes filogenéticas
onde formam dois clados distintos (Figura 8), inclusive as duas sequéncias de T.
licus. Entretanto, as sequéncias de outros membros da familia Crambidae como
C. suppressalis e O. Furnacalis, se agrupam no mesmo clado. Novamente
vemos as relagdes entre as populacdes do género Diatraea se repetindo como

na analise dos outros AMPs.
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Figura 8. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para
Gloverinas de diferentes espécies de Lepidoptera. As espécies-alvos deste estudo estédo
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destacadas em diferentes tons de vermelho. Destaque em amarelo denota o agrupamento da
familia Crambidae. O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7 utilizando o algoritmo
MUSCLE e a arvore foi construida no servidor PhyML 3.0 com bootstrap de 1000 repetices
(valores acima de 70 sdo mostrados nos ramos). O nome das especies abreviado estdo descritos
a seguir: Amyelois transitella: Atra, Bombyx mori: Bmor, Chilo suppressalis: Csup; Diatraea
impersonatella, Di, Diatraea saccharalis, Pop. Brasileira: Ds, populacdo EUA: DsacG;,
Helicoverpa armigera: Harm, Manduca sexta: Msex, Ostrinia furnacalis: Ofur; Papilio xuthus:
Pxut; Pieris brassicae: Pbra; Pectinophora gossypiella: Pgos; Plutella xylostella: Pxyl; Spodoptera
frugiperda: Sfru; Vanessa tameamea: Vtam.

Para as lebocinas, novamente as sequéncias de espécies da familia
Crambidae formaram um anico clado, sé que desta vez a populag¢do dos EUA de
Diatraea ficou mais proxima de D. saccharalis do que de D. impersonatella. As
sequencias de T. licus, por sua vez, se agruparam em um clado distinto das

espécies de borboletas, mas mais préximo de P. xylostella (Figura 9)
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Figura 9. Arvore filogenética construida pelo método de méaxima verossimilhancga para Lebocinas
de diferentes espécies de Lepidoptera. As espécies-alvos deste estudo estdo destacadas em
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diferentes tons de vermelho. Destaque em amarelo denota o agrupamento da familia Crambidae.
O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7 utilizando o algoritmo MUSCLE e a arvore foi
construida no servidor PhyML 3.0 com bootstrap de 1000 repeticdes (valores acima de 70 sdo
mostrados nos ramos). O nome das especies abreviado estdo descritos a seguir: Amyelois
transitella: Atra, Bombyx mori: Bmor, Chilo suppressalis: Csup; Diatraea impersonatella, Di,
Diatraea saccharalis, Pop. Brasileira: Ds, populacdo EUA: DsacG;, Helicoverpa armigera: Harm,
Manduca sexta: Msex, Ostrinia furnacalis: Ofur; Papilio xuthus: Pxut; Pieris brassicae: Pbra;
Pectinophora gossypiella: Pgos; Plutella xylostella: Pxyl; Spodoptera frugiperda: Sfru; Vanessa

tameamea: Vtam.

E por fim, as sequencias de moricina ndo fugiram a norma dos outros
AMPs, com a as sequéncias da familia Crambidae se agrupando em um Unico
clado. Parte das sequéncias de T. licus se agrupou em conjunto no mesmo clado

da familia Crambidae, e outra parte se agrupou em um clado diferente junto com

outras familia de Lepidoptera (Figura 10).
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Figura 9. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca para Moricinas
de diferentes espécies de Lepidoptera. As espécies-alvos deste estudo estdo destacadas em
diferentes tons de vermelho. Destaque em amarelo denota o agrupamento da familia Crambidae.
O alinhamento foi realizado no programa MEGA 7 utilizando o algoritmo MUSCLE e a arvore foi
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construida no servidor PhyML 3.0 com bootstrap de 1000 repeti¢cdes (valores acima de 70 sao
mostrados nos ramos). O nome das especies abreviado estdo descritos a seguir: Bombyx mori:
Bmor, Chilo suppressalis: Csup; Diatraea impersonatella, Di, Diatraea saccharalis, Pop.
Brasileira: Ds, populacdo EUA: DsacG;, Helicoverpa armigera: Harm, Manduca sexta: Msex,
Ostrinia furnacalis: Ofur; Plutella xylostella: Pxyl.

5. DISCUSSAO

Os insetos apresentam um sistema imunoldgico eficiente contra o ataque
de microrganismos patogénicos. Estes podem lidar diretamente com patdgenos,
eliminado o microrganismo invasor, suprimindo a sintese de toxinas e os fatores
de viruléncia (ZHANG et al., 2021). Em insetos, a imunidade inata é dividida em
duas, humoral e celular. A imunidade humoral esté envolvida com a sintese de
peptideos antimicrobianos (AMPs). Os AMPs sdo responsaveis por impedir a
proliferacéo de micrébios infectantes e estao presentes em diversos organismos
vivos (STANLEY; HAAS; KIM, 2023). Os AMPs de Drosophila, por exemplo, sdo
bastante utilizados para monitorar atividades da via Toll e IMD (HANSON;
LEMAITRE, 2020). Em um estudo com Manduca sexta, um lepidoptero praga de
fumo, HE et al., (2015) identificou os mesmos peptideos antimicrobianos. Além
disso, os autores sugerem que se tratando de lepidopteros, os genes para
Defensina, Moricina e Lobocina, também estdo presentes como em D.
saccharalis. Segundo XIA et al., (2015), os genes para Moricina e Gloverina sé&o

encontrados apenas em lepidopteros.

Neste estudo, foi observado que todas as sequéncias de Attacinas
apresentaram dominios conservados de Attacin C e Attacin N, apenas uma em
cada espécie estudada ndo apresentou o dominio de Attacin N terminal. Ambas
possuem acgao antibacteriana, séo induzidas nos corpos gordurosos dos insetos
e secretadas na hemolinfa atuando no combate contra microrganismos
invasores (ANDO; NATORI, 1988; HOFFMANN, 1995). SUN et al., 1991
observaram em seus estudos com Hyalophora cercropia, dois genes funcionais
de Attacina, uma atuando em meio acido e o outro em meio basico. Além disso,
SUDHA et al., (2015) também observou a presenca de dois dominios funcionais
de Attacina, corroborando com os dominios encontrados nas espécies
estudadas neste trabalho. Bactérias e fungos desencadeiam a atividade

antimicrobiana em O. furnacalis pela alta expressao de Attacina, porém, ainda
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nao se sabe ao certo como ocorre o processo de indugéo desse AMP (CHEN et
al.,, 2021; SHAHRIARI et al, 2021) Quando expostos a fungos
entomopatogénicos, as lagartas de Chilo suppressalis apresentaram expressao
significativa de attacinas (SHAHRIARI et al 2021).

Vérios genes de Cecropina também foram encontrados nas espécies
estudadas. Estudos apontam que quando exposta a nematoides
entomopatogénicos, O. furnacalis apresenta super-expressao deste peptideo no
corpo gorduroso e hemolinfa (HUOT et al., 2019). Cecropinas produzidas por B.
mori, como a cecropina A (CeA) foram utilizadas em ensaios antifungicos
realizados com Beauveria bassiana, com alta atividade. Além de demonstrar
uma expressiva atividade antibacteriana e antifingica, as cecropinas
apresentam capacidade anticancerigena em camundongos onde CeA tem
capacidade inibitéria células cancerigenas in vivo (LU et al., 2016; RAMOS-
MARTIN; HERRERA-LEON; D’AMELIO, 2022). Ao serem expostas ao
parasitoide Cotesia flavipes, D. saccharalis demonstrou expressdo alta de
cecropina como resposta imunologica (MERLIN; CONSOLI, 2019). Uma
caracteristica interessante, € que em Plutella xylostella, a expressdo de
Cecropinas foi observada trés vezes mais em relacdo a outros peptideos
antimicrobianos apoés a infeccao de parasitoides (ETEBARI et al., 2011).

Diferente de outras ordens insetos da ordem Lepidoptera, especialmente da
familia Crambidae apresentaram apenas um gene de defensina. A expressao de
defensina é regulada significativamente em Chilo suppressalis quando expostas
ao parasita Cotesia chilonis. Helicoverpa armigera demonstrou expressao
semelhante quando expostas a agentes microbianos de controle  (SHAMAKHI
et al., 2019).

As gloverinas sao encontrados apenas em insetos da ordem Lepidoptera. P.
xylostella desafiada com o fungo Beauveria bassiana apresentou um aumento
significativo na expressdo de gloverina, identificando uma possivel acéo
antifingica desse peptideo (LIN et al., 2020). Bombyx mori também apresentou
aumento da expressao de gloverinas quando exposto a Bacillus thuringiensis
(Bt) (XIAO et al., 2023). Os dominios encontrados para as proteinas preditas de

Gloverina neste trabalho apresentaram semelhancas com os dominios de
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Galleria mellonella encontrados por ZITZMANN; WEIDNER; CZERMAK, (2017).
Além disso, os autores destacam a identificacdo de gloverinas em varias
espécies de lepidopteros, porém, as suas atividades antimicrobianas sdo pouco
compreendidas, sabe-se que seu mecanismo de acdo ocorre através do
aumento da permeabilidade da membrana ou inibindo a formac¢ao da membrana
externa bacteriana (ZITZMANN; WEIDNER; CZERMAK, 2017)

As lebocinas sdo AMPs ricos no aminoacido prolina. LU et al., (2017)
identificaram cinco genes lebocina de Bombyx mori. Esses genes possuiam uma
relacéo estrutural muito semelhante, podendo ter evoluido de um gene ancestral
em comum. Estudos também revelaram que Ets, um fator de transcricdo
presente também em B. mori pode estar relacionada a diapausa desse inseto,
ainda foi observado que BmEts aumenta a expressao de lebocina (TANAKA et
al., 2012). RAO; XU; YU, (2012) observaram duas sequéncias de lebocinas.

Por fim, as moricinas foram caracterizados em varias espécies de
lepidépteros como Bombyx mori, através da sua exposi¢cao a uma bactéria (XU
et al., 2019b). Foi relatado recentemente que devido uma similaridade
significativa, existe a hipotese de uma origem monofilética entre sequéncias de
moricina (WANG et al.,, 2018). Andlises filogenéticas demonstraram que
moricinas de P. xylostella sdo homdlogas as de B. mori (XIA et al., 2015).
Quando lagartas de O. Furnacalis foram desafiadas com bactérias, obteve-se
um aumento expressivo de MyD88 e genes antimicrobianos, como a moricina
(ALRADI et al., 2022). Ademais, podemos observar uma possivel duplicacao de
alguns genes com alguns individuos de outras espécies de lepidopteros,
enquanto outros se agrupam conforme a filogenia da espécie (VOGEL et al.,
2011).

Um resultado interessante encontrado foi a maior quantidade de genes de
AMPs em T. licus do que em D. saccharalis e D. impersonatella. Isso pode ser
devido ao estilo de vida de T. licus onde as lagartas estdo mais presentes na
parte subterranea da cana, entrando em contato com um maior niumero de
microorganismos. Esta € uma hipotese que precisa ser testada. Finalmente,
parece claro que a populagéo dos EUA identificada como Diatraea saccharalis e

que teve seu genoma sequenciado, ndo é a mesma espécie da populagédo
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brasileira. Estudo mais detalhados de taxonomia integrativa precisam confirmar

se estas espécies sao realmente diferentes.

6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foram identificados varios peptideos antimicrobianos nos
transcritomas de D. saccharalis, D. impersonatella e Telchin licus, a maioria
desses peptideos apresentam dominio conservado. A partir da andlise
filogenética, pode-se observar que a maioria deles possuem homologia com
outros AMPs da ordem Lepidoptera indicando que podem estar envolvidos no
mecanismo de defesa dessas trés espécies. Os dados gerados neste trabalho
poderdo servir de base para novos estudos focando na agao antimicrobiana dos
AMPs e com essa acdo pode ser usada para controlar estas pragas e podem ser

utilizadas em estudos de outras areas, como nas ciéncias biomédicas.
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