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RESUMO

Bases moleculares da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) a toxina Cry1F

A utilizacdo de toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) no controle de lepidopteros-
praga, principalmente em areas onde a estratégia de refugio ndo é regulamentada, facilita a
evolucdo da resisténcia em populacdes de pragas-alvo. Ha trés relatos de resisténcia a campo
para Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), dois para a toxina CrylF e um para CrylAb. No
Brasil, ocorrem populagdes resistentes & CrylF e CrylAb. Esse trabalho foi voltado a
identificacdo do mecanismo de resisténcia de uma populacéo de S. frugiperda a toxina Cry1F,
baseando-se nas hipdteses existentes para explicar 0 modo de acdo de toxinas Cry. Uma
dessas hipdteses é baseada na formacao de poros na membrana do epitélio intestinal, enquanto
a outra na transducdo de sinal intracelular e ativacdo do processo de morte celular. Para a
identificacdo do mecanismo de resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF, o receptor
caderina de linhagens suscetivel (SUS) e resistente (RES) foi caracterizado, bem como
realizado estudos de expressdo génica diferencial comparativa pela analise do transcritoma
dessas linhagens. Estudos de expressdo génica diferencial comparativa também foram
realizados pela analise do transcritoma do intestino de lagartas de linhagens SUS e resistente
isogénica (RESiso), para a identificagdo do mecanismo molecular de resisténcia & toxina
CrylF. A caracterizacdo do transcrito do gene caderina das linhagens suscetivel, resistente e
resistente isogénica revelou diferencas na composi¢do de aminoéacidos da proteina caderina
predita entre as linhagens suscetivel e resistente a toxina CrylF nos dominios de repeticdo
CR5, CR6 e CR10 e no dominio C-terminal. Também foi verificado que das mutacfes
encontradas na linhagem RES, apenas as muta¢des da regido C-terminal foram fixadas na
linhagem RESiso. A andlise comparativa do transcritoma de linhagens SUS e RES indicou a
maior expressdo de genes relacionados a metabolizacdo de xenobidticos, como as
monoxigenases do citocromo P450, glutationa-S-transferases e carboxilcolinesterases, em
lagartas resistentes, mas ndo foram encontradas diferencas na expressdo de receptores Cry,
como aminopeptidase N e fosfatase alcalina. Porém, caderina foi superexpressa e o
transportador ABCg5 teve expressao reduzida na linhagem RES. O ABCg5 foi indicado como
0 provavel mecanismo de resisténcia dessa linhagem a toxina CrylF, juntamente com o
aumento da capacidade de detoxificacdo relatada. A analise comparativa do transcritoma de
linhagens SUS e RESiso produziu resultados semelhantes a analise anterior quanto ao padréo
de expressdo de enzimas de detoxificacdo, mas nesse caso foi observada reducdo da
transcricdo de caderina na linhagem RESiso em relacdo a SUS. A andlise da linhagem
isogénica também indicou alteracdo na expressdo de transportadores ABC na linhagem
RESiso; porém, para o transportador ABCbl. A andlise comparativa do transcritoma de
linhagens SUS e RESiso corroborou a participa¢do do sistema de detoxificacdo e acrescentou
a reducdo na expressao do receptor caderina como mecanismo de resisténcia dessa populacado
a toxina CrylF, assim como a de transportadores ABC, apesar do transportador ABCg5 nao
ter sido identificado nessa analise comparativa.

Palavras-chave: Expressdo diferencial; Manejo de resisténcia; Modo de acdo; RNASeq;
Sequenciamento de nova geragéo
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ABSTRACT

Molecular bases of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
resistance to Cry1F toxin

The broad use of Cry toxins from Bacillus thuringiensis (Bt) to control lepidopteran
pests, particularly where refuge strategies are not legalized or implemented, has facilitated the
evolution of resistance of pest populations. There are three records of resistance of
Spodoptera frugiperda (J.E Smith) in field condition to Bt toxins so far, two of them to CrylF
and one to CrylAb toxins. In Brazil, field-evolved resistance of S. frugiperda has been
recorded for both toxins. Thus, we aimed to identify the mechanisms associated to the
resistance of S. frugiperda to CrylF toxin based on the two concurrent hypotheses on the
mode of action of Cry toxins. One of such hypotheses is based on the potential of Cry toxins
to form pores in the membrane of the gut epithelium, while the other is based on the
production of an intracellular transduction signal and the activation of the process of cell
death. To identify the resistance mechanisms of S. frugiperda to CrylF toxin, we
characterized the transcript of the cadherin receptor of susceptible (SUS) and resistant (RES)
strains of S. frugiperda to search for mutations and performed a comparative analysis of the
transcriptome from SUS and RES strains. We also analyzed the transcriptome from the gut of
SUS and isogenic resistant strains (RESiso) in order to identify the molecular mechanisms
associated to the resistance of S. frugiperda to CrylF. The characterization of cadherin
receptor in SUS, Res and REsiso strains showed differences in the amino acid composition of
the repeated domains CR5, CR6 and CR10 and in the C-terminal domain. Only mutations
occurring on C-terminal of the RES strain were maintained in the RESiso strain. The
comparative transcriptome between SUS and RES strains indicated a higher expression of
genes related to the detoxification process, such as cytochrome P450s, glutathione-S-
transferases and carboxylcholinesterases in the RES strain, while no differences in the
expression of Cry receptors, such aminopeptidade N and alkaline phosphatase, were observed.
However, transcriptomic analysis indicated up-regulation of cadherin and down-regulation of
the ABCg5 transporter was down-regulated in the RES strain. We propose that ABCg5 is one
of the mechanisms involved in S. frugiperda resistance to Cryl1F, together with the increased
detoxification activity observed. Analysis of the gut transcriptome from SUS and RESiso
yielded similar results regarding the differential expression of detoxifying enzymes, but on
this case cadherin was down-regulated in RESiso as compared to the SUS strain. Down-
regulation of ABC transporters in the RESiso strain was also observed, but for the ABCbl
transporter. Analyses of the transcriptome of SUS and RESiso strains also indicated the
resistance of S. frugiperda to CrylF is related to an increased transcription of detoxifying
enzymes and a reduced transcription of the cadherin receptor. Our data also demonstrates the
resistance is due to the existence of adequate constitutive levels of transcription of genes that
respond to the intoxication with Cry1F.

Keywords: Differential expression; Resistance management; Mode of action; RNA-Seq;
Next-gemeration sequecing
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1 INTRODUCAO

O controle de pragas por meio de plantas geneticamente modificadas (GM) resistentes
a insetos vem sendo adotado em extensas areas agricolas (TABASHNIK et al., 2013). Existe
grande interesse agrondmico e cientifico em Bacillus thuringiensis (Bt) devido a sua
capacidade de colonizar e matar, com alta especificidade, uma grande variedade de insetos de
interesse econémico (DE MAAGD et al.,, 2001). B. thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-
positiva, anaerobica facultativa e patogénica aos insetos, que tem sido isolada em todo o
mundo a partir de uma grande diversidade de ecossistemas, incluindo solo, agua, cadaveres de
insetos, folhas de plantas e mamiferos insetivoros (HOFTE; WHITELEY, 1989; ROH et al.,
2007). Bt sintetiza cristais proteicos tdxicos contendo d-endotoxinas. As principais 6-
endotoxinas dos cristais proteicos sdo as proteinas Cry, representadas por inclusdes proteicas
parasporais que apresentam efeito toxico confirmado no organismo alvo, e as proteinas Cyt,
representadas por proteinas de cristais que apresentam atividade citolitica (CRICKMORE et
al., 1998; BRAVO et al., 2007; SOBRERON et al., 2009). Adicionalmente, isolados de Bt
também podem sintetizar outras proteinas inseticidas durante a fase de crescimento
vegetativo, as quais foram designadas como proteinas inseticidas vegetativas (VIP)
(ESTRUCH et al., 1996; DE MAAGD et al., 2003) e proteinas inseticidas secretadas (SIP)
(DONAVAN et al., 2006).

Plantas Bt desenvolvidas para o controle de insetos-praga sdo caracterizadas pela
incorporacdo de genes codantes de proteinas entomotoxicas, principalmente a toxina Cry da
bactéria B. thuringiensis (Bt), fazendo com que as plantas passem a expressar esses genes e a
produzir essas proteinas de forma constitutiva e em grande quantidade (JAMES, 2010;
HOFMAN et al., 2014). Desde 1996, a area cultivada com plantas geneticamente modificadas
qgue produzem proteinas inseticidas da bactéria B. thuringiensis (Bt) para o controle de
insetos-pragas aumentou, no mundo, mais de 150 vezes (JAMES, 2010; TABASHNIK et al.,
2013, JAMES, 2014). No Brasil, a Comissdo Tecnica Nacional de Biosseguranca (CTNBI0)
aprovou a liberagdo comercial da primeira planta Bt em 2005 e, apés 11 anos de
comercializacdo, a &rea cultivada com essa tecnologia ja alcangou aproximadamente 45
milhdes de hectares (CELERES, 2016). Atualmente, diversos eventos Bt de transformagcéo,
sendo um na soja, sete no algoddo e 24 no milho, estdo liberados no Brasil (CTNBIO, 2015).
Os beneficios de plantas GM que expressam proteinas inseticidas de Bt incluem, além da

supresséo de pragas-alvo, a reducdo no uso de inseticidas, a conservagao de inimigos naturais,
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a integracdo dessa tatica ao controle biolégico e o maior rendimento e lucro ao produtor
(ROUSH; MCKENZIE, 1987; SHELTON et al., 2002).

H& duas hipoteses concorrentes para explicar 0 modo de acdo das toxinas Cry nos
organismos-alvo (ZHANG et al., 2006; BRAVO; SOBERON, 2008; BRAVO et al., 2015).
Uma diz respeito a formacdo de poros na membrana do epitélio intestinal (BRAVO,;
SOBERON, 2008; BRAVO et al., 2015), enquanto a outra baseia-se na transducéo de sinal
intracelular e na ativacdo da morte celular (ZHANG et al., 2006).

O modelo de formacédo de poros propde que lagartas suscetiveis ingerem a toxina Cry,
a qual é disponibilizada na planta ja em sua forma ativa, que passa por eventos sequenciais de
ligacBes com diferentes receptores de membrana das células do intestino médio das lagartas.
A ligacdo a esses receptores leva ao processo de oligomerizacdo da toxina e subsequente
inducdo para a formacdo dos poros no epitélio intestinal (BRAVO et al., 2004; PIGOT;
ELLAR, 2007; PACHECO et al., 2009; SOBERON et al., 2009). A interacdo das toxinas Cry
com receptores de membrana envolve multiplas proteinas inseridas/ligadas & membrana, tais
como aminopeptidase N (APN), fosfatase alcalina (ALP) e caderina (CAD) (PIGOT; ELLAR,
2007; SOBERON et al., 2009). Em lepiddpteros, a primeira ligacdo das toxinas Cry ocorre
com proteinas ALP e APN ligadas & membrana (UPADHYAY; SINGH, 2011), estabelecendo
interacOes de baixa afinidade. A interacdo com APN ocorre no dominio Il da toxina, enquanto
que com ALP, a interacdo ocorre no dominio Ill da toxina (MASSON et al., 1995;
PACHECO et al., 2009; ARENAS et al., 2010). A interacdo com ALP e APN concentra a
toxina ativa nas microvilosidades das células do intestino médio, onde a toxina é capaz de
estabelecer interacbes de alta afinidade com receptores CAD (GOMEZ et al., 2007;
PACHECO et al., 2009; ARENAS et al., 2010). A interacdo Cry-CAD envolve dominios
extracelulares da CAD que interagem com as toxinas Cry, promovendo a clivagem
proteolitica da regido amino-terminal da toxina, incluindo a a-1 hélice do dominio I,
resultando na producéo de oligdbmeros da toxina. Em seguida, o oligdbmero se liga novamente
aos receptores secundarios ALP ou APN, que facilitam sua inser¢do na membrana, causando a
formacdo de poros e a decorrente lise da célula (PARDO-LOPEZ et al., 2006; ARENAS et
al., 2010).

De acordo com o0 modelo de transducdo de sinal, proteinas Cry induzem uma cascata
de sinais dependente de Mg”*. Esse modelo também depende da ligagdo da toxina Cry com o
receptor CAD, que ativa uma proteina G acoplada ao receptor, resultando na producéo de
adenil-ciclase. A sintese de adenil-ciclase resulta na maior producdo do mensageiro

secundario monofosfato ciclico de adenosina (CAMP). Os altos niveis de CAMP ativam a



23

proteina quinase A (PKA), levando a desestabilizacdo do citoesqueleto celular e dos canais
ibnicos da membrana da célula e, consequentemente, & inducéo do processo de morte celular,
manifestada pela formacdo de bolhas na membrana e pelo inchago celular, seguidos da lise
celular (ZHANG et al., 2006).

A notével capacidade dos insetos de se adaptarem aos inseticidas e outras taticas de
controle, bem como o uso crescente de culturas Bt, particularmente em areas onde a estratégia
de reflgio ndo é regulamentada, facilita a evolucéo da resisténcia em populacdes de pragas-
alvo, tornando-se a principal ameaca para a sobrevivéncia da tecnologia de controle
(BRAVO; SOBERON, 2008). Ap6s varios anos de comercializacdo de plantas Bt no mundo,
varios casos de selecdo direcionada para resisténcia em laboratério (MCGAUGHEY, 1985;
FORCADA et al., 1999; LIU et al., 2001; AKHURST et al., 2003; PEREIRA et al., 2008;
SOSA-GOMEZ; MIRANDA, 2012) e de evolugdo de resisténcia a campo foram relatados
para lepidopteros-pragas (VAN RENSBURG, 2007; TABASHNIK et al., 2009; STORER et
al., 2010; DHURUA et al., 2011; FARIAS et al., 2014; GASSMANN et al., 2014; OMOTO et
al., 2016).

Dos casos de evolucdo de resisténcia as toxinas Bt em condicGes de campo, trés
referem-se a resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae); um
em Porto Rico (STORER et al., 2010) e dois no Brasil (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al.,
2016), sendo dois deles a toxina CrylF (STORER et al., 2010; FARIAS et al., 2014). Esse
inseto € umas das principais pragas agricolas na regido Neotropical devido ao seu poder
destrutivo, polifagia e resisténcia a diversos inseticidas (CAPINERA, 2008; CARVALHO et
al., 2013; JAKKA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015). O cultivo conjunto e continuado
de outras plantas de importancia agricola que também expressam toxinas Bt, como soja e
algoddo, pode oferecer hospedeiros alternativos para esse inseto, colocando em risco as
tecnologias disponiveis atualmente, dada a pressdo de selecdo que o inseto esta sujeito, bem
como ao fato de que muitas das variedades comerciais apresentam eventos piramidados, que
podem apresentar 0 mesmo sitio-alvo de agdo (HERNANDEZ; FERRE, 2005;
HERNANDEZ-RODRIGUES et al., 2013; MONNERAT et al., 2015; WELCH et al. 2015).
No Brasil, dos sete eventos liberados para o algod&o, cinco sdo eventos piramidados
(Cry+Cry); para o milho, dos 24 eventos de Cry liberados, 16 sdo eventos piramidados (7
Cry+Cry; 7 Cry+Vip e 2 Cry+Cry+Vip) (CTNBIO, 2015).

A gestdo eficaz de plantas Bt como estratégia de manejo para S. frugiperda depende
do conhecimento detalhado do processo de intoxicacdo de insetos por proteinas Cry, sendo

que alteracBes nesses processos podem resultar na resisténcia do inseto a toxina. Sendo assim,
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0 conhecimento dos mecanismos de resisténcia de insetos as proteinas Cry é a chave para a
implementacdo de estratégias de manejo para retardar e monitorar a evolugcdo da resisténcia
em campo, mantendo assim a eficacia da tecnologia Bt para o controle de S. frugiperda.
Assim, esta tese apresenta estudos moleculares voltados a identificacdo do mecanismo de
resisténcia de uma linhagem de S. frugiperda selecionada em laboratorio a toxina CrylF. Os
estudos conduzidos foram dedicados a caracterizacdo molecular do receptor CAD de S.
frugiperda para a verificacdo da existéncia de mutacbes da CAD em insetos suscetiveis e
resistentes e que pudessem explicar a resisténcia observada, bem como a caracterizagdo da
resposta transcricional diferencial entre individuos resistentes e suscetiveis, induzidos ou néo
com a toxina Cryl1F. Os resultados obtidos levaram a melhor caracterizacdo da resposta de S.
frugiperda ao processo de intoxicacdo com a toxina CrylF, bem como ao melhor entedimento

do mecanismo de resisténcia a essa toxina na linhagem estudada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

O género Spodoptera apresenta mais de 30 espécies, sendo amplamente distribuido no
mundo, com cerca de metade das espécies reconhecidas como pragas de culturas de
importancia econémica (POGUE, 2002). Dentre as espécies-pragas, Spodoptera frugiperda
(J.E.Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida vulgarmente por lagarta-do-cartucho ou
lagarta-militar, € restrita a0 Novo Mundo, ocorrendo desde os Estados Unidos até o extremo
sul da América Latina, destacando-se como praga na regido Neotropical (CAPINERA, 2008;
MACHADO et al., 2008), pois sua distribuicdo € limitada a regides de clima quente devido a
sua incapacidade de sobreviver em condicdes de inverno rigoroso (CAPINERA, 2008).

O principal hospedeiro dessa praga € o milho (Zea mays). No entanto, S. frugiperda
apresenta habito polifago, podendo se alimentar de mais de 80 espécies vegetais (POGUE,
2002; CAPINERA, 2008), com destaque para o algodao (Gossypium hirsutum), arroz (Oryza
sativa), cana de acUcar (Saccharum spp), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum) e
trigo (Triticum spp.) (GIOLO et al., 2002; POGUE, 2002; SILOTO, 2002; CAPINERA, 2008;
BARROS; TORRES; BUENO, 2010).

Além da polifagia, outra caracteristica que contribui para o sucesso de S. frugiperda é
sua alta fecundidade, pois fémeas produzem de cinco a seis posturas, cada qual contendo, em
média, 200 ovos (SANTOS et al., 2004; CAPINERA, 2008). Na cultura do milho, lagartas
neonatas iniciam a alimentacdo raspando as folhas, danificando as folhas a medida que se
desenvolvem e, assim, progressivamente, chegam a causar a destrui¢do total do cartucho da
planta (SILVA, 2000). Com a destruicdo do cartucho, as plantas acabam sofrendo reducdo de
sua area fotossintética, levando ao comprometimento da producdo da cultura. A lagarta-do-
cartucho também pode atacar a base da espiga, destruindo grdos e abrindo caminho para
microrganismos fitopatogénicos, podendo resultar, ainda, na queda da espiga (SILOTO,
2002). No algodoeiro, as lagartas se alimentam de folhas, botdes florais e macas
(LUTTRELL; MINK, 1999), enquanto que na soja se alimentam de folhas e vagens em
formacgédo (BARROS; TORRES; BUENO, 2010).

O adulto apresenta comportamento migratorio com alta capacidade de disperséo, fato
que permite a rdpida infestagcdo de suas plantas hospedeiras (SPARKS, 1979; MARTINELLI
et al., 2006; NAGOSHI, 2009). O plantio de diferentes culturas com fenologia distinta em

areas proximas, como € o caso da soja, do milho e do algod&o, além de plantas de cobertura,
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como o milheto, na entressafra, pode favorecer o movimento de S. frugiperda entre o0s
cultivos (NAGOSHI, 2009).

O controle de S. frugiperda ndo tem se mostrado uma tarefa facil, pois esse inseto
possui resisténcia a maioria dos grupos quimicos de inseticidas. A liberacdo comercial de
plantas Bt tem fornecido tem sido uma alternativa para o controle de S. frugiperda No entanto,
a grande capacidade reprodutiva, o intervalo relativamente curto entre geracoes, a polifagia e
0 sistema de cultivo de milho, algoddo e soja Bt expde as populacbes de S. frugiperda a
pressdo de selecdo as proteinas de Bt, com mesmo sitio de acdo e conformacdo estrutural, de
forma repetitiva e intensa, propiciando um cenério favordvel a evolugdo da resisténcia,
principalmente quando as estratégias de Manejo da Resisténcia (MRI) ndo sdo efetivamente
implementadas (OMOTO et al., 2016).

2.2 Toxinas de Bt

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbica facultativa e
patogénica aos insetos, isolada de uma grande diversidade de ecossistemas, incluindo solo,
agua, cadaveres de insetos, folhas de plantas e mamiferos insetivoros (HOFTE; WHITELEY,
1989; ROH et al., 2007). A primeira descri¢cdo de B. thuringiensis foi em 1901, no Japéo, por
Shigetani Ishiwatari, que isolou o agente causador da podriddo bacteriana em Bombyx mori
Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae). Essa bactéria foi posteriormente descrita por Berliner
(1911) a partir de isolados obtidos de lagartas da traca-da-farinha, Anagasta kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) (SANAHUJA et al., 2011). B. thuringiensis pertence ao
grupo de Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus mycoides,
Bacillus pseudomycoides e Bacillus citotoxico (RASKO et al., 2005; GUIMBRETIERE et al.,
2013), mas ao contrario de algumas dessas especies, como B. anthracis, B. thuringiensis ndo e
patogénica a mamiferos, apresentando patogenicidade exclusivamente aos insetos
(THORSEN, et al., 2015).

A maioria das cepas de Bt produz trés importantes classes de proteinas inseticidas
durante seu ciclo de vida. As proteinas Vip (proteina inseticida vegetativa) sdo produzidas
durante a fase vegetativa, enquanto as proteinas de inclusdao dos corpos parasporais (0-
endotoxinas), as proteinas Cyt (toxina citotoxica) e Cry (proteinas cristal), sdo produzidas
durante a fase de esporulacdo (DE MAAGD et al., 2001; BRAVO et al., 2011).

A nomenclatura das proteinas Cry foi baseada em ampla selecéo de estirpes de Bt, que

identificou mais de 700 sequéncias de genes cry. Essas sequéncias foram classificadas de
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acordo com as sequéncias de aminoacidos, e pelo menos 70 grupos génicos foram
identificados. Dentre estes, sequéncias de aminoacidos com menos de 40% de identidade s&o
separadas em grupos, 0s quais sdo indicados por numeragdo distinta (ex., Cryl, Cry2,
Cry3.....Cry70). Dentro de cada grupo, toxinas que compartilham até 70% de identidade em
sua sequéncia proteica sdo identificadas por uma letra mailscula (CrylA, CrylB),
adicionando-se uma letra minuscula aquelas que compartilham similaridade entre 70% e 95%
(ex., CrylAa, CrylAb) (CRICKMORE et al., 1998; CRICKMORE et al., 2010; BRAVO et
al., 2013). Essa mesma classificacdo é utilizada pra classificar as proteinas Cyt e Vip
(CRICKMORE et al., 2010).

A estrutura terciaria das toxinas Cry produzidas por Bt sdo formadas por trés dominios
conservados e apresentam elevado grau de semelhanca na sua organizacao, indicando modo
de acdo similar (BRAVO et al., 2007; PALMA et al., 2014). O dominio | € um grupo de sete
a-hélices responsavel pela formagdo de poros na membrana das células epiteliais do intestino,
que sdo alvo das toxinas Cry, enquanto o dominio Il consiste de um B-prisma de trés B-folhas
antiparalelas envolvido por um nucleo hidrofébico e, por ultimo, o dominio III, que é B-
sanduiche de duas B-folhas antiparalelas (SCHNEPF et al., 1998; PIGOTT; ELLAR, 2007;
BRAVO et al., 2007; BRAVO et al., 2011). Os dominios Il e Ill estdo relacionados com a
interacdo da toxina com receptores das células do epitélio intestinal dos insetos (BRAVO;
SOBERON, 2008, BRAVO et al., 2011).

Apesar do grande numero de proteinas Cry (775 proteinas Cry descritas;
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/), apenas uma pequena fracdo é
utilizada em formulagGes comerciais ou expressas em plantas geneticamente modificadas
(BRAVO; SOBERON, 2008). No entanto, existe um grande interesse agrondmico e cientifico
em B. thuringiensis devido a sua capacidade de colonizar e matar um grande nimero de

insetos de interesse econdmico, como lepiddpteros, coledpteros, dipteros e nematoides.

2.3 Modo de agdo das proteinas Cry

Ha duas hipoteses concorrentes para explicar o modo de acdo das proteinas Cry
(ZHANG et al., 2006; BRAVO; SOBERON, 2008; BRAVO et al., 2015). Uma diz respeito a
formagao de poros na membrana do epitélio intestinal (BRAVO; SOBERON, 2008; BRAVO
et al., 2015), enquanto a outra se baseia na ativagdo da transducdo de sinal intracelular e de

morte celular do epitélio intestinal do inseto (ZHANG et al., 2006).
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O modelo de formagdo de poros propde que lagartas suscetiveis ingerem a proteina
Cry, a qual é disponibilizada na planta j& em sua forma ativa, e que passa por eventos
sequenciais de ligacdo com diferentes receptores de membrana do intestino médio de lagartas.
A ligacdo a esses receptores leva ao processo de oligomerizacdo da proteina Cry e a
subsequente inducdo da formacdo de poros no epitélio intestinal (BRAVO et al., 2004;
PIGOT; ELLAR, 2007; PACHECO et al., 2009; SOBERON et al., 2009). A interacio das
proteinas Cry com receptores envolve multiplas proteinas inseridas/ligadas a membrana, tais
como aminopeptidase N (APN), fosfatase alcalina (ALP) e caderina (CAD) (PIGOT; ELLAR,
2007; SOBERON et al., 2009). Em lepiddpteros, as proteinas Cry se ligam inicialmente as
proteinas ALP e APN aderidas a membrana (UPADHYAY; SINGH, 2011), estabelecendo
interacdes de baixa afinidade. A interacdo com APN ocorre no dominio Il da toxina Cry,
enquanto que com ALP, a interacdo ocorre no dominio Il (PACHECO et al., 2009; ARENAS
et al.,, 2010). A interacio com ALP e APN mantém a proteina Cry ativada nas
microvilosidades das células do intestino médio, onde a toxina é capaz de estabelecer
interacdo de alta afinidade com receptores CAD (GOMEZ et al., 2006; PACHECO et al.,
2009; ARENAS et al., 2010). A interacdo Cry-CAD envolve dominios extracelulares que
interagem com as proteinas Cry, promovendo a clivagem proteolitica de sua regido amino-
terminal, incluindo a a-hélice 1 do dominio I, resultando na oligomerizag&o da proteina Cry.
Em seguida, o oligdmero se liga novamente aos receptores secundarios ALP ou APN, que
induzem sua insercdo na membrana, causando a formacdo de poros e a decorrente lise da
célula (PARDO-LOPEZ et al., 2006; ARENAS et al., 2010).

De acordo com o modelo de transducdo de sinal, proteinas Cry induzem uma cascata
de sinais dependente de Mg*?. Esse modelo também depende da ligacdo da proteina Cry com
0 receptor caderina, que ativa uma proteina G acoplada a receptor, resultando na produgéo de
adenil-ciclase. A ativagdo de adenil-ciclase resulta na maior producdo do mensageiro
secundario monofosfato ciclico de adenosina (CAMP). Os altos niveis de cAMP ativa a
proteina quinase A (PKA), resultando na desestabilizagdo do citoesqueleto celular e dos
canais da membrana das células, levando a inducéo do processo de morte celular, manifestada
pela formacédo de bolhas na membrana e pelo inchaco celular seguido de lise celular (ZHANG
et al., 2006).
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2.4 Mecanismos de resisténcia

A notavel capacidade de insetos de se adaptar a insecticidas e outras taticas de
controle, bem como o uso crescente de culturas Bt, particularmente em &reas onde reflgios
néo sdo regulamentados, facilitam a evolucdo da resisténcia por pragas-alvo dessa tecnologia,
tornando-se a principal ameaca para a sobrevivéncia dessa tecnologia de controle (BRAVO;
SOBERON, 2008). Ap6s varios anos de comercializacdo de plantas Bt no mundo, varios
casos de selecdo direcionada para resisténcia em laboratorio (FORCADA et al., 1999; LIU et
al., 2001; AKHURST et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; SOSA-GOMEZ; MIRANDA,
2012) e de evolucdo de resisténcia a campo foram relatados para lepiddpteros-pragas (VAN
RENSBURG, 2007; TABASHNIK et al., 2009; STORER et al., 2010; FARIAS et al., 2014;
GASSMANN et al., 2014; OMOTO et al., 2016).

Estudos transcritdmicos, gendmicos e protedmicos tém contribuido com informacgoes
relevantes e adicionais aos dados bioldgicos que possibilitam desvendar como pragas-alvo
respondem e se defendem de processos de intoxicacdo por toxinas Bt ao nivel bioquimico e
celular JURAT-FUENTES et al., 2011; LEI et al., 2014; GONG et al., 2015). Em geral, a
exposicdo as toxinas de Bt resulta na alteragdo de diferentes mecanismos fisioldgicos do
inseto, como alteracbes na expressdo génica de receptores (TIEWSIRI; WANG, 2011;
ZHANG et al., 2013; GONG et al., 2015; GUO et al., 2015b), protedlise, detoxificacdo e
sequestro por esterases (VELLICHIRAMMAL et al., 2015; ZHU et al., 2015), e elevacéo da
resposta imunolégica (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2010).

Altos niveis de resisténcia de insetos a toxinas Cry sdo comumente associados a
alteracbes dos receptores da superficie do epitélio celular do meséntero, como as
aminopeptidases (APN), as fosfatase alcalinas (ALP), as caderinas (CAD) e o0s
transportadores ABC, reconhecidos como 0s principais receptores de proteinas Cry
(HECKEL, 2012; PARDO-LOPEZ et al., 2013; BRAVO et al., 2015). Diversos estudos tém
demonstrado que alteracBes nos niveis de expressdo e/ou mutacbes desses receptores estdo
relacionados aos mecanismos de resisténcia as proteinas Cry em diferentes insetos-pragas
(TIEWSIRI; WANG, 2011; JURAT-FUENTES et al., 2011; GONG et al., 2015).

Analises protebmicas e moleculares mostraram que a resisténcia de Trichoplusia ni
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) a CrylAc foi relacionada com a regulagdo negativa de
APN1 e como forma compensatoria, ocorreu aumento da regulacdo de APN6 (TIEWSIRI,
WANG, 2011). Segundo Herrero et al., (2005), Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) resistente a proteina CrylCa ndo apresenta uma das quatro APNs (APN1, APN2,
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APN3 e APN4) identificadas nesse inseto, sendo a APN1 presente apenas na linhagem
suscetivel. Recentemente, a reducdo da expressao de genes codantes de uma proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK4) regulou negativamente a expressdo de ALP em diversas
linhagens de Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) resistentes a CrylAc
(GUO et al., 2015D).

Inimeros trabalhos com o género Spodoptera tém demonstrado a relagcdo dos niveis
reduzidos de APN e ALP com a resisténcia a diversas toxinas Cry. Niveis reduzidos de APN1
em S. exigua estdo ligados a sua resisténcia a CrylCa (HERRERO et al., 2005). Segundo
Gong et al., (2015), a andlise do transcritoma de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) permitiu a identificacdo de niveis reduzidos de ALP na linhagem de campo
resistente a proteina CrylCa, enquanto a validacdo desses dados por meio da andlise
comparativa por PCR guantitativo em tempo real revelou reducdo acima de 98% nos niveis de
transcri¢do de ALP na linhagem resistente quando comparada a suscetivel.

Jurat-Fuentes et al., (2011) analisou a atividade enziméatica de ALP e APN de S.
frugiperda em linhagens resistente e suscetivel a proteina CrylF em Porto Rico, verificando
que a atividade enzimatica de ALP da linhagem resistente foi de 3 a 4 vezes inferior aquela
apresentada pela linhagem suscetivel. O mesmo foi relatado recentemente por Jakka et al.,
(2015) para linhagens resistentes as proteinas CrylFa e CrylAc coletadas na regido de Santa
Isabel, Porto Rico. Essas linhagens resistentes apresentaram reducgédo de 90% na expressao de
ALP quando comparadas com a linhagem suscetivel de referéncia. A reducdo observada na
transcricdo levou a reducdo em 75% da atividade de ALP nas linhagens resistentes,
sustentando a argumentacdo de que a resisténcia a Cry seja relacionada a reducdo dos niveis
de ALP.

Existem numerosos relatos que demonstram o papel da caderina como receptor de
proteinas Cry em espécies suscetiveis de lepiddpteros (PIGOT; ELLAR, 2007; FABRICK et
al., 2011; GAO et al., 2011). Além disso, ha a relagcdo entre mutacdes em genes da caderina e
resisténcia a toxinas Cry em diferentes lepidopteros (GAHAN et al., 2001; MORIN, et al.,
2003; XU, et al., 2005; FABRICK et al., 2011).

A ocorréncia de mutacdo na caderina foi relacionada a resisténcia a CrylAc em
Chloridea virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae). A mutacdo ocorreu no dominio de
repeticdo 12 e resultou em resisténcia superior a 6.000 vezes a toxina CrylAc (GAHAN et al.,
2001). Nesse estudo, um fragmento de 19 aminodcidos na regido a partir do aminoécido 1422-
1440 foi identificado como sendo o local de ligagédo da toxina CrylAc com o receptor

caderina. A presenca dos aminoacidos leucina (L), na posicdo 1425, e felilalanina (F), na
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posicdo 1429, resultaram na perda da capacidade de ligacdo da CrylAc a caderina, explicando
a resisténcia de C. virescens a essa toxina (XIE et al., 2005). A delegdo de um amino&cido no
dominio intracelular de caderina é relacionado a resisténcia nao-recessiva de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) a proteina CrylAc, sugerindo que este dominio
intracelular est4 envolvido em eventos de sinalizacdo apds a ligacdo da Cry (ZHANG, et al.,
2012). Esta evidéncia é consistente com o papel vital da regido intracelular da caderina
proposto pelo modelo de transducéo de sinal (ZHANG, et al., 2012).

O sequenciamento do transcrito de caderina em Ostrinia nubilalis (Hubner)
(Lepidoptera: Crambidae) revelou alteragdo no residuo 543, com a mudanca de um
aminoacido polar (Val) por um apolar (Arg), na linhagem resistente a CrylAb (MORIN et al.,
2003). Além disso, ensaios de ligagdo utilizando toxinas marcadas com *2°I demonstraram que
as toxinas CrylA105, CrylAb, CrylAc e CrylF competem com elevada afinidade pelos
mesmos sitios de ligagdo em O. nubilalis e S. frugiperda (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et
al., 2013). Portanto, o desenvolvimento de resisténcia cruzada entre essas proteinas é possivel
se ocorrerem alterac6es nos locais de ligacao.

A reducdo na expressdo do gene caderina em ensaios com RNA de interferéncia foi
associada a toleréncia a proteina CrylAb em Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) e Manduca sexta (Linnaeus) (Lepidoptera: Sphingidae) (SOBERON et al., 2007;
YANG et al., 2011). Em H. armigera, uma dele¢do encontrada no gene caderina demonstrou
ser a responsavel pela producdo de uma proteina truncada na linhagem resistente a CrylAc
(XU et al., 2005). Em se tratando de um receptor da proteina Cry, a menor eficiéncia da
toxina é observada com a menor disponibilidade desse receptor, assim como demonstrado
pela disponibilizacdo de competidores por sitios de ligacdo (RAHMAN et al., 2012) ou pela
ocorréncia de alteragdes em sua sequéncia (ZHANG et al., 2013).

Os transportadores ABC constituem uma grande familia de proteinas integradas a
membrana que utilizam a energia da hidrélise de moléculas de ATP para transportar
substratos através da membrana (DEAN et al., 2001; LABBE et al., 2011; BROEHAN et al.,
2013). Oito subfamilias (A-H) foram descritas em mamiferos e insetos (DEAN et al., 2001;
LABBE et al., 2011). Esses transportadores participam na terceira fase do processo de
detoxificagcdo de xenobioticos (fase | = funcionalizagdo, fase Il = conjugagéo e fase Il =
excrecdo) (HECKEL, 2012). Além disso, foi relatada a interacdo do ABCC2 com proteinas
Cry, sendo proposto que este transportador se liga as proteinas Cry oligomerizadas auxiliando
a insercdo desse oligbmero na membrana (HECKEL, 2012). Porém, ainda ndo esta claro o

papel exato do ABCC2 no modo de acédo de toxinas Cry.
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A subexpressao de transportadores ABC das subfamilias B, C e G podem contribuir
para a resisténcia de insetos a varios inseticidas (LABBE et al., 2011, DERMAUW; VAN
LEEUWEN, 2014; MERZENDORFE, 2014), podendo ser essa resisténcia a proteinas Cry
relacionada a mutacdes/alteracdo nos niveis de expressao nos transportadores das subfamilias
C e G (GAHAN et al., 2010; BAXTER et al., 2011; ATSUMI et al., 2012; HECKEL, 2012;
GUO et al.,, 2015a). Segundo Gahan et al., (2010), foi verificada mutacdo que inativa o
transportador ABCC2 de C. virescens e que se relaciona com a perda do potencial de ligacédo
da proteina CrylAc a membrana, sugerindo que ABCC2 desempenha papel-chave no modo
de acdo de proteinas Cry. Park et al., (2014), por meio de analise de segregacdo em massa
(Bulk segregation analysis — BSA), identificaram locus em S. exigua contendo trés genes
ABCC (ABCC1, ABCC2 e ABCC3), sendo que a delecdo de 82 aminoacidos na regido do
dominio intracelular do transportador ABCC2 foi associada a resisténcia a toxina CrylCa.
Além disso, a reducdo da expressdo dos transportadores ABCC2 e ABCC3 por meio de
silenciamento génico parcial utilizando RNA de interferéncia aumentou a tolerancia da
linhagem suscetivel as proteinas CrylAc e CrylCa (PARK et al., 2014).

Para investigar a resposta de P. xylostela na defesa contra CrylAc, foi realizada
analise comparativa do transcritoma do intestino médio de linhagens resistente e suscetivel. A
analise comparativa da expressao diferencial entre essas linhagens identificou a regulacdo
negativa dos transportadores ABCC2 e ABCC10 na linhagem resistente, demonstrando que a
baixa expressao desses dois transportadores ABCs pode estar relecionada a resisténcia de P.
xylostela a proteina CrylAc (LEI et al., 2014). A resisténcia causada por mutacdo no
transportador ABC (homdlogo ao ABCC4 em humanos) foi confirmada por Atsumi et al.,
(2012). Usando B. mori como modelo e clonagem posicional, foi mapeado um transportador
ABC (homologo ao ABCC4 em humanos) no cromossomo 15 da linhagem resistente a
proteina CrylAB. Comparando sequéncias de 10 linhagens suscetiveis e 7 resistentes, foi
verificada mutagéo pela inser¢do de uma tirosina no loop exterior da estrutura transmembrana
no alelo resistente. Foi confirmado o papel do gene ABC na resisténcia de B. mori a proteina
CrylAb, utilizando-se de clonagem germinal para insercdo do alelo suscetivel desse ABC na
linhagem resistente, convertendo a linhagem resistente em suscetivel.

A comparacdo das sequéncias do transportador ABCG4 de P. xylostella de linhagens
suscetivel e resistente a proteina CrylAc ndo detectou mutagcfes ndo-sindbnimas. Contudo, foi
verificado supressdo do ABCG4 em todas as linhagens resistentes. Adicionalmente, foi
realizada a subexpressdo do transportador ABCG4 na linhagem suscetivel por meio de RNA

de interferéncia, o que reduziu a suscetibilidade larval de P. xylostella a proteina CrylAC,
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confirmando o envolvimento da baixa expressdo desse transportador como mecanismo de
resisténcia de P. xylostella a CrylAc (GUO et al., 2015a). Recentemente, esses mesmos
autores demonstraram relacdo de baixa expressdo de dois transportadores ABC (ABCC2,
ABCC3) com a resisténcia de P. xylostella a proteina CrylAc (GUO et al., 2015b). A
regulacdo negativa dos niveis de expressao desses dois ABC foi associada com a redugéo da
expressdo de uma proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK4). Esses resultados
demonstram um papel crucial de genes ABCC no mecanismo de resisténcia a CrylAc em
campo e também revelam um novo mecanismo de sinalizacdo de transregulacdo responsavel
pela modulagéo da expressao destes genes cruciais em P. xylostella (GUO et al., 2015b).

O processo de detoxificacdo de xenobidticos ocorre em trés fases. Na fase I, inlmeras
enzimas atuam para introduzir grupos reativos e polares nos seus substratos, sendo as enzimas
do citocromo P450 uma das mais comuns (GUENGERICH et al., 2001; SCHLICHTING et
al., 2000). Na reacdo subsequente, a fase Il, xenobioticos ativados podem ser conjugados com
glutationa-s-transferase (GST), quando uma carboxila (-COOH), hidroxila (OH) ou amina
(NH2) é transferida a molécula. A adicdo de grandes grupos aniénicos produz metabdlitos
mais polares que ndo podem difundir através de membranas (JAKOBY; ZIEGLER, 1990).
Depois das reacdes da fase Il, os conjugados xenobidticos podem ainda ser metabolizados
e/ou excretados na fase I1l, com os grupos aniénicos agindo como marcadores de afinidade
para uma variedade de transportadores de membrana, como os transportadores ABCs
(KONIG et al., 1999). Enzimas codificadas por genes da citocromo P450 (P450), glutationa-s-
transferase (GST) e esterases, como as carboxil-colinesterase (CCEs), sdo amplamente
associadas aos mecanismos de resisténcia de insetos a inseticidas devido a degradacéo,
detoxificacdo e/ou sequestro de xenobioticos (PERRY; BATTERHAM; DABORN, 2011,
NASCIMENTO et al.,, 2015). Além disso, inUmeros trabalhos também tém demonstrado
elevada expressdo dessas enzimas em insetos resistentes as proteinas Cry (VAN MUNSTER
etal., 2007; VELLICHIRAMMAL et al., 2015; ZHU et al., 2015).

Monoxigenases do citocromo P450 encontram-se envolvidas em diferentes processos,
como em vias de biossintese de ecdisteroides e do hormdnio juvenil, no desenvolvimento e
reproducdo, na metabolizagcdo de inseticidas, resultando tanto na bioativacdo ou, mais
frequentemente, na detoxificagdo de insetos (FEYEREISEN, 1999). Existem também relatos
do envolvimento dessas enzimas com a resisténcia de insetos a proteinas Cry. Cancino-
Rodezno et al. (2012) demonstraram a presenca de niveis elevados de transcritos relacionados
a citocromo P450 em Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera: Culicidae) apds o tratamento com

CrylAa. O mesmo foi observado em Choristoneura fumiferana Clemens (Lepidoptera:
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Tortricidae) e M. sexta apds exposicdo a pré-toxina CrylAb (VAN MUNSTER et al., 2007).
A andlise da expressao diferencial de linhagens suscetivel e resistente de O. nubilalis a CrylF
revelou oito genes de citocromo P450 superexpressos em lagartas tratadas com CrylF
(VELLICHIRAMMAL et al., 2015). O papel preciso das monoxigenases do citocromo P450
no processamento de toxinas Cry é incerto, pois estas enzimas estdo geralmente envolvidas na
biotransformacéo de xenobidticos lipofilicos (HODGSON, 1985), assim como também néo se
sabe a0 certo como estas enzimas poderiam estar envolvidas no mecanismo de resisténcia ou
tolerancia as toxinas Cry. No entanto, elas também funcionam na regulacdo de muitos
compostos enddégenos (SCOTT; WEN, 2001; SCOTT, 2008) envolvidos em outras vias que
podem indicar a resposta geral ao estresse ambiental (por exemplo, exposicdo a proteina
CrylF) (VELLICHIRAMMAL et al., 2015). Estudos adicionais sobre os mecanismos de
regulacdo da superexpressdo dos genes P450, bem como a sua relacdo com a resisténcia as
toxinas Cry, ainda sdo necessarios.

As GSTs formam outro importante grupo de enzimas que participa da metabolizagdo
secundaria de xenobioticos, do sequestro e transporte de moléculas naturais ou sintéticas,
protegendo a célula do estresse oxidativo (VONTAS et al., 2001; ENAYATI et al., 2005). Foi
verificado o aumento de 2,5 vezes da expressdo de GST em populacbes de Plodia
interpunctella (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae) resistente a toxina CrylAb (CANDAS et al.,
2003). Possivelmente a relacdo de GST na resisténcia e/ou tolerancia as toxinas Cry pode
estar ligada a resposta ao estresse devido aos efeitos toxicos pds-ligacdo das toxinas Cry com
os devidos receptores (CAD, APN, ALP, ABCs) (BOYER et al., 2012).

Em insetos, a imunidade consiste na combinacgdo de respostas celulares (fagocitose,
encapsulamento e melanizagdo de microrganismos invasores) e humorais (ex.: peptideos
antimicrobianos secretados na hemolinfa) (HEDENGREN et al., 1999; BECKAGE, 2008). A
imunidade ¢ inata e depende da rapida ativacdo de cascatas de enzimas, como a cascata de
fenoloxidase, ou da producdo de peptideos antimicrobianos (PARK et al., 2010; TSAKAS;
MARMARAS, 2010). As principais vias ativadas devido ao estresse causado por patdgenos
sdo: Toll, IMD, JAK/STAT, JNK e MAPK p38 (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; JIANG;
VILCINSKAS; KANOST, 2010). Além disso, a resposta imunoldgica em insetos pode ser
classificada como sistémica ou tecido-especifico, por exemplo, quando as células do intestino
respondem a intoxicagcdo oral (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; JIANG; VILCINSKAS;
KANOST, 2010). Segundo Cancino-Rodezno et al., (2010), células de eucariotos nédo

relacionadas a resposta de defesa, tais como células epiteliais, evoluiram suas defesas através



39

da ativacdo das vias MAPK p38 e JNK, para lidar especificamente com proteinas formadoras
de poros no epitélio, como as proteinas Cry.

A comparacdo da expressdo de genes de apolipoforina-111, defensina-2 e defensina-3
apos a inducdo de larvas suscetiveis de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae) com toxina Cry3Ba, demonstrou a regulacdo positiva dos trés genes. Porém,
apenas as defensinas foram superexpressas quando as larvas suscetiveis foram desafiadas com
Cry3Aa. Esses resultados evidenciam a possivel associacédo entre a resposta imunolégica de T.
castaneum e a suscetibilidade a proteinas Cry3Ba e Cry3Aa (CONTRERAS et al., 2015).
Resultados similares foram demonstrados anteriormente por Contreras et al., (2013), quando
larvas de T. castaneum expostas a mistura de esporos cristalinos da proteina Cry3Ba tiveram
expressao de apolipoforina-11l duas vezes maior que as larvas ndo-tratadas. Além disso, 0
nocaute de apolipoforina-111 com RNA de interferéncia aumentou a suscetibilidade de larvas
de T. castaneum a mistura de esporos cristalinos da proteina Cry3Ba, demonstrando
envolvimento da apolipoforina-11l na defesa do inseto a essa proteina Cry. A enzima
apolipoforina-1ll ativa a cascata de fenoloxidase, sendo que seus niveis de atividade sdo
aumentados significativamente apds inducdo com esporos cristalinos de Cry3Ba em larvas
tratadas quando em comparacdo as larvas de T. castaneum ndo-tratadas (CONTRERAS;
RAUSELL; REAL, 2013).

A elevada resposta imunoldgica resultou em aumento de 16 vezes na tolerancia de A.
kuehniella a um formulado de Bt contendo CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry2Aa, proteinas e
esporos. Os niveis de melanizacdo foram aumentados, resultando na tolerancia ao formulado
de Bt. Os dados também indicaram que tanto a imuno-inducdo quanto a tolerancia ao
formulado de Bt podem ser transmitidas maternalmente aos descendentes. A explicagcdo mais
clara para estas observacdes € a incorporacdo de um elicitor do sistema imunol6gico por uma
fémea imuno-induzida para o odcito. O elicitor pode interagir com tecidos embrionérios para
induzir o sistema imunologico do recém-nascido e, no momento em que 0 recém-nascido
imuno-induzido comeca a se alimentar, suas chances de sobreviver a formulacdo de Bt sdo
aumentadas (RAHMAN et al., 2004). A analise imunoldgica de linhagens de H. armigera
suscetivel e resistente a proteina CrylAc provenientes de laboratério demonstrou resposta
imunologica elevada, envolvendo o aumento da melanizacdo e a presenca de uma
glicoproteina de ligagdo a CrylAc (lectina galactose) soltvel na hemolinfa e no Iimen do
intestino de lagartas resistentes a proteina CrylAc (MA et al., 2005).

No que se refere a ativacdo da via MAPK p38 em resposta a intoxicagdo com toxinas

Cry elou toxinas formadoras de poros, foi demonstrado por comparacdo da analise de
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microarranjo no nematoide Caenorhabditis elegans (Maupas) (Rhabditida: Rhabditidae) do
tipo selvagem, que responde fortemente a toxina Cry5B, que a MAPK p38 e JNK (c-Jun N-
terminal-like MAPK) foram superexpressas pela intoxicacdo com a toxina Cry5B. O
silenciamento da via MAPK p38 em C. elegans por RNA de interferéncia evidenciou que
larvas tratadas com Cry5B apresentaram hipersensibilidade a toxina, confirmando a ligacdo
da enzima MAPK p38 com a resposta imunoldgica de C. elegans a proteina Cry5B. Assim,
foi identificado que o silenciamento da MAPK p38 interfere nos genes ttm-1 e ttm-2,
necessarios a defesa contra Cry5B (HUFFMAN et al., 2004). A andlise da resposta
imunoldgica de insetos pertencendo a duas ordens diferentes, M. sexta (Lepidoptera) e A.
aegypti (Diptera), as suas proteinas especificas, respectivamente CrylAb e CryllAa,
evidenciou a ativacdo da MAPK p38 por meio de PCR em tempo real e imunodeteccéo,
demonstrando que ambas as ordens de insetos ativa a MAPK p38 apds a intoxicagdo com as
respectivas toxinas Cry. O silenciamento da MAPK p38 in vivo resultou na hipersensibilidade
de ambas as espécies as proteinas Cry, demonstrando que a via da MAPK p38 esta envolvida
na defesa de M. sexta e A. aegypti contra CrylAb e Cryl1Aa, respectivamente (CANCINO-
RODEZNO et al., 2010).
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3 ANALISE TRANSCRICIONAL COMPARATIVA DE LAGARTAS DE
LINHAGENS DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) RESISTENTES E SUSCETIVEIS A TOXINA CrylF

Resumo

Plantas geneticamente modificadas para a expresséo de genes de toxinas de Bacillus
thuringiensis (Bt) sdo eficazes no controle de lepiddpteros, mas sofrem perda em sua
eficiéncia devido a evolugdo de resisténcia pela praga-alvo, assim como observada para
plantas geneticamente modificadas com CrylF e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae). Os mecanismos de resisténcia as toxinas Cry em S. frugiperda néo
sdo definidos, mas o entendimento dos mecanismos fisiolégicos/moleculares que permitem ao
inseto resistir as toxinas Cry sdo fundamentais para o manejo da resisténcia de insetos as
toxinas Cry e uso de plantas Bt. Sendo assim, nds realizamos a analise comparativa do
transcritoma de linhagens suscetivel e resistente, induzidas ou ndo com a toxina Cry1F, para a
identificacdo e caracterizacdo funcional de transcritos envolvidos na resisténcia de S.
frugiperda a essa toxina. O transcritoma gerou 29.514 transcritos, dos quais 1.970 foram
diferencialmente expressos entre as linhagens suscetivel e resistente, demonstrando que
lagartas resistentes apresentam maior expressdo de genes relacionados a metabolizacdo de
xenobidticos, como as monoxigenases do citocromo P450, glutationa-S-transferases e
carboxilcolinesterases. Transcritos correspondentes ao grupo dos componentes da membrana
peritrofica também apresentaram expressao aumentada na linhagem resistente. Foi ainda
possivel verificar que dos receptores envolvidos na interacdo com Cry, caderina foi mais
expresso na linhagem resistente, enquanto aminopeptidase N e fosfatase alcalina apresentaram
expressdo similar em larvas suscetiveis e resistentes. Porém, os niveis de expressdo do
transportador ABCg5 foi inferior na linhagem resistente. Os resultados obtidos apontam para
a participacdo do metabolismo de detoxificacdo e dos mecanismos mediadores da insercdo de
oligdbmeros da toxina na membrana para a producéo de poros, que contam com a participagéo
de transportadores ABCs, como 0s mecanismos moleculares da resisténcia de S. frugiperda a
toxina CrylF.

Palavras-chave: Transcritoma de novo; Expressao diferencial; RNAseq; Manejo da resisténcia

Abstract

Genetically-modified plants expressing Bacillus thuringiensis (Bt) toxins are efficient
to control lepidopteran pests, but efficiency in insect control has been affected by the
evolution of insect resistance, as observed for CrylF toxin to control Spodoptera frugiperda.
The resistance mechanism of S. frugiperda to CrylF remains to be elucidated. Therefore,
studies that aim to comprehend the physiological and molecular mechanisms associated with
resistance to Cry toxins are crucial to the management of resistance evolution to Cry toxins in
insects and to the use of Bt plants. We performed a comparative transcriptome analysis of
susceptible resistant strains of S. frugiperda, induced or not with CrylF to identify and
characterize the transcripts associated with resistance of S. frugiperda to CrylF toxin. We
obtained a reference transcriptome with 29.514 transcripts, from which 1.970 were
differentially expressed in the resistant (RES) as compared to the susceptible (SUS) strain.
Transcripts associated with the detoxification process, such as cytochrome P450, glutathione-
S-transferases and carboxylcholinesterases, and components of the peritrophic membrane
were overexpressed in RES as compared to SUS strain. We also observed changes in the
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expression of Cry receptors; while the cadherin receptor was up-regulated in the RES strain,
no differences for aminopeptidase N and alkaline phosphatase were detected. Furthermore,
the RES strain also presented lower levels of transcription of the ABCg5 transporter. Our data
indicate that the detoxification process and mechanisms associated with the regulation of pore
formation caused by the oligomarization of the toxin on the membrane, which are associated
to ABCs transporters, are molecular mechanisms involved with the resistance of S. frugiperda
to CrylF.

Keyword: de novo assembly; Differential expression RNA-Seq; Resistance management

3.1 Introducao

A resisténcia de insetos-alvo as toxinas derivadas do entomopatogeno Bacillus
thuringiensis (Bt) em areas de cultivo de plantas geneticamente modificadas tende a ser um
evento crescente, particularmente em &reas onde as estratégias de manejo de resisténcia, como
a adocdo de é&reas de reflgio, ndo sdo regulamentadas ou implementadas (BRAVO,;
SOBERON, 2008; HUANG et al.; 2011; TABASHNIK et al.; 2013). Sdo inUmeros 0s casos
de resisténcia de insetos as diversas toxinas Bt (Cry) utilizadas na producdo de plantas
geneticamente modificadas, relatados, em sua maioria, em estudos de selecdo direcionada em
condicbes de laboratorio (AKHURST et al.; 2003; HUANG et al.; 2007; PEREIRA et al.;
2008; FARIAS et al.; 2014). Porém, a crescente ado¢do de cultivos de plantas Bt em areas
extensas e 0 baixo comprometimento de produtores e legisladores, respectivamente, em
adotar, regular e fiscalizar a implementacdo de areas de reflgio para retardar o processo de
selecdo de individuos resistentes as toxinas Bt, ja levou ao surgimento de casos de selecdo de
populacdes resistentes em condi¢bes de campo, colocando em risco o futuro dessa estratégia
de manejo sustentavel de pragas (VAN RENSBURG, 2007; TABASHNIK et al.; 2008; LIU
et al. 2010; STORER et al.; 2010; DHURUA; GUJAR, 2011; GASSMANN et al.; 2011,
GASSMANN et al., 2014; FARIAS et al.; 2014; OMOTO et al., 2016).

Dos casos de selecdo de resisténcia as toxinas Bt em condi¢des de campo, dois deles
se referem a resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) a
toxina CrylF em Porto Rico (STORER et al.; 2010) e no Brasil (FARIAS et al.; 2014). Esse
inseto € umas das principais pragas agricolas na regido Neotropical pelo seu poder destrutivo,
resisténcia a diversos inseticidas e polifagia (CAPINERA, 2008; JAKKA et al.; 2014;
CARVALHO et al.; 2013; NASCIMENTO et al.; 2015). O cultivo conjunto e continuado de
outras plantas de importancia agricola que também expressam toxinas Bt, como soja e
algoddo, e que ainda servem como hospedeiros desse inseto,pode colocar em risco as

tecnologias disponiveis dada a pressdo de selecdo que o inseto estara sujeito, bem como ao
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fato de que muitas das variedades comerciais apresentam eventos piramidados, que podem
apresentar 0 mesmo sitio-alvo de acio (HERNANDEZ; FERRE, 2005; HERNANDEZ-
RODRIGUES et al.; 2013; MONNERAT et al.; 2015; WELCH et al.; 2015).

O modo de acdo das toxinas Bt, particularmente das proteinas Cry, comumente
utilizadas na producdo de transgénicos, tem sido estudado principalmente em lepidopteros,
sendo a especificidade das mesmas dependente dos distintos receptores da superficie do
epitélio celular do meséntero (ZHANG et al.; 2006; BRAVO et al.; 2011a; BRAVO et al.;
2011b). Uma vez ativada, a proteina Cry se liga a um receptor de membrana intestinal tipo
caderina, levando a formacdo de oligbmeros dessa toxina. O oligdbmero entdo se liga aos
receptores secundarios, que sao proteinas ancoradas nas microvilosidades do intestino médio,
como as aminopeptidases-N, as fosfatases alcalinas e os transportadores ABCs, levando a
formacdo de poros na membrana e, consequentemente, a desestruturacdo do epitélio intestinal
e morte do inseto (PARDO-LOPEZ et al.; 2006; ZHANG et al.; 2006; BRAVO et al.; 2007,
PARDO-LOPEZ et al.; 2013; BRAVO et al.; 2015).

Por ser um processo multipasso, qualquer alteracdo em uma das etapas envolvendo
ativacdo, processamento e insercdo da toxina na membrana pode levar a resisténcia de insetos,
como S. frugiperda, as toxinas Cry (JURAT-FUENTES; ADANG, 2007). Apesar da
importancia do conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia de
insetos as toxinas Cry, para a melhor compreensao do seu funcionamento e planejamento de
estratégias que permitam o monitoramento adequado da frequéncia natural de individuos
resistentes, bem como os riscos envolvidos no uso de variedades com eventos piramidados,
até recentemente eram poucos 0s estudos dedicados a identificacdo das bases moleculares da
resisténcia (GAHAN et al.; 2001). No entanto, o advento e o barateamento de técnicas de
sequenciamento em larga escala tém permitido a producdo de dados de genoma e/ou
transcritoma de espécies ndo-modelos, possibilitando a identificacdo de mecanismos
moleculares envolvidos na resisténcia de algumas espécies de insetos a diferentes toxinas Cry
(ZHANG et al.; 2012; CAMPAGNE et al.; 2013; XIAO et al.; 2014; TAY et al.; 2015).

A possibilidade de realizacdo de andlises comparativas da expressdo génica por
sequenciamento em larga escala (RNA-Seq) permite a montagem de transcritomas com
variabilidade reduzida, a um baixo custo e em curto espaco de tempo (HUDSON, 2008). A
analise de RNA-Seq é um método cada vez mais atraente para estudos de expressao génica
em muitos sistemas bioldgicos, incluindo espécies com genoma nado-sequenciado (WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009), como ainda € o caso de S. frugiperda.
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Assim, neste estudo apresentamos analise baseada na montagem de transcritoma
referéncia de larvas de S. frugiperda para avaliar o padréo de expressdo génica de lagartas
resistentes e suscetiveis a toxina CrylF, com vistas a identificacdo dos mecanismos

moleculares de resisténcia dessa linhagem a toxina em quest&o.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Linhagens e manutencao de S. frugiperda

O projeto utilizou linhagens de S. frugiperda suscetivel e resistente a toxina CrylF. A
populacdo suscetivel foi obtida junto a EMBRAPA Sete Lagoas, MG em 1995, e tem sido
mantida em laboratério sem a adicdo de individuos de campo e na auséncia de pressdo de
selecdo. A populacéo resistente foi coletada em Barreiras, estado da Bahia, Brasil, em areas
de cultivo comercial de milho Bt Herculex TC1507 (Dow Agrosciences), que expressa a
toxina CrylF. Essa populacdo foi submetida a processo de selecdo direcionada em
laboratdrio, levando a selecdo de linhagem com razao de resisténcia a CrylF, variando de 280
a 5.524 vezes em relacdo a linhagem suscetivel de referéncia, dependendo do modo de
exposicao a toxina (FARIAS et al.; 2014).Ambas as populacdes (suscetivel e resistente) foram
mantidas em condicBes de laboratério (25+1°C, 70+10% UR, fotofase de 14 h), em dieta
artificial a base de feijao, germe de trigo e levedura (KASTEN Jr. et al.; 1978).

3.2.2 Preparo e coleta de amostras biologicas

Lagartas de S. frugiperda das linhagens suscetivel (Sf-CrySUS) e resistente (Sf-
CryRES) a toxina CrylF na fase de pré-muda do terceiro para o quarto instar foram
selecionadas e mantidas isoladas em placas de acrilico (Costar®, Cambridge, Massachusetts,
EUA) contendo 24 células sem acesso & alimentagdo por 24 h. Apenas as lagartas que
realizaram a muda para o 4° instar nesse intervalo de tempo foram utilizadas na conducgéo dos
experimentos. Essas lagartas foram entdo divididas em subgrupos dentro de cada linhagem.
Um subgrupo foi mantido como controle, enquanto o outro foi exposto a toxina CrylF.
Lagartas Sf-CrySUS e Sf-CryRES foram expostas individualmente a toxina CrylF em placas
de acrilico (Costar®, Cambridge, Massachusetts, EUA) contendo 24 células, sendo cada célula
preenchida com aproximadamente 1 mL de dieta artificial e sua superficie (equivalente a 1.5
cm?®) tratada com 30 pL de solucdo de CrylF (2 pg/pL) em 25 mM 4cido 3-
(ciclohexilamino)-1-propanosulfonico (CAPS, pH 10,3), 1 mM benzomidina-HCI, 1 mM
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acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 0,2 mM de ditiotreitol (DTT) e 0.1% Triton X-
100. Apos o tratamento da superficie da dieta com CrylF, as placas foram mantidas em capela
de fluxo laminar para a completa absorcdo do liquido na superficie da dieta antes da
inoculacdo das larvas. Lagartas controle de cada uma das linhagens testadas receberam dieta
tratada apenas com a solugdo tampéo de diluigdo da toxina + surfactante. As placas foram
vedadas e acondicionadas em camara climatizada (27+£1°C; 60+£10% UR; fotofase 14 h) pelo
periodo de 1 h. Apos esse periodo, apenas as lagartas que ingeriram a dieta, verificada pela

raspagem da dieta, foram amostradas e submetidas a imediata extracdo de RNA.

3.2.3 Extragdo do RNA

O RNA total foi extraido de conjuntos de cinco lagartas utilizando-se do reagente
Trizol (Life Technologies), seguindo as instrugdes do fabricante. O RNA total obtido foi
enriquecido em RNA mensageiro (MRNA) pela remocdo do RNA ribossomal (rRNA),
utilizando-se do sistema comercial RiboMinus Eukaryote Kit (Invitrogen®), de acordo com
as recomendacOes do fabricante. O procedimento, em resumo, baseou-se na hibridagdo do
rRNA das amostras a sondas especificas marcadas com biotina, seguida da posterior captura
destes complexos por esferas magnéticas ligadas a estreptovidina. As amostras enriquecidas
em mMRNA foram quantificadas por espectrofotometria (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e
encaminhadas ao Laboratério de Biotecnologia Animal, Departamento de Zootecnia, Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP),
Piracicaba/SP, para a preparacdo das bibliotecas de cDNA e sequenciamento em plataforma
lllumina Hiseq 1000® (I1lumina®).

Para a construcdo da biblioteca de cDNA, as amostras de mMRNA foram fragmentadas
em porcdes de 200 nucleotideos e ligadas a iniciadores randémicos para reacao de transcricao
reversa. O cDNA produzido foi purificado utilizando-se esferas magnéticas e lavagens com
etanol para reparacdo de suas terminacdes, para que cada molécula apresentasse extremidades
abruptas. Apos a reparagdo, foi adicionada adenosina a extremidade 3’ de cada fragmento,
permitindo, assim, a ligacao de adaptadores acoplados a indexadores especificos para permitir
a diferenciacdo das bibliotecas. Apds a ligacdo dos adaptadores, as amostras foram
submetidas a PCR de ciclo limitado e andlise para verificacdo do sucesso obtido durante a
preparacdo das amostras para sequenciamento. O sequenciamento das bibliotecas de cDNA

seguiu o protocolo paired-end, originando leituras de 100 nucleotideos.
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3.2.4 Construcao do transcritoma de novo

As leituras do sequenciamento das bibliotecas de cDNA das linhagens de S.
frugiperda suscetivel e resistente, expostas ou ndo a toxina CrylF, foram utilizadas na
construcdo do transcritoma de novo. Essas leituras foram avaliadas quanto a sua qualidade
utilizando o software FastQC (ANDREWS, 2010). A partir destes resultados, foi realizada a
filtragem das sequéncias utilizando como ponto de corte o valor Q30 da escala de Phred. As
leituras duplicadas foram removidas para diminuir o esforco computacional utilizando-se de
plug-in disponivel junto ao programa CLC Genomics Workbench® versdo 5.1 (CLCBiIo,
Denmark). Posteriormente, apenas leituras de tamanho superior a 25 bases foram utilizadas na
montagem do transcritoma de novo, utilizando como parametros de montagem K-mer = 26
como tamanho de palavra, tamanho da bolha (“bubble size”) = 50, também fazendo uso das

ferramentas disponiveis no pacote CLC Genomics Workbench® verséo 5.1.
3.2.5 Anotacao funcional

A anotacdo funcional do transcritoma de novo obtido foi realizada com auxilio do
programa Blast2GO v.2.5.0 (http://www.blast2go.org) (CONESA; GOTZ, 2008). A busca por

similaridade dos transcritos foi realizada no banco de dados ndo-redundante do NCBI,

assumindo como valor de corte e-value = 107 usando o algoritmo BLASTx (ALTSCHUL et
al.; 1997). Posteriormente, os dados foram mapeados para a identificacdo dos termos de
ontologia génica (GO), utilizando o programa Blast2GO v.2.5.0. Para obter a anotacéo
funcional dos GOs, as sequéncias foram comparadas com aquelas depositadas em bancos de
dados para analise de assinatura proteica utilizando o InterproScan (ZDOBNOV;
APWEILER, 2001), com valor de corte e-value = 10°. Os dados de GO foram carregados no
programa WEGO (http://wego.genomics.org.cn/cgi-bin/wego/index.pl) para a representacao

gréfica das classifica¢fes funcionais dos GOs.

3.2.6 Analise da expressao génica diferencial (RNAseq)

O transcritoma obtido foi entdo utilizado para a analise da expressao génica diferencial
entre as amostras Sf-CrySUS e Sf-CryRES, induzidas ou ndo pela alimentacdo em dieta
contendo a toxina CrylF. A expressdo relativa de cada transcrito foi calculada utilizando-se
da contagem do numero de leituras semelhantes por kilobase (kb) do alvo por milhdo de

leituras mapeadas (RPKM). Os valores de RPKM obtidos para os contigs das linhagens Sf-
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CrySUS e Sf-CryRES foram comparados pelo teste t (p < 0,05). Foram considerados
diferencialmente expressos aqueles transcritos que apresentaram valor de p < 0,05 e razéo de
expressao (fold change) maior ou igual a 2 (superexpressdo) ou menor ou igual a -2
(supressdo). As analises de expressdo diferencial foram realizadas utilizando-se das

ferramentas disponiveis no pacote CLC Genomics Workbench® verséo 5.1.

3.2.7 Validacao da expressao diferencial pela analise de genes candidatos por qPCR

Para a validacdo da andlise de expressdo génica diferencial conduzida pela
comparacdo dos valores de RPKM para as diferentes amostras estudadas, foi selecionado um
grupo de transcritos relacionados ao modo de acdo de toxinas Cry ou aos mecanismos de
resisténcia descritos para essas proteinas, para a realizacdo de estudos de expressdo génica
comparativa por PCR quantitativo (qPCR). Os iniciadores utilizados nas reacdes de gPCR
foram construidos utilizando-se do programa Primer Express® versdo 3.0.1 (Life
Technologies©), baseando-se nas sequéncias do transcritoma de referéncia de S. frugiperda
(Tabela 3.1).

A sintese de cDNA foi realizada utilizando 1 pg do RNA total de lagartas das
linhagens Sf-CrySUS e Sf-CryRES, induzidas ou ndo com a toxina CrylF, obtidas assim
como descrito anteriormente. Para a reacdo de transcricdo reversa foi utilizado o sistema
comercial ImProm-I1(TM) Reverse Transcription System (Promega®©), de acordo com as
especificacOes do fabricante. A reacdo de gPCR foi composta de 0,4 pug de cDNA, 12,5 pyL de
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix® (Thermo Scientific©), 0,6 uM de cada um
dos iniciadores e 10,3 pL de agua, em reacdo com volume final de 25 pL.

As reacdes de qPCR foram realizadas utilizando-se da plataforma ViiA™7 Real Time
PCR System (Applied Biosystems®, Life Technologies®). As condicdes de termociclagem
utilizadas foram 2 min a 50°C, 10 min para desnaturacéo inicial a 95°C, 35 ciclos a 95°C por
15 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s. As curvas de dissociacdo foram analisadas para verificar
a especificidade dos iniciadores utilizados na amplificagdo de cada alvo. A normalizagéo da
amplificacdo foi feita utilizando o gene da proteina ribossomal 30S (30S rRNA) como
referéncia PR30sF (5’-CAC CCT CGG TGT TAG ACG TT-3’) e PR30sR (5’-CCA CCG
GGA AAG TGA TAC TGT-3") (SOUZA, 2013). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos (suscetivel e resistente, induzidas
ou ndo por CrylF), contendo trés repeticBes biologicas (composta por 5 lagartas cada), sendo

que cada repeticao bioldgica foi analisada em triplicata técnica. A comparacdo da expressao
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relativa de cada gene foi realizada de acordo com o método AAc; (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

Tabela 3.1 - Conjunto de iniciadores utilizados para a validacdo da expressao diferencial por
PCR quantitativo em tempo real de genes candidatos da analise de RNAseq

Identificacéo putativa

Transcrito . T Sequéncia (5°- 37)
(hit mais préximo)
F-GAGCGGTTTACGTCCAAGAGTT
Contig_10446 ABCg5 (XP_013201109.1)
R-TACCAAGGGAGAAGGCGAAAG
. F-ACAACCTCCGCTTGGAGAATT
Contig_20326 CCE (ADF43495.1)
R-TTGGTAGCATTTTGAACCGAACT
) F-TTGTCATCGATCCGAAGAATGT
Contig_23831 Cyp321a7 (AG0O62005.1)
R-TCACTCAATTGATCCCCTTCAA
i o F-GAAGGAAAGCCTGCAGCATT
Contig16395 Peritrofina (AFK27934.1)
R-TACGGTTGCCACAGTCAACATT
. . F-GTGGCTCCCCTACTAACATCCA
Contig_25374 Serinoprotease 5 (AIR09768.1)
R-AGCAAGGAACCTCCACAAGCT
. o F-ATAGGAGACTCCCCAGCAACAA
Contig_23206 Tripsina (AAR98920.2)

R-GTGGTCACTATCGCAGCATCAT

3.3 Resultados
3.3.1 Montagem do transcritoma de novo

O sequenciamento das bibliotecas de cDNA de linhagens suscetivel e resistente de S.
frugiperda, expostas ou ndo a toxina CrylF, gerou um total de 44.565.928 de leituras. Apds a
aplicacdo dos filtros de qualidade (valor de qualidade = Q>30; tamanho superior a 25 bases) e
remocdo das leiuras duplicadas, 18.486.583 leituras foram utilizadas para a montagem de
transcritoma de novo, gerando transcritoma com 29.514 contigs, com N50 de 578 pb (Tabela
3.2).
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Tabela 3.2 - Sumario da montagem do transcritoma de novo de linhagens de S. frugiperda
suscetivel e resistente, induzidas ou ndo com CrylF

Dados brutos
Numero de leituras 44.565.928

Apos filtragem

NUmero de leituras 18.486.583
% GC 39,1

Apds montagem Transcritos
NUmero 29.514
Tamanho minimo 148
Tamanho méaximo 5.145
Tamanho médio 501

N50 578

A maioria dos transcritos (89%) alinharam com sequéncias de espécies de Lepidoptera
(Figura 3.1). A maior parte dos transcritos anotados (49%) apresentou alta homologia com
Bombyx mori (Linnaeus) (Lepidoptera: Bombycidae). Quatro espécies do género Spodoptera
foram observadas nos alinhamentos: Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae),
S. frugiperda, Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera litura
(Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae). Essas espécies responderam por 4% dos alinhamentos,

correspondendo a 1% para cada espécie.



60

lol:u 1% l°})_l°o 1% o,

Figura 3.1 - Distribuicdo dos alinhamentos dos transcritos do transcritoma de novo de lagartas

de S. frugiperda obtidos via BLASTx

A maior parte dos transcritos mapeados (43%) apresentou alta similaridade a
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI, com e-valores entre 102 e 10°*?, sendo

que esses valores foram ainda mais significativos para 6% dos transcritos, 0s quais variaram

de 10 2 10" (Figura 3.2).

B Outras

B Bombyx mori

® Danaus plexippus

B Papiho xuthus

W Helicoverpa armigera
W Spodoptera frugiperda
B Spodoptera littoralis
B Spodoptera exigua

® Papilio polvtes

B Spodoptera hitura

¥ Manduca sexta

¥ Tribolium castaneum

W Mamestra configurata

BE-3aE-33 BE-33aE-62
BmE-91aE-120 ®WE-120aE-149

Figura 3.2 - Distribuicdo dos valores de homologia dos transcritos do transcritoma de novo de

BE-62aE-91

E-149aE-180

S. frugiperda obtidos apds busca no banco de dados (nr) (NCBI)
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As atribuigfes das ontologias génicas (GO) foram aplicadas para classificar os
transcritos de S. frugiperda. Um total de 9.592 sequéncias foram atribuidas a pelo menos um
GO dentro de 48 grupos funcionais (Figura 3.3). Desses, 4.413 foram atribuidos a pelo menos
um GO na categoria de Componente Celular, 8.050 na categoria de Funcdo Molecular e
5.885 de Processos Bioldgicos. Estes transcritos foram ainda classificados em subcategorias
funcionais. Sequéncias com GOs correspondentes ao Componente Celular foram divididas em
nove subcategorias, Funcdo Molecular em 11 e Processos Biologicos em 15. A maior
porcentagem de ontologias encontradas no Componente Celular (47%) foi correspondente a
subcategoria célula (em geral). Na Funcdo Molecular e Processos Bioldgicos as
subcategorias atividade catalitica (54,3%) e processos metabdlicos (57,5%) foram,

respectivamente, as mais abundantes (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Distribuigdo das ontologias (GO) atribuidas ao transcritoma de novo de largartas
de S. frugiperda suscetivel e resistente, induzidas ou ndo com CrylF

3.3.2 Andlise da expressao génica diferencial

A utilizacdo do transcritoma de referéncia para a analise da expressdo diferencial de
transcritos obtidos de lagartas oriundas das linhagens Sf-CrySUS e Sf-CryRES, induzidas ou
ndo com a proteina Cry1F, permitiu verificar que dos 29.514 transcritos obtidos, 19.226 foram
comuns aos diferentes tratamentos, ou seja, aproximadamente 65% dos transcritos foram

expressos em lagartas de S. frugiperda, independentemente da linhagem e da inducdo ou néo
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com a toxina CrylF (Figura 3.4). A indugdo com a toxina CrylF levou a expressdo de 799
transcritos nos individuos suscetiveis e resistentes. Desses, 124 transcritos foram expressos
exclusivamente nos individuos resistentes e 118 nos suscetiveis, sendo 557 comuns a ambos.
Individuos resistentes apresentaram expressao exclusiva de 2.230 transcritos, dos quais 2.075
foram comuns aos individuos resistentes, induzidos ou ndo com a toxina CrylF. Cerca de 890
transcritos ocorreram unicamente nas lagartas suscetiveis, sendo que a expressao de 650 deles
foi independente da inducdo ou ndo com a toxina CrylF, 125 foram exclusivos de lagartas
gue ndo entraram em contato com a toxina e 118 ocorreram apenas nas lagartas induzidas
(Figura 3.4). Lagartas da linhagem Sf-CryRES ndo-induzida contou com o menor nimero de
transcritos exclusivos (31), enquanto os demais tratamentos apresentaram cerca de quatro

vezes mais transcritos exclusivos (Figura 3.4).

SE-CryRES SI-CryRES mduzida

SECvSUS mnduzada

Figura 3 4 - Distribuicdo dos transcritos de lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente,
induzida ou ndo com a toxina CrylF, detectados pela analise do transcritoma de
novo de referéncia

A andlise da expressdo diferencial dos 29.514 contigs da montagem de novo de

referéncia resultou na selecdo de 1.970 contigs expressos diferencialmente (teste t, p < 0,05;

expressao relativa >2 ou -2<), sendo a grande maioria deles superexpressos em lagartas Sf-

CryRES em relacdo a Sf-CrySUS (Figuras 3.5 e 3.6). Apenas 329 dos 1.970 transcritos

expressos diferencialmente sofreram reducdo da expressdo génica nas lagartas Sf-CryRES

(Figuras 3.5).
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Figura 3.5 - Distribuicdo da expressao diferencial dos transcritos do transcritoma de novo de
lagartas de S. frugiperda de linhagens suscetivel e resistente a CrylF. Pontos
azuis representam transcritos com expressdo génica diferencial significativa
(teste t, p <0,05; expresséo relativa >2 e -2<)

Dos 1.970 transcritos expressos diferencialmente, apenas 763 foram atribuidos a pelo

menos um GO dos grupos funcionais (Figura 3.6). Desses, 444 transcritos foram atribuidos a

pelo menos um GO na categoria Componente Celular, 513 na de Fungédo Molecular e 654 a

Processos Bioldgicos. A maior porcentagem de ontologias encontradas em Componente

celular foi célula (em geral), que compreendeu 35.7% dos transcritos na subcategoria. Na

Funcdo Molecular e em Processos Biologicos, as subcategorias atividade catalitica e

processos metabdlicos foram os mais abundantes, perfazendo 50,2% e 54,4% cada

subcategoria, respectivamente. Além disso, houve elevada porcentagem de transcritos nas

subcategorias organelas, ligacdo e processos celulares.
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Figura 3.6 - Distribuicdo das ontologias (GO) atribuidas aos transcritos diferencialmente
expressos (test t, p <0,05; expressdo relativa >2) das linhagens de S. frugiperda
suscetivel e resistente, induzidas ou ndo com CrylF

Os transcritos diferencialmente expressos foram separados em trés grupos baseando-se
no modo como esses transcritos interagem com a toxina Cry: (1) receptores de toxinas Cry,
(2) componente da membrana peritréfica e (3) atividade enzimatica (protedlise e
detoxificacdo).

A andlise comparativa da expressdo de transcritos selecionados devido a sua
participacdo reconhecida em processos de interacdo com toxinas Cry em insetos indicou que a
expressao de genes do grupo dos receptores de toxinas Cry entre Sf-CrySUS e Sf-CryRES foi
varidvel. Enquanto os contigs referentes aos receptores caderina (contig 24849 e
contig_12002) e aos transportadores ABC (ABCcl, ABCh3 e ABCb7) foram superexpressos
em lagartas da linhagem Sf-CryRES, o transportador ABCg5 (contig_10446) teve sua
expressao reduzida quando comparada a expressdo observado em lagartas da linhagem Sf-
CrySUS (Figura 3.7, Tabela 3.3).

Também foi possivel observar que os niveis de transcri¢do dos contigs identificados
como caderina (contigs 24849 e 12002) e ABCg5 (contig 10446) praticamente ndo sofreram
alteracdes dentro de cada linhagem quando as lagartas foram induzidas com a toxina CrylF
(Figura 3.7, Tabela 3.3). No entanto, os transportadores ABCbh7 (contig 5663) e ABCcl
(contig 24539) sofreram forte inducdo da expressdo em lagartas Sf-CrySUS e Sf-CryRES

quando induzidas pela toxina CrylF, enquanto o ABCb3 (contig 6315) sofreu supressao em
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ambas as linhagens (Figura 3.7, Tabela 3.3). Vale ressaltar que transcritos dos também
receptores de toxinas Cry, aminopeptidase (APN) e fosfatase alcalina (ALP), ndo foram

diferencialmente expressos entre as linhagens Sf-CrySUS e Sf-CryRES.

Magnitude de expressao

0010203 0408 ——
SEOWRES S<CvRES: SEChvSTTS SHONSTTS

Contig_ 24849 - caderina mmtante

_[

Contig_ 12002 - caderina mutante

Contig_5663 - ABCb7

Contig_6315—-ABCD3

Contig_24539-ABCc¢l

Contig_ 10446 - ABCgS

Figura 3.7 - Distribuicdo comparativa da expresséo diferencial dos transcritos relacionados a
receptores de toxinas Cry de lagartas de S. frugiperda resistente e suscetivel
induzido ou ndo com CrylF. A intensidade da cor reflete a expressao relativa do
tratamento. Cores mais préximas do vermelho significam expressdo elevada,
enquanto que a mudanca para o verde, até o mais escuro, significa diminuicdo no
nivel de expressao

Todos os transcritos correspondentes ao grupo dos componentes da membrana

peritrofica foram constitutivamente superexpressos na linhagem Sf-CryRES (Figura 3.8). A

expressao desses transcritos na linhagem Sf-CryRES foi de cerca de trés (contig_15139 =

dominio 3 da proteina ligante a quitina) a 10 vezes (contig_17212 = proteina ligante a quitina)
aquela observada em lagartas Sf-CrySUS (Figura 3.8, Tabela 3.3). Todos os transcritos
selecionados no grupo dos componentes da membrana peritrofica tiveram sua expressao

aumentada em lagartas induzidas com a toxina CrylF em ambas as linhagens Sf-CrySUS e

Sf-CryRES (Figura 3.8, Tabela 3.3). No entanto, duas dessas proteinas (contig 9592 e contig

15139) merecem destaque pela diferencga na alteracdo dos valores de RPKM obtida dentro de

cada linhagem apds a indugdo com CrylF. Lagartas de Sf-CrySUS induzidas com CrylF

apresentaram valores de RPKM cerca de 2 (contig 15139) a 15 (contig 9592) vezes superiores
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aos de lagartas ndo-induzidas, enquando em lagartas de Sf-CryRES induzidas essa diferenca
foi, respectivamente, de 1,05 a 1,2 vezes aquela das ndo-induzidas (Tabela 3.3).

Mazaitnde d¢ expressio

O 0] alorasns ‘ \
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SFONRES  SFOWRES  SEOWSTS  SEOySUS

Contig_ 16395 — proteina ligante & quutina

Config 23334 - tipo mucina 2

Contig_17212 - protema ligante & quitina

Conhg 9592 < mtestmal mucma 3

Contig_ 15139 < domamo 3 da protema bgante a quitun

Figura 3.8 - Distribuicdo comparativa da expressdo diferencial dos transcritos relacionados a
membrana peritrofica de lagartas de S. frugiperda resistente e suscetivel induzido
ou ndo com CrylF. A intensidade da cor reflete a expresséo relativa do
tratamento. Cores mais proximas do vermelho significam expressdo elevada,
enquanto que a mudanca para o verde, até o mais escuro, significa diminuicdo no
nivel de expressao

Dos transcritos pertencentes ao grupo de atividade enzimatica, 22 sdo ligados ao
metabolismo de detoxificacdo, sendo 12 deles pertencentes ao grupo das monoxigenases do
citocromo P450 (CYP), oito glutationa-s-transferases (GST) e trés carboxil-colinesterase

(CCE) (Figura 3.9). Com excecdo do contig_21358 (GSTell), todos os demais transcritos

foram superexpressos na linhagem Sf-CryRES, independentemente da inducdo das lagartas

com CrylF (Figura 3.9). No geral, a maioria dos transcritos de CYP, GST e CCE foram mais

expressos em lagartas induzidas com CrylF em ambas as linhagens estudadas (Figura 3.9).

No entanto essa regulacdo positiva é maior dentro da linhagem resistente (Tabela 3.3).
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7365 — GST omega
2402 - GST =3
3735 — cyp9A9
24077 — cyp6AEA4
20326 - CCE cxe2l
20284 — cyp9A9
5260 — cypdcl

453 — cyp4d2
8122 — cyp367A2
26156 — cyp9ASS

4261 - GST1

10513 — cypdc2l
13172 — CCE cxe28
27789 — cyp9A9
27727 — GST epsilon6
28798 — cyp340abl
25220 — GST epsilon2
23831 — cyp321a7
27430 - GST1
21358 — GSTell

Figura 3.9 - Distribuicdo comparativa da expressdo diferencial dos transcritos relacionados a
atividade enzimatica (proteélise e detoxificacdo) de lagartas de S. frugiperda
resistente e suscetivel induzido ou ndo com CrylF. A intensidade da cor reflete a
expressdo relativa do tratamento. Cores mais proximas do vermelho significam
expressdo elevada, enquanto que a mudanca para o verde, até o mais escuro,

significa diminuicdo no nivel de expressao
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Tabela 3.3 - Transcritos anotados e diferencialmente expressos entre lagartas de linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda e que tiveram
as maiores alteracdes na taxa de expresséo relativa

(continua)
Identificacdo p-valor Expresséo_ relativa SUS RP.KM RES RPKM Hit mais préximo
normalizada (média) (média)
contig_1426 0,03 -632,77 310,45 1,17 Subunidade 3 do fator de iniciacdo de traducéo
contig_2185 0,05 -134,21 186,25 1,87 Transcritase reversa
contig_2886 0,02 -55,24 218,53 16,80 Flavoproteina polipeptideo beta de transferéncia de elétrons
contig_665 0,02 -40,37 215,58 7.27 g:;?éodgogfngagéo de 4cido graxo de cadeia longa tipo
contig_9374 0,00 -37,50 20,11 0,72 Transcritase reversa-endonuclease
contig_5320 0,03 -24,05 31,48 1,48 Tipo inibidor de protease
contig_5162 0,01 -19,33 40,57 2,82 Precursor do inibidor de serino protease 7
contig_7731 0,01 -18,03 28,98 1,88 Facilitador do transportador de trealose tipo tretl-1
contig_12999 0,02 -16,91 41,26 2,57 Sulfatase
contig_14300 0,00 -14,21 13,12 1,29 Tipo lipase pancreatica 2
contig_17769 0,01 -13,76 6,24 0,49 Heparano-alfa-glucosaminida N-acetiltransferase
contig_5686 0,01 -12,86 40,03 3,42 Glucose desidrogenase
contig_18631 0,05 -12,00 33,30 4,66 Proteina neurogénica homéloga ao locos notch 1
contig_7592 0,02 -10,16 141,11 14,96 Fosfoglicerato quinase
contig_7448 0,04 -9,89 9,54 1,32 Glucose desidrogenase
contig_10470 0,02 -8,47 8,80 2,58 Proteina isoforma a
contig_3910 0,01 -7,80 84,53 11,88 Serino protease 37
contig_5010 0,05 -7,65 137,18 18,90 Lactase-florizina hidrolase
contig_4030 0,01 -7,52 42,43 7,64 Esterase da antena cxel6
contig_11240 0,00 -6,93 15,05 2,56 Proteina de ligag8o a odores
contig_16542 0,03 -5,86 11,40 2,58 Aldeido desidrogenase
contig_6390 0,01 -5,74 422,45 77,19 Repat33
contig_1276 0,04 -5,36 167,13 32,96 Subunidade reguladora de protease Af115331_126s
contig_21358 0,03 -5,30 4,75 1,14 Glutationa-s-transferase el11l

contig_21358 0,03 -5,30 4,75 1,14 Glutationa-s-transferase el1l
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Tabela 3.3 - Transcritos anotados e diferencialmente expressos entre lagartas de linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda e que tiveram
as maiores alteracdes na taxa de expressdo relativa
(continuagéo)

Identificacdo p-valor Expresséo_ relativa SUS RP.KM RES REKM Hit mais préximo
normalizada (média) (média)

contig_15832 0,03 -5,23 5,47 1,12 Facilitador do transportador de trealose tipo tretl-1
contig_10446 0,02 -4,09 21,72 5,60 Tipo ABCg5
contig_6315 0,03 2,07 11,36 24,69 ABCb3
contig_7365 0,02 2,18 21,72 49,38 Glutationa-S-transferase omega
contig_2402 0,02 2,24 301,28 698,43 Glutationa-S-transferase s3
contig_3735 0,05 2,48 29,58 69,36 Citocromo P450
contig_24539 0,05 2,98 1,12 2,18 ABCcl
contig_15139 0,02 3,02 13,67 42,32 Dominio 3 de proteina de ligagéo a quitina
contig_27430 0,03 4,04 1,83 6,12 Carboxilcolinesterase cce016d
contig_6734 0,04 4,10 12,95 55,01 Glutationa-S-transferase 1
contig_4261 0,03 4,81 12,20 61,52 Glutationa-S-transferase 1
contig_20326 0,04 4,90 1,77 7,47 Carboxilcolinesterase
contig_13172 0,04 4,93 6,89 34,68 Carboxilcolinesterase cxe28
contig_10513 0,04 5,72 525,09 3159,68 Citocromo parcial
contig_24077 0,04 5,82 0,42 2,16 Citocromo P450
contig_5663 0,04 5,82 0,56 2,86 ABCb7
contig_20284 0,04 6,26 2,80 15,86 Citocromo P450 parcial
contig_23334 0,01 8,03 1,97 16,47 Tipo mucina 2
contig_8122 0,00 8,54 2,47 20,44 Citocromo P450
contig_453 0,04 8,66 2,76 25,18 Citocromo P450
contig_16395 0,02 8,86 33,57 311,71 Proteina de ligacdo a quitina
contig_26156 0,02 9,09 0,42 3,53 Citocromo parcial
contig_9592 0,05 9,57 7,54 72,83 Mucina intestinal de inseto
contig_12002 0,01 9,85 0,42 4,23 Caderina mutante

contig_10714 0,01 10,53 2,52 26,53 Citocromo P450
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Tabela 3.3 - Transcritos anotados e diferencialmente expressos entre lagartas de linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda e que tiveram
as maiores alteracdes na taxa de expressdo relativa
(continuagéo)

Identificacdo p-valor Expresséo_ relativa SUS RP.KM RES REKM Hit mais préximo
normalizada (média) (média)

contig_17212 0,02 10,84 3,93 44,65 Proteina de ligacdo a quitina
contig_5260 0,04 11,43 7,94 92,95 Citocromo P450
contig_24849 0,02 13,15 2,46 34,27 Caderina mutante
contig_17853 0,05 24,84 1,34 35,44 Proteina cuticular rr-1 motivo 52
contig_13936 0,03 25,12 3,01 79,78 Homélogo a ester hidrolase ¢11 ou 54
contig_15418 0,03 25,41 1,11 29,49 transferidor de alfa-tocoferol
contig_13625 0,02 26,96 6,00 166,98 Proteina conservada de plasmddio
contig_21283 0,01 30,64 0,51 15,75 RNA polimerase | dependente de DNA subunidade maior
contig_14374 0,03 31,55 1,23 40,83 Transposon poliproteina Bel12_ag
contig_17872 0,00 32,52 0,64 21,82 Pro-X-carboxipeptidase lisossomal
contig_11890 0,01 34,43 1,44 50,42 Ecdisteroide quinase-22
contig_17159 0,03 37,33 0,38 15,38 Proteina serino hidrolase tipo 2
contig_27258 0,00 38,00 0,14 5,95 Provavel galactose-1-fosfato -uridililtransferase
contig_6586 0,03 39,66 1,33 50,54 Tipo-subunidade a-aglutinina de ancoragem
contig_4490 0,03 44,99 2,07 89,10 Galerimicina
contig_23110 0,00 45,20 0,37 17,49 Proteina tipo cog4 da biosintese de ubiquinona
contig_9533 0,02 57,77 1,67 97,99 IMP desidrogenase/GMP redutase
contig_24083 0,04 75,19 4,01 318,28 UDP-glicosiltransferase ugt33j1
contig_27272 0,01 82,53 0,28 23,95 Homologo a proteina ltvl
contig_27536 0,05 84,00 0,10 9,31 Proteinas do dominio das integrases nuclear
contig_15926 0,01 89,84 0,65 62,37 Desidrogenase hidroxibutirato
contig_12906 0,05 186,36 2,38 461,07 Dominio Unico do alérgeno principal 1
contig_8957 0,02 193,64 0,37 70,51 Esterase da antena cxell
contig_524 0,02 219,00 0,20 51,64 Proteina tipo-lebocina

contig_15939 0,01 233,50 0,21 56,68 Subunidade da proteina do vitelo do epitélio folicular
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Tabela 3.3 - Transcritos anotados e diferencialmente expressos entre lagartas de linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda e que tiveram
as maiores alteracdes na taxa de expressdo relativa
(concluséo)

Identificacdo p-valor Expresséo_ relativa SUS RP.KM RES REKM Hit mais préximo
normalizada (média) (média)

contig_7618 0,04 286,00 0,16 49,98 Proteina de choque térmico
contig_3158 0,04 308,04 0,20 62,98 Tirosina aminotransferase
contig_202 0,04 723,75 0,11 88,15 Tipo glicina-N-metiltransferase
contig_28798 0,05 INF 0,00 2,61 CYP340abl
contig_23831 0,05 INF 0,00 8,98 CYP321a7
contig_25220 0,04 INF 0,00 4,21 Glutationa-S-transferase epsilon 2
contig_27727 0,02 INF 0,00 16,81 Glutationa-S-transferase epsilon 6

contig_27789 0,03 INF 0,00 2,31 Citocromo P450
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O padrdo de expressdo diferencial entre linhagens suscetivel e resistente a toxina
CrylF foi confirmada pela expresséo relativa identificada por gPCR (Figura 3.10), sendo 0s

valores de expressdo correspondentes aqueles obtidos na analise de RNA-Seq.
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Figura 3.10 - Analise de gPCR demosntrando a expressdo diferencial relativa de genes
selecionados entre individuos de linhagens de S. frugiperda suscetivel e
resistente induzidas ou ndo com toxina CrylF. ABCg5 (contig_10446);
Cyp32la (contig_23831); Tripsina (contig_23206);  Serinoprotease
(contig_25374); CCE (contig_20326); Peritrofina (contig_16395)

3.4 Discussao

Insetos apresentam elevada capacidade de adaptacdo a fatores de estresse e fontes
diversas de pressdo de selecdo, incluindo patégenos e xenobioticos diversos, contando com
varios mecanismos bioldgicos, fisioldgicos e moleculares que permitem a evolucdo da
resisténcia a agentes biologicos (virus e bactérias) (NARAYANAN, 2004) e toxinas diversas
(TIEWSIRI; WANG, 2011; ZHANG et al., 2013; LEI et al., 2014; GONG et al., 2015).
Acredita-se que varios fatores genéticos e metabdlicos sejam responsaveis pela evolugdo da
resisténcia as toxinas Cry em insetos (GRIFFITTS; AROIAN, 2005; HECKEL et al.; 2007;
LEI et al.; 2014). Estudos de transcritbmica, gendmica e protedmica tém aumentado as
informagdes de dados bioldgicos importantes que possibilitam desvendar como as defesas de
pragas-alvo respondem as toxinas Bt aos niveis bioquimico e celular (JURAT-FUENTES et
al.; 2011; LEl et al.; 2014; GONG et al.; 2015). Em geral, a exposi¢éo as toxinas Bt resulta na
alteracdo de diferentes mecanismos de resisténcia, incluindo alteraces na ativagdo ou na

ligagdo das toxinas, alteracBes nas vias oxidativas e da resposta imunolégica, ou no
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metabolismo em geral (PARK et al.; 2010; CONTRERAS et al.; 2013; NAVARRO-
CERRILLO etal.; 2013; YAO et al.; 2014; AYRA-PARDO et al.; 2015).

A analise de expressdo génica diferencial de S. frugiperda suscetivel e resistente a
toxina CrylF demontrou diferencas significativas na expressao de conjunto significativo de
genes de S. frugiperda resistente a toxina CrylF, pertencendo a inimeras vias metabdlicas,
independentemente da indugdo com a toxina, incluindo vias cléssicas de detoxificagdo.

O processo de detoxificacdo de xenobioticos ocorre em trés fases, todas elas
representadas na analise comparativa da expressdo génica de linhagens de S. frugiperda
resistente e suscetivel a toxina CrylF. As duas primeiras fases do processo de detoxificacdo
envolvem enzimas hidroliticas ou de modificacdo do xenobibtico para aumentar a sua
solubilidade para facilitar sua excrecdo (JAKOBY; ZIEGLER, 1990). Monoxigenases do
citocromo P450 sdo as enzimas mais comuns atuando na primeira etapa pela incorporacédo de
um atomo de oxigénio a molécula-alvo (FEYEREISEN, 1999; GUENGERICH et al.; 2001,
SCHLICHTING et al.; 2000), enquanto glutationa-s-transferase (GST) atuam na etapa
subsequente, modificando o substrato pela adicdo de grupamentos carboxila (-COOH),
hidroxila (OH) ou amina (NH2) (VONTAS et al.; 2001; ENAYATI et al.; 2005). Esterases e
carboxil-colinesterase também atuam nessas fases promovendo a hidroélise das moléculas-alvo
(LI et al., 2013). Séo vérios os exemplos da participacdo dessas enzimas como mecanismo de
resisténcia, dado o aumento da expressdo de genes dessas enzimas em insetos resistentes a
inseticidas (PERRY; BATTERHAM; DABORN, 2011, NASCIMENTO et al.; 2015).
Também séo varios os exemplos de elevacdo da expressdo génica de P450 (VAN MUNSTER
et al.; 2007; CANCINO-RODEZNO et al.; 2012; VELLICHIRAMMAL et al.; 2015; ZHU et
al.; 2015) e GSTs (CANDAS et al.; 2003, GUNNING et al.; 2005) em insetos mastigadores
resistentes a toxinas Cry, mas nao foi verificada ativacdo de genes de detoxificacdo em
sugadores em resposta a toxina (MANNAKKARA et al., 2013).

Lagartas de S. frugiperda resistente a toxina CrylF apresentaram expressao
constitutiva elevada de inimeras P450, glutationa-s-transferase (GST) e carboxil-colinesterase
(CCEs) em relacdo as lagartas suscetiveis. A importancia desses transcritos na detoxificacdo
dessa toxina foi evidenciada pela resposta positiva da transcricdo génica em lagartas das
linhagens Sf-CrySUS e Sf-CryRES expostas a CrylF. Fica assim evidente que enzimas
ligadas aos processos do metabolismo de detoxificagdo (P450, GST e CCE) respondem a
intoxicagcdo com CrylF e insetos resistentes apresentam taxas basais de expressdo génica
muito superiores aquela dos insetos suscetiveis a toxina CrylF. No entanto, alguns autores

sugerem que a elevada expressdo de genes relacionados as vias de detoxificacdo em insetos
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resistentes a toxinas Cry seja decorrente da existéncia de mecanismos de resisténcia cruzada a
inseticidas, assim como proposto para a linhagem de S. frugiperda de Porto Rico resistente a
toxina CrylF (7.000x), que também apresentou aumento significativo na atividade enzimatica
de GST e PNPA esterases em decorréncia da resisténcia cruzada a organofosforados, via
atividade aumentada do metabolismo de detoxificagdo (ZHU et al.; 2015).

Proteinas que participam da terceira fase do processo de detoxificacdo promovendo a
excrecdo de compostos xenobiodticos, como os transportadores cassetes ligantes de ATP
(“ATP-binding cassettes transporters™), os transportadores ABCs (KONIG et al.; 1999),
também tem sido envolvidos na resisténcia de insetos a toxinas Cry (HECKEL.; 2012).
Transportadores ABCs constituem uma grande familia de proteinas integradas a membrana
que utilizam a energia da hidrolise do ATP para transportar substratos através da membrana
(DEAN et al.; 2001; LABBE et al.; 2011; BROEHAN et al.; 2013). Oito subfamilias (A-H)
foram descritas em eucariotos (DEAN et al.; 2001; LABBE et al.; 2011), sendo que alguns
desses transportadores tem atividade comprovada na excrecdo de inUmeras substancias
toxicas, incluindo inseticidas, do meio intracelular para o meio extracelular, refor¢cando sua
participacdo em diversos mecanismos de resisténcia de insetos a inseticidas (BUSS;
CALLAGHAN, 2008). H& pelos menos quatro espécies de insetos resistentes a toxinas Cry
em decorréncia de mutacGes nos transportadores da familia ABCC2 que, em alguns casos,
leva a interrupcdo da expressdo desse gene (GAHAN et al.; 2010; BAXTER et al.; 2011;
ATSUMI et al.; 2012; HECKEL, 2012). A resisténcia a toxinas Cry observada por mutacdes e
auséncia de expressdo de genes ABCC2 levou a proposicdo de que esses receptores
participariam de etapa importante na interagdo com as toxinas Cry, sendo sugerida a sua
participacdo na interagdo com a estrutura oligomerica da Cry para auxiliar sua insercdo e a
formacdo de poros na membrana (GAHAN et al., 2010; HECKEL, 2012). Com isso,
esperariamos padrdo de expressdo génica de transportadores ABC em insetos resistentes a
inseticidas distinto daquele relatado em insetos resistentes a toxinas Cry, caso ABCCs
realmente atuem como receptores no processo de intoxicagdo com toxinas Cry. Em casos de
resisténcia a inseticidas, ABCs transportadores de toxinas (subfamilias B, C e G) deveriam ter
sua expressdo aumentada para facilitar a rapida excrecdo de toxinas (LABBE et al., 2011;
BARIAMI et al., 2012; EPIS et al., 2014), enquanto nos insetos resistentes a Cry, seria
esperada a reducéo de sua expressédo génica (LEI et al., 2014; PARK et al., 2014; GUO et al.,
2015ab). A andlise do transcritoma das linhagens resistente e suscetivel de S. frugiperda a
toxinas CrylF ndo indicou diferencgas nos niveis de expressdo de transportadores ABCC, mas

indicou forte supressdo da expressdo génica de um transportador ABCG (contig_1446) na
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linhagem resistente a Cry1F, assim como recentemente demonstrado para Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) resistente a toxina CrylAc (GUO et al. 2015ab). A
subfamilia ABCG esté relacionada com funcdes de transporte de precursores do pigmento dos
olhos, regulacéo de trafico de lipidios e resisténcia a drogas pleiotropicas (TARR et al, 2009).
A resisténcia de P. xylostella a CrylAc dada pela forte supressdo do transportador ABCG
(GUO et al. 2015a) e a competicdo por sitios de ligacdo entre CrylAc e CrylF
(HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013, DAVALOS, et al., 2015; MONNERAT et al.,
2015), permite hipotetizar que a resisténcia da linhagem de S. frugiperda a toxina CrylF seja
decorrente da supressdo do transportador ABCG, a qual levaria a redugdo na formacdo de
poros na membrana.

Além da participacdo de transportadores ABC na resisténcia de insetos a toxinas Cry,
atuando também como um receptor, outras proteinas que interagem com toxinas Cry, como
aminopeptidases, fosfatase alcalina e caderina, também sdo envolvidas na resisténcia de
insetos. Apesar da maioria dos relatos de resisténcia de insetos a toxinas Cry ser comumente
associado a mutacdes dos distintos receptores de toxina Cry da superficie do epitélio celular
do meséntero, principalmente caderina (GAHAN et al., 2001; HERRERO et al., 2005;
GAHAN et al., 2010; FABRICK et al., 2011; ZHANG, et al., 2012; PARK et al., 2014), ha
também relatos de resisténcia de insetos a toxinas Cry devido a alteracfes na expressao de
genes que interagem com essas toxinas, sejam eles receptores ou proteinas envolvidas na sua
degradacéo e/ou sinalizacdo (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2010; TIEWSIRI; WANG,
2011; JURAT-FUENTES et al.; 2011; BOYER et al., 2012; CANCINO-RODEZNO et al.,
2012; CONTRERAS et al., 2015; GONG et al.; 2015; VELLICHIRAMMAL et al., 2015;
ZHU et al., 2015).

Analises moleculares e protebmicas apontam a participacdo da regulacdo negativa da
transcricdo de aminopeptidase-1 (APN) na resisténcia de Trichoplusia ni (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) e S. exigua a toxina CrylAc (HERRERO et al., 2005; TIEWSIRI;
WANG, 2011), enquanto a reducdo nos niveis de expressdo da fosfatase alcalina (ALP) foi
observada como sendo o0 mescanismo de resisténcia de S. litura a essa mesma toxina (GONG
et al.; 2015). Alteracdo na disponibilidade de ALP também foi verificada como mecanismo de
resisténcia de populacdo de S. frugiperda de Porto Rico a toxina CrylF (JURAT-FUENTES
et al.; 2011). Apesar dos relatos da participacdo de ALP e APN na resisténcia de insetos as
toxinas Cry, nossas analises moleculares da expressdo génica comparativa de linhagens
resistente e suscetivel de S. frugiperda a CrylF ndo apontam ALP e APN como mecanismos

de resisténcia a essa toxina. A auséncia da participacdo de APN e ALP como mecanismo
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unico da resisténcia de insetos a toxinas Cry foi demonstrado para Manduca sexta Linnaeus
(Lepidoptera: Sphingidae) em estudos de silenciamento génico (GOMEZ et al.; 2015).

A reducdo nos niveis do receptor caderina também tem sido sugerida como
mecanismo de resisténcia as toxinas Cry, dada a menor disponibilidade de um receptor de
Cry, assim como demonstrado pela disponibilizacdo de sitios competidores de ligacdo
(RAHMAN et al, 2012). No entanto, a expressdo de genes caderina responde positivamente a
exposicdo do inseto a toxinas Cry, e ha insetos resistentes que apresentaram expressao
aumentada do gene caderina se comparado ao inseto suscetivel (LEI et al.; 2014; XU et al.;
2015). A linhagem de S. frugiperda resistente a CrylF analisada apresentou dois transcritos
caderina expressos diferencialmente entre lagartas resistentes e suscetiveis, os quais foram 9,8
(contig_12002) e 13,8 vezes (contig_24849) mais expressos no resistente do que no
suscetivel. Um terceiro transcrito caderina (contig 23093) s6 sofreu alteracdo em sua
expressdo quando as lagartas foram expostas a toxina CrylF, independentemente de se tratar
de lagarta suscetivel ou resistente a CrylF. Assim, os valores de expressdo observados para
alcalino fosfatases, aminopeptidases-N e caderina para a linhagem resistente de S. frugiperda
a toxina CrylF ndo indicam a participacdo dessas proteinas no mecanismo de resisténcia em
questao.

A expressdo de genes de proteinas-ligantes a quitina também foi demonstrada sofrer
regulacdo positiva ap6s a exposicdo do inseto ao contato com toxinas Cry (OPPERT et al.,
2012), e a inducdo dessas proteinas parece estar ligada ao papel da membrana peritrofica
(MP) como barreira para evitar o contato de toxinas com os receptores de membrana do
epitelio intestinal (HAYAKAWA et al.; 2004). A membrana peritréfica atua como uma
barreira contra bactérias patogénicas, mas toxinas Cry sdo capazes de se difundir através dela
(ADANG; SPENCE, 1983). Embora as toxinas Cry consigam atravessar a MP, estudos de
localizacdo de sitios de ligacdo de toxinas Cry no intestino tém demonstrado que a MP é um
local de acumulacéo de Cry em varios lepidopteros (HAYAKAWA et al, 2004; CHEN et al,
2005; REES et al, 2009). Segundo Valaitis e Podgwaite (2013), CrylAa, CrylAb e CrylAc se
ligam fortemente a MP de Orgyia pseudotsugata (McDunnough) (Lepidoptera:
Lymantriidae), promovendo a lise da MP. Assim, acreditamos que a elevada expressdo de
mucinas, importante componentes da membrana peritrofica (MP) de insetos (HEGEDUS et al,
2009; TOPRAK et al, 2010), nas linhagens RES e SUS em resposta a indu¢do com toxina
CrylF e os elevados niveis de expressdo constitutiva da linhagem resistente quando
comparado ao da suscetivel, indicam a participagdo dessas proteinas como mecanismo de

protecdo a intoxicacdo por CrylF, minimizando o processo de lise da MP induzido pela acéo
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de CrylF e, consequentemente, auxiliando na resisténcia do inseto a essa toxina. Além disso,
a elevada expresséo constitutiva de mucinas na linhagem resistente indicam o maior teor
dessas proteinas complexadas a membrana peritrofica, 0 que pode reduzir a porosidade da
mesma, fator esse também importante na determinacdo da suscetibilidade aos patdgenos
intestinais (WANG; GRANADOS,1997). Segundo Yao et al (2014), a regulacdo negativa de
um gene de quitinase e a regulagéo positiva da quitina-sintase e glicosamina-frutose-6-fosfato
aminotransferase (GFAT) podem atuar como mecanismo de defesa em resposta a ingestéo de
Cry1Ab por lagartas de Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Crambidae). E possivel que
a MP sequestre as toxinas Cry ou impeca sua passagem devido sua composicao e espessura e,
em seguida, proteases associadas a MP, podem entéo clivar a toxina tornando-a inativa (REES
et al, 2009). Verificamos niveis de expressdo elevados de proteinas associadas a MP na
linhagem RES, e esses sdo aumentados ainda mais quando as lagartas se alimentam de Cry1F.
Estes resultados sugerem que a linhagem resistente tem menor permeabilidade da MP,
diminuindo a capacidade da toxina CrylF atravessa-la e se ligar aos receptores CAD, APN e
ALP. Porém, as informacdes da importancia da MP associada a perda da suscetibilidade de

insetos pragas para toxinas Cry ndo sdo bem compreendidas.

3.5 Conclusédo

¢ As linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel e resistente a toxina CrylF diferem no
seu padrdo de expressdo génica,;

e Lagartas da linhagem resistente apresentam superexpressao constitutiva de genes ligados a
diferentes mecanismos de resisténcia;

¢ A resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF esta associada a maior expressdo das enzimas
monoxigenases do citocromo P450 e glutationa-s-transferases, que auxiliam no processo de
detoxificacdo, a reducéo da expressdo génica do transportador ABCG2, que reduz a produgéo
de poros na membrana do epitélio intestinal, e & maior expressdo de mucinas, que atuam na

manutencdo da integridade da membrana peritréfica e protecao do epitélio intestinal do inseto.
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4 ANALISE TRANSCRICIONAL COMPARATIVA DO INTESTINO DE LAGARTAS
DE LINHAGENS DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) SUSCETIVEL E RESISTENTE ISOGENICA A TOXINA CrylF

Resumo

Insetos, em geral, se adaptam rapidamente as diferentes taticas de controle, sejam elas
baseadas em inseticidas organicos ou plantas geneticamente modificadas, como as plantas Bt.
Inimeros casos de resisténcia de insetos as toxinas Bt (Cry) tém sido relatado em laboratério
e campo, como os da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) a CrylF e CrylAb em populagdes naturais. Nesse trabalho, utilizamos o
sequenciamento de RNA (RNAseq) em larga escala para a realizacdo de estudos
comparativos da expressdo de genes do intestino de lagartas de linhagens de S. frugiperda
suscetivel (SUS) e resistente isogénica (RESiso), induzidas ou ndo com toxina CrylF, para a
identificacdo de mecanismos ligados a resisténcia a toxina CrylF, bem como 0s mecanismos
de resposta desencadeados pela intoxicacdo com essa toxina. O transcritoma de novo de
referéncia obtido apresentou 10.289 transcritos, dos quais pouco mais de 40% foram
anotados. Analises comparativas da expressdo génica indicaram a supressdo na expressao dos
receptores de toxinas Cry, como as proteinas caderina e transportadores ABCb1 na linhagem
RESiso, quando comparadas a expressao na linhagem SUS. Reducédo na expressao génica dos
receptores de toxina Cry, a caderina e aminopeptidase n6, também foi observada na linhagem
SUS, mas apenas quando a mesma foi induzida com CrylF. A linhagem RESiso também
apresentou maior taxa de expressdo de transcritos relacionados a degradacao de toxinas Cry,
como proteases, detoxificacdo e resposta imunologica. A inducdo de alteracfes na expressao
génica de lagartas quando expostas a toxina CrylF foi muito mais evidente na linhagem SUS
do que na RESiso, indicando que os niveis de transcricdo génica constitutiva no RESiso
seriam equivalentes aos niveis de transcricdo esperados apds o contato com a toxina. As
analises realizadas indicaram que a resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF é decorrrente
de um conjunto de fatores, como a reducdo na taxa de expressdo de receptores caderina e
transportador ABC, maior expressao de transcritos ligados a protedlise e detoxificacdo e de
transcritos ligados ao sistema de defesa imunologico e de resposta de defesa ao processo de
intoxicacdo pela toxina CrylF. Este estudo expande as ideias sobre 0s principais mecanismos
envolvidos na resisténcia e na resposta a intoxicacdo por CrylF em S. frugiperda.

Palavras-chave: Defesa imunologica; Expressdo constitutiva; Protedlise; Transportador ABC

Abstract

Insects generally become quickly adapted to different control strategies regardless if
they are based on synthetic organic insecticides or on genetically-modified plants, such as Bt
plants. There is a growing body of reports on insect resistance to Bt toxins (Cry) in filed
populations and laboratory-selected strains, as the reports on CrylF and CrylAb resistance
for Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). We report data on our
investigation on the molecular mechanisms involved in the resistance and response of S.
frugiperda to intoxication with CrylF by using large scale, comparative RNA sequencing
analysis (RNASeq) of the gut of susceptible (SUS) and resistant (RESiso) larvae of S.
frugiperda, induced or not with CrylF toxin. RNA sequencing yielded a reference de novo
transcriptome with 10,289 transcripts, out of which nearly 40% were annotated. Comparative
gene expression analysis demonstrated suppression of the Cry toxin receptors cadherin and
ABCb1 transporters in the gut of RESiso larvae when compared to SUS. Reduction in gene
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expression of the Cry toxin receptors cadherin and aminopeptidase-n6 was also observed in
SUS larvae, but only when intoxicated with CrylF. Differential gene expression also
demonstrated higher expression of proteases involved in Bt toxin degradation and
enzymes/transporters involved in detoxification and immune response in RESiso as compared
to SUS larvae. Changes in gene expression due to intoxication with CrylF were much more
conspicuous in SUS than in RESIiso larvae, indicating RESiso larvae express most of the
genes involved in the response against the intoxication with CrylF constituvely. Thus,
analyses of our data indicate S. frugiperda resistance to CrylF toxin is associated to multiple
factors, such as the reduced expression of the Cry-receptors cadherin and ABC transporters,
increased expression of transcripts involved with Cry proteolysis and detoxification and
immune response, and the constitutive expression of genes involved in the response against
the intoxication with CrylF toxin. Our data provides new insights on the mechanisms of
insect resistance against Cry toxins and on the response of S. frugiperda to the intoxication
with Cry1F toxin.

Keywords: ABC transporter; Constitutive expression; Immune defense; Proteolysis

4.1 Introducéo

Insetos tém demonstrado répida adaptacdo a diferentes téticas de controle,
principalmente a inseticidas e, mais recentemente, a culturas Bt, devido a constante pressdo de
selecdo e a falta de plantio ou manutencdo de areas de refugio. A evolucdo da resisténcia a
culturas Bt é observada em diferentes insetos-alvo, tornando-se a principal ameaca para a
utilizacdo dessa tecnologia (BRAVO; SOBERON, 2008).

Com o aumento da comercializagdo de plantas Bt e seu uso indiscriminado, varios
casos de selecdo direcionada para resisténcia em laboratério (FORCADA et al., 1999; LIU et
al., 2001; AKHURST et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; SOSA-GOMEZ; MIRANDA,
2012) e de evolucdo de resisténcia a campo foram relatados para insetos-pragas,
principalmente lepiddpteros (VAN RENSBURG, 2007; TABASHNIK et al., 2009; STORER
etal., 2010; FARIAS et al., 2014; GASSMANN et al., 2014).

Em geral, a exposicdo as toxinas Bt resulta na alteracdo de diferentes mecanismos de
resisténcia, incluindo altera¢bes na ativacdo ou na ligacdo das toxinas, alteracbes nas vias
oxidativas e na resposta imunologica do inseto-alvo, ou em seu metabolismo em geral (PARK
et al.; 2014; CONTRERAS et al.; 2013; NAVARRO-CERRILLO et al.; 2013; YAO et al,;
2014; AYRA-PRADO et al.; 2015).

A interagdo das toxinas Cry com os receptores do epitélio da membrana intestinal dos
insetos, como caderina (CAD), aminopeptidase N (APN), fosfatase alcalina (ALP) e
transportadores ABC (ABCs) é um importante passo para oligomerizacdo da proteina Cry e

sua inser¢do na membrana e/ou transducgédo do sinal que desencadeia a morte celular (ZHANG
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et al., 2006; BRAVO; SOBERON, 2008). Dessa forma, a resisténcia é comumente associada
a alteraches na expressdo desses receptores (HECKEL, 2012; PARDO-LOPEZ et al., 2013;
BRAVO et al., 2015). Estudos tém demonstrado que a supressdao de CAD, APN, ALP e ABCs
esta relacionado a altos niveis de resisténcia de inimeros insetos-pragas a diferentes toxinas
Cry (HERRERO et al., 2005; SOBERON et al., 2007; YANG et al., 2011; ATSUMI et al.,
2012; HECKEL, 2012; GUO et al., 2015b; JAKKA et al., 2015).

Outro mecanismo de defesa de insetos contra toxinas Cry € o aumento na expressao de
enzimas que participam no processo de detoxificacdo do organismo, como enzimas citocromo
P450, glutationa-s-transferases (GSTs) e esterases (CANCINO-RODEZNO et al.; 2012;
VELLECHIRAMMAL et al., 2015). De forma geral, essas enzimas participam da hidrolise
e/ou sequestro de xenobidticos (PERRY; BATTERHAM; DABORN, 2011; NASCIMENTO
et al., 2015) e diversos trabalhos tém demonstrado que essas enzimas também respondem a
intoxicacdo com toxinas Cry, e 0 aumento da expressdo dessas enzimas tém sido relacionado
a resisténcia de diferentes ordens de insetos a inimeras toxinas Cry (CANDAS et al., 2003;
VAN MUNSTER et al., 2007; CANCINO-RODEZNO et al.; 2012; VELLECHIRAMMAL et
al., 2015). Apesar dos relatos da elevada expressdo das enzimas participantes no processo de
detoxificacdo, ndo se sabe ao certo como estas enzimas poderiam estar envolvidas no
mecanismo de resisténcia ou toleréncia as toxinas Cry.

Outro fator que pode contribuir para a resisténcia ou tolerancia a toxinas Cry € a
imunidade inata contra potenciais patdgenos. Essa imunidade envolve uma série de reacdes
que incluem coagulacdo e melanizacdo da hemolinfa, ativacdo de cascatas de enzimas, como a
cascata de fenoloxidases, e a producdo de peptideos antimicrobianos (AMPs) (HEDENGREN
etal., 1999; BECKAGE, 2008; PARK et al., 2010; TSAKAS; MARMARAS, 2010). Segundo
Cancino-Rodezno et al., (2010), a ativacdo das vias MAPK p38 e JNK respondem
especificamente a proteinas formadoras de poros no epitélio, como as proteinas Cry. A
superexpressdo de genes como MAPK p38, apolipoforinas, proteinas de choque térmico
(HSP), lipases, fosfolipases, REPAT, é constantemente relatada em insetos resistentes ou
expostos a toxinas Cry (CANCINO-RODEZNO et al., 2010; HERNANDEZ-MARTINEZ et
al., 2010; CANTON et al., 2015; CONTRERAS et al., 2015).

Além de superar os mecanismos relatados anteriormente, uma das primeiras barreiras
que as proteinas Cry necessitam ultrapassar antes de ligar-se aos receptores do epitélio
intestinal € a membrana peritroéfica (MP). Esta membrana atua como uma barreira contra
bactérias patogénicas, mas toxinas Cry sdo capazes de se difundir através dela (ADANG,;

SPENCE, 1983). Embora as toxinas Cry consigam atravessar a MP, estudos de localizacédo de
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sitios de ligacdo de toxinas Cry no intestino tém demonstrado que a MP é um local de
acumulacdo de Cry em vérios lepidopteros (HAYAKAWA et al, 2004; CHEN et al, 2005;
REES et al, 2009). A expressao positiva de genes de proteinas-ligantes a quitina, mucinas e
peritrofinas, importantes componentes da membrana peritrofica, bem como regulacédo positiva
da quitina-sintase e glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase (GFAT), podem
atuar como mecanismo de defesa para manter a integridade do sistema intestinal (OPPERT et
al., 2012; VALAITIS; PODGWAITE, 2013; YAO et al., 2014). Alguns estudos sugerem a
ligacdo da superexpressdo dessas proteinas ao papel da membrana peritrofica (MP) como
barreira para evitar o contato de toxinas com os receptores de membrana do epitélio intestinal
(HAYAKAWA et al.; 2004). A expressdo positiva desses genes, dessa forma, pode estar
relacionada a capacidade da MP em impedir a passagem das toxinas Cry devido sua
composicao e espessura ou ainda a tentativa de manter sua integridade (HAYAKAWA et al,
2004; CHEN et al, 2005; VALAITIS; PODGWAITE, 2013).

S. frugiperda é umas das principais pragas agricolas na regido Neotropical
(CAPINERA, 2008), e ja demonstrou habilidade em evoluir resisténcia em condicdes de
campo a duas toxinas Bt, como CrylF e CrylAb (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016).
Sendo assim, uma analise da expressdo diferencial de transcritos intestinais entre linhagens
suscetivel e resistente isogénica, pode levar a um melhor entendimento dos mecanismos de
resisténcia, bem com as vias de defesa que sdo alteradas em S. frugiperda mediante a

exposicdo a toxina CrylF.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Linhagens e manutencao de S. frugiperda

O projeto utilizou linhagens de S. frugiperda suscetivel (SUS) e resistente isogénica
(RESiso0) a toxina CrylF. A populacdo suscetivel foi obtida junto a EMBRAPA Sete Lagoas,
MG em 1995, e tem sido mantida em laboratério sem a adi¢do de individuos de campo e na
auséncia de pressdo de selecdo. A populagéo resistente isogénica RESiso foi produzida via
introgressdo por cruzamentos sucessivos (HORIKOSHI, et al., 2015) entre linhagens
suscetivel e resistente selecionada em laboratorio (FARIAS et al.,, 2014). A linhagem
selecionada para resisténcia a toxina Cry1F foi coletada em Barreiras, estado da Bahia, Brasil,
em areas de cultivo comercial de milho Bt Herculex TC1507 (Dow Agrosciences), que
expressa a toxina Cry1F. Essa populacdo foi produzida por Farias et al., (2014) pelo processo

de selecdo direcionada em laboratdrio, que levou a selecdo de linhagem com razdo de
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resisténcia de cerca de 280 a 5.524 vezes a CrylF em relagdo a linhagem suscetivel de
referéncia. Ambas as populagdes SUS e RESiso foram mantidas em condig¢Ges controladas de
laboratério (25+1°C, 70+10% UR e fotofase de 14 h) em dieta artificial a base de feijao,
germe de trigo e levedura (KASTEN Jr. et al., 1978).

4.2.2 Preparo e coleta das amostras biologicas de S. frugiperda

Lagartas de S. frugiperda das linhagens suscetivel (SUS) e resistente isogénica
(RESiso) a toxina CrylF foram selecionadas na fase de pré-muda do terceiro para o quarto
instar e mantidas isoladas em placas de acrilico de 24 células (Costar®, Cambridge,
Massachusetts, EUA), sem acesso a alimentacao por 24 h. Apenas as lagartas que realizaram a
muda para o 4° instar nesse intervalo foram utilizadas na conducéo dos experimentos. Essas
lagartas foram entdo divididas em subgrupos dentro de cada linhagem. Um subgrupo foi
mantido como controle, enquanto o outro foi exposto a toxina CrylF. Lagartas SUS e RESIiso
foram expostas individualmente a toxina CrylF. O procedimento de exposi¢do dos subgrupos
a toxina Cry1F foi realizado de forma analoga aquela descrita anteriormente (Capitulo 3 item
3.2.2). Apds o periodo de exposicdo a toxina CrylF, apenas as lagartas que ingeriram a dieta,
verificada pela raspagem da mesma, foram amostradas e submetidas a imediata dissecacdo
para a coleta do intestino médio em solucdo de RNA Later refrigerada, em condicdes
assépticas. O intestino coletado foi rapidamente transferido para tubo contendo solucédo nova
de RNA Later e armazenado a -80° C para posterior extracdo do RNA total. Cada tratamento

contou com trés repeticdes, sendo cada repeticdo composta por grupo de cinco intestinos.

4.2.3 Extragdo de RNA

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Life Technologies), sequindo
as instrucdes do fabricante. O RNA total obtido foi enriquecido em RNA mensageiro
(mMRNA) pela remogdo do RNA ribossomal (rRNA), utilizando-se o sistema comercial
RiboMinus Eukaryote Kit (Invitrogen®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. O
enriquecimento e a quantificagdo do mRNA foram realizados assim como descrito
anteriormente (ver capitulo 3 item 3.2.3). As amostras de mMRNA foram encaminhadas ao
Laboratorio de Biotecnologia Animal, Departamento de Zootecnia, Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba/SP,
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para a preparagdo das bibliotecas de cDNA e sequenciamento em plataforma Illumina, Hiseq
1000® (1llumina®).

Para a construcdo da biblioteca de cDNA, as amostras de mMRNA foram fragmentadas
em porcbes de 200 nucleotideos e ligadas a iniciadores randémicos para realizacdo da
transcricdo reversa. O cDNA produzido foi purificado utilizando-se esferas magnéticas e
lavagens com etanol para reparacdo de suas terminacgdes, para que cada molécula apresentasse
extremidades abruptas. Apos a reparagdo, foi adicionado adenosina a extremidade 3’ de cada
fragmento, permitindo, assim, a ligacdo de indexadores para a diferenciacdo das bibliotecas
produzidas para cada amostra. O sequenciamento das bibliotecas de cDNA seguiu o protocolo
paired-end, originando leituras de aproximadamente 100 nucleotideos.

4.2.4 Construcéo do transcritoma de novo

As leituras do sequenciamento das bibliotecas de cDNA das linhagens de S.
frugiperda suscetivel e resistente isogénica, expostas ou ndo a toxina CrylF, foram utilizadas
na construcdo do transcritoma de novo. Essas leituras foram avaliadas quanto a sua qualidade
utilizando o software FastQC (ANDREWS, 2010). A partir destes resultados foi realizada a
filtragem das sequéncias, utilizando como ponto de corte o valor Q30 da escala de Phred. As
leituras duplicadas foram removidas para diminuir o esforco computacional utilizando-se de
plug-in disponivel junto ao programa CLC Genomics Workbench® versdo 5.1 (CLCBio,
Denmark). Posteriormente, apenas leituras de tamanho superior a 25 bases foram utilizadas na
montagem do transcritoma de novo, utilizando como parametros de montagem K-mer = 23
como tamanho de palavra ¢ 50 como tamanho da bolha (“bubble size”), também fazendo uso
das ferramentas disponiveis no pacote CLC Genomics Workbench® versdo 5.1. A estratégia
de montagem do transcritoma de referéncia seguiu a montagem dos transcritomas de novo das
linhagens SUS (induzida ou ndo) e RESiso (induzida ou ndo), com posterior unido dos
transcritomas pela remogéo de redundancias utilizando-se do programa CD-HIT (Weizhong
Li’s Group®), com limite de similaridade de 95%.

4.2.5 Anotagéo funcional

A anotacdo funcional do transcritoma de novo obtido foi realizada com auxilio do
programa Blast2GO v.2.5.0 (http://www.blast2go.org) (CONESA; GOTZ, 2008). A busca por
similaridade dos transcritos foi realizada no Banco de Dados do NCBI assumindo e-valor de
103, usando o algoritmo BLASTX (ALTSCHUL et al., 1997). Posteriormente, 0s transcritos

foram mapeados para a identificacdo dos termos de ontologia génica (GO), utilizando o



95

programa Blast2GO v.2.5.0. Para obter a anotagéo funcional dos GOs, as sequéncias foram
comparadas com aquelas de bancos de dados de assinatura proteica pelo InterproScan
(ZDOBNOV; APWEILER, 2001), assumindo e-valor de 10”° como valor de corte. Os dados
de GO foram carregados no programa WEGO (http://wego.genomics.org.cn/cgi-

bin/wego/index.pl) para a representacao grafica de suas classifica¢bes funcionais.

4.2.6 Andlise da expressao génica diferencial (RNAseq)

O transcritoma de novo obtido foi utilizado como referéncia para a analise da
expressdo génica diferencial entre as amostras SUS e RESiso, induzidas ou ndo pela
alimentacdo em dieta contendo a toxina CrylF. A expressao relativa de cada transcrito foi
calculada utilizando-se a contagem do namero de leituras semelhantes por kilobase (kb) do
alvo por milhdo de leituras mapeadas (RPKM). Os valores de RPKM obtidos para os contigs
das linhagens SUS e RESiso, induzida ou ndao com a toxina CrylF, foram submetidos a
andlise diferencial, seguindo o protocolo EDGE (ROBINSON; SMYTH, 2008) disponivel no
CLCBio Genomics Workbench® versdo 5.1. Foram considerados diferencialmente expressos
aqueles transcritos que apresentaram valor de p < 0,05 e razdo de expressao (fold change)

maior ou igual a 2 (superexpressao) ou menor ou igual a -2 (subexpressao).

4.3 Resultados

4.3.1 Transcritoma de novo de referéncia

O sequenciamento das bibliotecas de cDNA de S. frugiperda suscetivel e resistente a
toxina CrylF, induzidas ou ndo, gerou 316.878.124 milhdes leituras variando de 75.298.427
(SUS) a 86.401.681 (RES). Apos a filtragem por qualidade e a remocdo das leituras
duplicadas foram obtidos 56.090.466 leituras, das quais 68% foram mapeadas e utilizadas na
montagem de 10.289 contigs de 125 a 4.124 pb, com N50 de 396 pb (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Tamanho dos transcritos do transcritoma de novo de referéncia do intestino de
lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente isogénica a toxina CrylF,
induzidas ou ndo com essa toxina

4.3.2 Anotacéao funcional

A andlise de similaridade baseada no e-valor indicou forte homologia para a maioria
dos transcritos mapeados, variando de 107 a 108, sendo que 81% estio com e-valor entre

107 e 10 (Figura 4.2.).
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Figura 4.2 - Distribuicéo dos valores de homologia dos transcritos do transcritoma de novo de
referéncia do intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente
isogénica a toxina Cry1F, induzidas ou ndo com essa toxina

A quase totalidade dos alinhamentos obtidos para os transcritos do transcritoma de
novo de referéncia obtido foi similar a sequéncias de outras espécies de lepidopteros (Figura
4.3), sendo 25% deles semelhantes a transcritos de Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera:



97

Bombycidae) e 21% a Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae). Cerca de 3%
das sequéncias alinharam com espécies de Spodoptera, distribuidos entre Spodoptera exigua
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) e
S. frugiperda (Figura 4.3).

A anotacgéo funcional dos transcritos obtidos foi comparada com base na similaridade
com transcritos ja descritos no banco de dados ndo-redundantes (nr) de nucleotideos NCBI.
Dos 10.289 transcritos obtidos, 40% foram anotados funcionalmente. A designacao funcional
pela analise da ontologia génica (GO) dos 4.120 transcritos distribuidos nas trés categorias,
rendeu 16 subcategorias em componente celular, 15 em fungdo molecular e 28 em
respectivamente (Figura 4.4). No geral o numero de transcritos anotados em cada

subcategoria foi similar entre as linhagens SUS e RESiso (Figura 4.4).

m Bombyxmori
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Spodoptera frugiperda

w Papilio polytes
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m Spodoptera spp.

Outros

Figura 4.3 - Distribuicdo dos alinhamentos obtidos via BLASTx dos transcritos do
transcritoma de novo de referéncia do intestino de lagartas de S. frugiperda
suscetivel e resistente isogénica a toxina CrylF, induzidas ou ndo com essa
toxina
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Figura 4.4 - Distribuicdo das ontologias génicas (GO) atribuidas aos transcritos do
transcritoma de novo de referéncia do intestino de lagartas de S. frugiperda
suscetivel e resistente isogénica a toxina CrylF, induzidas ou ndo com essa
toxina

4.3.3 Expresséao diferencial

A comparagdo da expressdo génica no intestino de lagartas dos insetos suscetiveis
(SUS) e resistentes (RESiso) indicou que a quase totalidade (99,9%) dos 10.289 transcritos do
transcritoma de novo de referéncia obtido foram expressos constitutivamante em uma e/ou
outra linhagem, independentemente de sua exposicdo a toxina CrylF (Figura 4.5A). Dos
10.289 transcritos expressos, 10.273 foram expressos no intestino de lagartas SUS e 10.132
no de RESiso, sendo que 154 transcritos ocorreram exclusivamente na linhagem SUS e 13 na
linhagem RES (Figura 4.5A). A andlise do numero de transcritos identificados apos a indugédo
dos insetos com a toxina CrylF indicou a supressao da expressdo de alguns transcritos em
ambas as linhagens suscetivel e resistente, visto que 9.989 transcritos foram identificados no
intestino de lagartas suscetiveis induzidas (SUS-CrylF) e 10.086 no de lagartas resistentes
induzidas (RES-CrylF), uma redugcdo de 284 e 46 transcritos, respectivamente, em
comparacdo as linhagens ndo-induzidas (Figura 4.5A, B). Lagartas SUS-CrylF e RESiso-
CrylF compartilharam 9.809 transcritos, sendo que a indugdo com a toxina CrylF aumentou

0 namero de transcritos com expressao exclusiva no intestina de lagartas da linhagem SUS
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(180) e RESIso (277) quando em contato com a toxina CrylF (Figura 4.5B). A comparacéao
da expressao génica dentro das linhagens demonstrou que a exposicdo de lagartas da linhagem
SUS a toxina CrylF ndo induziu a expressao de nenhum gene que ja ndo estivesse sendo
expresso constitutivamente nas largatas ndo-induzidas, sendo que as mesmas compartilham a
expressao de 9.989 transcritos (Figura 4.5C). Adicionalmente, as lagartas SUS ndo-induzida
contaram com a expressao de 284 transcritos exclusivos que ndo foram observados quando as
mesmas foram induzidas com CrylF (Figura 4.5C). Lagartas da linhagem RESiso
compartilham a expressdo de 9.993 dos seus 10.132 (RESiso) e 10.086 (RESiso-CrylF)
transcritos identificados, resultando na expressdo de 139 transcritos exclusivamente no
intestino de lagartas RESiso e 93 no de lagartas Reiso-CrylF (Figura 4.5D).

SUS-CrylF RESigo-CrylF

sSUS RESizo

sSUs SUS-CryvlF RESiz0 RESigo-CrylF
[ D

9039

Figura 4.5 - Distribuigéo dos transcritos do transcritoma de novo de referéncia do intestino de
lagartas de S. frugiperda expressos em lagartas suscetiveis (SUS) e resistentes
(RES) a toxina CrylF, induzidas (SUS-CrylF e RESiso-CrylF) ou ndo (SUS e
RESIis0) com essa toxina. Transcritos expressos no intestino de lagartas (A) SUS
e RESiso; (B) SUS-CrylF e RESiso-CrylF; (C) SUS e SUS-CrylF; (D) RESiso
e RESiso-CrylF

Dos transcritos expressos no intestino de lagartas SUS e RESiso, 980 foram expressos
diferencialmente (teste t, p < 0,05; expressao relativa >2 ou -2<), sendo que a grande maioria

(870) deles sofreu reducdo nos niveis de expressdo em lagartas RESiso (Figuras 4.6A, 4.7A).
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A analise do nivel de expressdo entre linhagens suscetivel e resistente induzidas com a toxina
CrylF identificou 219 transcritos expressos diferencialmente, sendo que 69 (31,5%) deles
foram superexpressos na linhagem RESiso induzida com CrylF (Figuras 4.6B, 4.7B). Os
niveis de expressdo dos transcritos do intestino de lagartas suscetiveis quando expostas a
toxina CrylF sofreram forte alteragdo, sendo encontrados 732 transcritos expressos
diferencialmente, com a reducdo da expressdo de 481 deles em lagartas expostas a toxina
CrylF (Figuras 4.6C, 4.8A). Ao contrario do que fora observado na linhagem SUS, lagartas
resistentes RESiso apresentaram um baixo numero de transcritos expressos diferencialmente
em relacdo a lagartas expostas a toxina CrylF (RESiso-CrylF), sendo encontrados 95
transcritos expressos diferencialmente, sendo que, nesse caso, a exposi¢do a toxina CrylF

induziu ao aumento da expressdo da maioria dos transcritos expressos (Figuras 4.6D, 4.8B).
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Figura 4.6 - Distribuicdo da expressdo diferencial dos transcritos do transcritoma de novo de
referéncia do intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente
isogénica a toxina CrylF, induzidas ou ndo com essa toxina. Pontos azuis
representam transcritos com expressao génica diferencial significativa (teste t, p
<0,05; expressdo relativa >2 e -2<). Transcritos expressos no intestino de
lagartas (A) SUS e RESiso; (B) SUS-CrylF e RESiso-CrylF; (C) SUS e SUS-
CrylF; (D) RESiso e RESiso-CrylF
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Figura 4.7 - Distribuicdo comparativa da expressao diferencial dos transcritos do intestino de
linhagens de lagartas de S. frugiperda suscetivel (SUS) e resistente (RESiso) a
toxina CrylF, induzidas (SUS-CrylF e RESiso-CrylF) ou ndo (SUS e RESIso)
com essa toxina. A intensidade da cor reflete uma escala relativa da expresséo
génica. Cores mais proximas ao vermelho significam expressdo elevada,
enquanto que a mudanca para o verde indica a diminuicdo do nivel de expressdo

RESig0 SUS SUS-Cry1F  RESiso-CrylF

B

Os transcritos expressos diferencialmente foram agrupados em categorias que
refletissem moléculas que apresentariam alguma interacdo com a toxina, sendo entdo
formados os seguintes grupos: receptores de toxinas Cry, componente da membrana
peritrofica, atividade enzimatica (protedlise e detoxificagdo) e resposta imunologica (Tabela
4.1). Dos transcritos relacionados com a recepc¢do, processamento e inser¢do da toxina na
membrana intestinal, foi possivel verificar a reducdo de cerca de 7 vezes na expressdo de um
transcrito caderina (contig_1138) na linhagem RESiso quando comparada a expressao
observada em lagartas SUS. No entanto, outros transcritos de moléculas que também
interagem diretamente com toxinas Cry, como transportadores ABC: ABCb1 (contig_1026) e
ABCc2 (contig_3718) apresentaram superexpressao na linhagem RESiso (Tabela 4.1).

Transcritos relacionados com a composi¢do ou formacdo da membrana peritrofica,
apenas o0s transcritos indentificado como mucina intestinal 8 (contig_9) e qutina sintase b

(contig_1926), apresentaram superexpressao na linhagem RESiso (Tabela 4.1).
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Dos transcritos envolvidos com atividade proteolitica e detoxificagdo, a maioria foi
superexpressa na linhagem RESiso, como aqueles de carboxilpepitidase (contig_2291),
quimotripsinas (contig_1201, contig 35, contig_268), citocromo P450 (contig _2324) e
proteinas do tipo serino-proteases (contig 1001, contig_3707, contig_1984) (Tabela 4.1).
Apenas os transcritos identificados como sendo da familia CYP32la (contig 7478 e
contig_2354) e a serino-protease contig_1002, tiveram os niveis de expressdo reduzidos na
linhagem RESiso (Tabela 4.1)

Transcritos relacionados com a resposta imunolégica foram na sua maioria
subexpressos na linhagem RESiso (Tabela 4.1). Foi verificada a reducdo da expressdo génica
de anquirinas (contig_4988 — 5x; contig 7114 — 21x) na linhagem RESiso, quando
comparada a linhagem SUS. Transcritos da chaperona HSP81-1 (contigs 9975, 10064 e
10075) foram expressos exclusivamente na linhagem SUS (Tabela 4.1). O aumento da
expressdo génica ocorreu apenas em trés transcritos no intestino de lagartas resistente,
proteinas de choque térmico (HSPs) (contig_301, contig_1488) e de proteinas de resposta a
patogenos (REPAT) (contig_827) (Tabela 4.1).



103

Tabela 4.1 - Transcritos diferencialmente expressos no intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente a toxina CrylF, selecionados
devido ao seu envolvimento com processos ligados a resposta a intoxicagdo com toxinas Cry

(continua)

Contig p-valor E)r(slz?\izo RI%LPJ(f_SM EESK’IIiz Hit mais préximo

normalizado  normalizado
Receptores
contig_1138 0,01 -6,77 16,88 1,73 Caderina mutante
contig_3718 0,02 12,03 0,11 2,37 Transportador ABCc2
contig_1026 0,00 46,25 0,00 6,13 Transportador ABCb1
Componente da membrana peritréfica
contig_53 0,01 -8,93 26,15 2,61 Mucina intestinal 8
contig_7002 0,04 -3,51 6,04 1,47 Mucina intestinal
contig_9 0,04 3,28 53,16 149,43 Mucina intestinal 8
contig_1926 0,04 4,51 2,23 7,27 Quitina sintase b
Atividade proteolitica ou detoxificacao
contig_1002 0,04 -34,24 5,41 0,00 Proteina divergente de serino-protease
contig_2354 0,04 -4,29 5,96 0,99 CYP321a9
contig_7478 0,03 -4,29 6,02 0,95 CYP321a8
contig_2324 0,04 3,26 1,60 5,04 Citocromo P450
contig_35 0,01 4,34 9,88 38,43 Quimotripsina c9
contig_2291 0,05 4,40 1,19 4,33 Carboxilpeptidase 4
contig_234 0,03 5,07 1,48 5,43 CYP6aed7
contig_1984 0,01 5,06 5,16 24,67 Serino-protease 36
contig_3707 0,01 5,35 1,17 5,20 Divergiu de serino protease
contig_1201 0,01 5,97 0,81 4,10 Quimotripsina
contig_1106 0,01 6,05 3,05 16,73 Proteina semelhante a quimotripsina 2
contig_1001 0,00 6,05 9,25 48,55 Proteina divergente de serino-protease
contig_268 0,00 11,91 2,07 22,72 Proteina semelhante a quimotripsina 2
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Tabela 4.1 - Transcritos diferencialmente expressos no intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente a toxina Cry1F, selecionados devido ao

seu envolvimento com processos ligados a resposta a intoxicacdo com toxinas Cry

(conclusdo)

: Expressao SUS RESiso . . .

Contig p-valor relativa RPKM RPK_M Hit mais proximo
normalizado  normalizado

Resposta imunoldgica
contig_10013 0,00 -40,03 6,28 0,00 Chaperonina
contig_10122 0,00 -33,19 5,18 0,00 Chaperonina
contig_10027 0,01 -26,22 4,01 0,00 Chaperonina
contig_10064 0,01 -23,41 3,51 0,00 Proteina de resposta ao choque térmico 81-1
contig_10075 0,02 -21,56 3,33 0,00 Proteina de resposta ao choque térmico 81-1
contig_7114 0,01 -21,41 47,41 1,46 Anquirina unc44
contig_9975 0,02 -19,55 2,83 0,00 Proteina de resposta ao choque térmico 81-1
contig_10232 0,03 -18,58 2,66 0,00 Chaperonina
contig_10036 0,04 -14,13 2,32 0,04 Proteina antimicrobiana tipo gloverina
contig_9024 0,01 -13,87 4,82 0,12 Hdd1 imuno-relacionada
contig_9471 0,01 -6,21 6,67 0,68 Dominio de repeticdo anquirina
contig_4988 0,02 -5,31 5,79 0,66 Dominio de repeti¢do anquirina
contig_1488 0,02 4,67 1,73 6,36 Proteina de choque térmico pequena
contig_827 0,00 5,75 4,10 21,10 Proteina de resposta a patégenos (REPAT1)
contig_301 0,00 9,69 0,43 4,15 Proteina de resposta ao choque térmico 70
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A anélise comparativa do RNAseq entre as linhagens SUS e RESiso induzidas com a
toxina CrylF levou & identificacdo de transcritos expressos diferencialmente relacionados a
funcdo de receptor de toxina Cry (1), componentes de membrana peritréfica (1), atividade
proteolitica ou de detoxificacdo (10) e resposta imunoldgica (11) (Tabela 4.2). A comparacédo
da expressdo génica no intestino de insetos SUS e RESiso ap0ds a indugdo com toxina CrylF
indicou a supressdo da expressdo de transportadores dependentes de ATP do tipo ABC, o
transportador ABCb1 (contig_2437), na linhagem RESiso. Ndo foi verificada alteracdo na
expressao génica no intestino de lagartas SUS e RESiso apds inducdo com a toxina CrylF
para as demais proteinas descritas como receptores de inimeras toxinas Cry, como caderina,
aminopeptidase-n e fosfatase alcalina (Tabela 4.2). O componente da membrana peritrofica, a
mucina intestinal 8 (contig_53), também sofreu reducdo na expressdao em lagartas RESiso-
CrylF, quando comparadas as SUS-CrylF (Tabela 4.2). Dentre os 10 transcritos relacionados
a protedlise e detoxificacdo que foram expressos diferencialmente, apenas o contig_1002
apresentou superexpressao (70x) na linhagem SUS-CrylF se comparada a RESiso-CrylF
(Tabela 4.2). Dos 11 transcritos expressos diferencialmente nas lagartas SUS-CrylF e
RESiso-CrylF, a proteina de resposta ao choque térmico HSP70 (contig_184), duas
hidroxibutirato dehidrogenases (contigs 677 e 678) e uma lipase neutra (contig_2973) foram
superexpressas no intestino de RESiso-CrylF, enquanto os demais sofrem reducdo em sua
expressao. Os transcritos que sofreram maior redugdo na transcri¢cdo no intestino de lagartas
RESiso-CrylF quando comparados a lagartas SUS-CrylF foram a cobatoxina b (146x)
(contig 10153), a cecropina f2 (15x) (contig 6991) e a HSP81-1 (20x) (contig_10075)
(Tabela 4.2)



106

Tabela 4.2 - Transcritos diferencialmente expressos no intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel e resistente induzidas com a toxina Cry1F,
selecionados devido ao seu envolvimento com processos ligados a resposta a intoxicagdo com toxinas Cry

SUS-CrylF RESiso-CrylF
Contig p-valor  Expressdo relativa RPKM RPKM Hit mais préximo
normalizado normalizado

Receptor

contig_2437 0,00 -43,18 3,32 0,00 ABCbl

Componente da membrana peritréfica

contig_53 0,01 -10,59 5,50 0,69 Mucina intestinal 8

Atividade proteolitica ou detoxificagéo

contig_1002 0,01 -69,98 5,24 0,00 Proteina divergente de serino-protease
contig_5706 0,00 -7,88 5,38 0,87 CYP6ab14

contig_2737 0,01 -5,26 9,31 1,94 Serino protease 5

contig_4599 0,03 16,47 0,04 2,81 Precursor da serino protease semelhante a quimotripsina
contig_268 0,00 13,63 0,55 11,97 Proteina tipo quimotripsina 2
contig_1106 0,01 9,48 0,62 10,94 Proteina tipo quimotripsina 2
contig_327 0,02 8,12 0,25 3,60 Cyp6ab

contig_3675 0,04 7,07 0,18 2,01 Cyp321a7

contig_1527 0,00 6,45 2,99 20,45 Precursor da carboxipeptidase
contig_225 0,01 6,26 0,67 4,90 Tripsina t6

Resposta imunolégica

contig_10153 0,00 -146,37 11,07 0,00 Cobatoxina b

contig_10075 0,00 -19,78 2,04 0,04 Proteina de resposta ao choque térmico 81-1
contig_6991 0,02 -15,30 1,60 0,03 Cecropina f2

contig_5099 0,00 -12,35 11,45 1,13 Relacionada ao sistema imunol6gico hdd13
contig_10012 0,00 -7,98 5,65 0,65 REPATA40, partial
contig_3435 0,04 -7,64 3,18 0,32 REPATA46

contig_1352 0,05 -3,91 8,27 2,26 REPAT18

contig_678 0,05 3,57 2,30 11,87 Hidroxibutirato dehidrogenase
contig_184 0,05 4,96 2,21 19,95 Proteina de resposta ao choque térmico 70 cognato
contig_2973 0,02 7,01 1,61 19,67 Lipase neutra

contig_677 0,00 10,53 3,03 21,76 Hidroxibutirato dehidrogenase
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Figura 4.8 - Distribuicdo comparativa da expressdo diferencial dos transcritos dentro de cada
linhagem (suscetivel e resistente) de S. frugiperda induzida ou ndo com toxina
CrylF. A intensidade da cor reflete a expressao relativa do tratamento. Cores
mais proximas do vermelho significam expressdo elevada, enquanto que a

mudanca para o verde, até o mais claro, significa diminuicdo no nivel de
expresséao

Quando comparamos a resposta de lagartas SUS a inducdo com a toxina CrylF, foi
verificada a redugdo na expressdo proteinas relacionadas a funcdo de receptor de toxina Cry,
como a aminopeptidase n6 e a caderina. Proteinas ligadas & composicdo ou formagdo da
membrana peritrofica também foram afetadas pela exposicdo das lagartas SUS a toxina
CrylF, com a elevacdo da expressdo da quitina sintetase b (contig 1926) e reducdo na
expressao de seis transcritos relacionados a proteinas da membrana peritréfica, como mucinas
e peritrofinas, nas lagartas SUS induzidas com CrylF (Tabela 4.3). A atividade de transcricdo
de transcritos relacionados a atividade proteolitica ou de detoxificacdo predominada pela
reducdo da expressdo dos transcritos no intestino de lagartas SUS-Cry1F quando comparada a
de lagartas SUS, com a reducdo na expressao de 14 dos 19 transcritos identificados como
sendo expressos diferencialmente (Tabela 4.3). A inducdo de lagartas SUS com a toxina
CrylF levou ao aumento da expressdo génica da maioria dos transcritos expressos
diferencialmente relacionados ao sistema imunoldgico, como a cobatoxina b, a coronina, as
proteinas de resposta a patdgenos (REPAT) e vérias chaperoninas (HSP) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 - Transcritos diferencialmente expressos no intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel a toxina CrylF, induzidas ou ndo com
essa toxina, selecionados devido ao seu envolvimento com processos ligados a resposta a intoxicagdo com toxinas Cry

(continua)
, Expressao SUS SUS-CrylF .
Contig p-valor : RPKM RPKM Hit mais proximo
relativa . .
normalizado normalizado
Receptor
contig_7984 0,02 -13,46 3,47 0,07 Aminopeptidase n6
contig_1615 0,05 -4,74 12,63 1,07 Caderina mutante
Componente da membrana peritréfica
contig_6349 0,00 -9,05 6,16 0,24 Mucina 2 do intestino de inseto
contig_7002 0,04 -5,21 6,05 0,53 Mucina intestinal
contig_158 0,04 -4,46 22,99 2,43 Proteina de membrana peritrofina 1
contig_65 0,03 -4,46 86,53 9,60 Proteina de membrana peritrofina 2
contig_157 0,04 -4,31 199,51 24,13 Proteina de membrana peritrofina 3
contig_1926 0,00 7,11 2,24 7,39 Quitina sintase b
contig_989 0,03 4,32 2,60 5,92 Semelhante ao dominio da peritrofina 4
Atividade proteolitica ou detoxificagéo
contig_652 0,00 -34,22 1759,02 20,03 Serino acetiltransferase
contig_8300 0,05 -17,85 2,59 0,00 Glutationa-s-transferase 1
contig_4599 0,02 -16,80 3,97 0,04 Precursor da serino protease semelhanta a quimotripsina
contig_5384 0,02 -15,83 3,98 0,06 Citocromo P450
contig_1342 0,00 -12,27 169,44 6,86 Parte da subunidade do citocromo oxidase
contig_114 0,04 -11,64 241,40 8,19 Serino acetiltransferase
contig_4537 0,02 -10,26 2,81 0,08 CYP332al
contig_7010 0,04 -8,83 4,13 0,17 Glutationa-s-transferase epsilon 2
contig_4289 0,03 -7,63 3,59 0,17 Citocromo P450
contig_2929 0,02 -7,44 3,83 0,20 Citocromo P450
contig_5185 0,04 -6,39 5,66 0,38 CYP9a9
contig_327 0,05 -6,31 4,01 0,25 CYP6ab
contig_3383 0,04 -6,07 3,94 0,28 Serino hidroximetiltransferase
contig_3659 0,04 -5,29 4,47 0,38 CYP4g75

contig_1001 0,02 3,84 9,25 18,50 Proteina divergente de serino-protease
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Tabela 4.3 Transcritos diferencialmente expressos no intestino de lagartas de S. frugiperda suscetivel a toxina CrylF, induzidas ou ndo com essa
toxina, selecionados devido ao seu envolvimento com processos ligados a resposta a intoxicagdo com toxinas Cry

(conclusdo)

, Expressdo SUS SUS-CrylF .

Contig p-valor . RPKM RPKM Hit mais proximo
relativa . .
normalizado normalizado

contig_4474 0,03 4,07 3,05 5,76 Citocromo P450
contig_6901 0,02 4,65 3,05 6,50 CYP6abl4
contig_2036 0,01 4,81 3,31 8,40 Protease semelhante a tripsina
contig_10179 0,04 10,35 0,30 1,77 Serino acetiltransferase
Resposta Imunoldgica
contig_4331 0,04 -9,60 3,00 0,06 Proteina de resposta ao choque térmico 70
contig_1265 0,05 3,46 3,48 6,56 Proteina de resposta ao choque térmico 70 cognato 5
contig_1352 0,05 3,73 4,10 8,27 REPAT18
contig_1492 0,04 5,76 0,63 2,28 Lectina do tipo ¢
contig_7292 0,04 6,09 0,51 1,89 Coronina 6 isoforma x2
contig_10012 0,00 9,75 1,31 5,65 REPAT40
contig_5099 0,00 11,75 1,82 11,45 hdd13 imuno-relacionada
contig_10153 0,00 50,40 0,42 11,07 Cobatoxina b
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A indugdo de lagartas resistentes com a toxina Cry1F induziu pouca alterou a taxa de
expressdo génica no intestino das lagartas. Dentre as categorias de transcritos selecionados,
foram identificados apenas 10 transcritos expressos diferencialmente, sendo um relacionado a
morte celular, dois componentes da membrana peritrofica, seis com atividade proteolitica ou
de detoxificacdo e um relacionado a resposta imunoldgica (Tabela 4.4). Nenhum transcrito
relacionado como receptor de toxinas Cry, tais como caderina, APN, ALP e transportadores
ABC, teve alteracdo nos niveis de expressdo quando lagartas RES foram induzidas com
CrylF. Todos os transcritos, com excecdo dos transcritos representantes de componentes da
membrana peritréfica (contigs 1483 e 1602) (proteinas ligantes a quitina), de atividade
proteolitica ou detoxificacdo (contig_8693) e resposta imunoldgica (contig 59 — lipase-3-
pancreatica), apresentaram elevada transcricdo no RESiso-CrylF em comparacdo ao RESiso
(Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 - Transcritos diferencialmente expressos no intestino de lagartas de S. frugiperda resistente a toxina Cry1F, induzidas ou ndo com essa
toxina, selecionados devido ao seu envolvimento com processos ligados a resposta a intoxicagdo com toxinas Cry

_ Expressio RESiso RESiso-CrylF _ _ _
Contig p-valor ; RPKM RPKM Hit mais préximo
relativa . .
normalizado normalizado
Morte celular

contig_3762 0,05 -4,14 403,76 785,33 Culina isoformal
Componente da membrana peritrofica

contig_1602 0,04 -3,95 17,79 2,98 Proteina ligante a quitina

contig_1483 0,02 -3,87 21,09 4,43 Proteina ligante a quitina
Atividade proteolitica ou detoxificagdo

contig_8693 0,03 -6,54 2,21 0,17 CYP9a59

contig_430 0,02 16,33 1,20 9,29 Serino acetiltransferase

contig_9230 0,03 20,39 0,18 2,62 Serino acetiltransferase

contig_114 0,02 21,49 1,28 13,21 Serino acetiltransferase

contig_652 0,02 21,86 1,27 13,30 Serino acetiltransferase

contig_2317 0,01 28,84 0,96 12,99 Serino acetiltransferase

Resposta imunoldgica
contig_59 0,02 -5,32 12,74 1,60 Lipase 3 pancreatica
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4.4 Discussao

A andlise comparativa do transcritoma do intestino de linhagem suscetivel de S.
frugiperda e sua linhagem resistente isogénica correspondente, induzidas ou ndo com a toxina
CrylF, baseando-se nos mecanismos de acdo propostos para acdo de toxinas Cry (ZHANG et
al. 2006; BRAVO; SOBERON, 2008), auxiliou na elucidacio dos mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF. Os resultados obtidos
demonstraram alteracdes nos niveis de expressdao em diferentes vias ja relacionadas com a
resisténcia de insetos-praga as toxinas Cry (PARK et al.; 2010; CONTRERAS et al.; 2013;
NAVARRO-CERRILLO et al.; 2013; YAO et al.; 2014; AYRA-PRADO et al.; 2015).

Dentre os possiveis mecanismos de resisténcia ja descritos, identificamos alteracfes na
expressdo dos receptores de toxinas Cry, componentes da membrana peritrofica e atividade
enzimatica (proteo6lise e detoxificacdo). Sdo inimeros os relatos de mecanismos de resisténcia
associados a diminuicdo da ativacao das toxinas Cry devido a reducdo dos niveis/atividade de
enzimas proteoliticas necessérias ao processamento da protoxina (RODRIGUEZ-CABRERA
et al., 2010; CANCINO-RODEZNO et al., 2012; YAO et al., 2012; LIU et al., 2014). Mesmo
para casos em que as toxinas Cry ja sdo fornecidas em sua forma ativada, como é o caso da
toxina CrylF nesse estudo, proteinases do intestino médio de lagartas podem degradar essas
toxinas, tornando o0s insetos tolerantes ou resistentes as mesmas (LOSEVA et al., 2002; BAH
et al., 2004), incluindo espécies do género Spodoptera, como S. frugiperda (RAHMAN et al.,
2012) e S. exigua (MA et al., 2013). A anélise comparativa do transcritoma realizada indicou
a maior expressdo de quimotripsinas, tripsinas e serino-proteases no intestino de lagartas
RESiso em relacdo ao de lagartas SUS, enzimas essas que sdo ativadas em resposta a
intoxicagdo por CrylF, visto que a expressdo das mesmas foi elevada em ambas as linhagens
SUS e RESiso quando alimentadas com CrylF. Porém, as diferencas na expressdo entre
RESiso e RESiso induzida ndo foram significativas, demonstrando que a linhagem resistente
apresenta expressao constitutiva adequada em resposta a intoxicagdo com CrylF quando
comparada a lagarta SUS.

As alteracdes no padrdo de expressdo de proteinas da membrana peritrofica também
podem ser diretamente relacionadas a resisténcia a toxina CrylF observada em S. frugiperda,
visto o papel da membrana peritréfica (MP) na protecdo do epitélio intestinal (ADANG;
SPENCE, 1983; HAYAKAWA et al., 2004), sendo as mucinas, peritrofinas e quitina
importantes componentes da MP de S. frugiperda (HEGEDUS et al, 2009; TOPRAK et al,

2010). Além disso, esses componentes da membrana peritrofica formam complexos com
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patdégenos e macromoléculas toxicas (BOLOGNESI et al., 2008), incluindo toxinas Cry, que
teriam sua disponibilidade reduzida para ligacdo ao epitélio intestinal devido a sua retencao
pela membrana peritrofica (BRAVO et al., 1992; HAYAKAWA et al, 2004; REES et al.,
2009; VALAITIS; PODGWAITE 2013; FENG et al., 2015). Adicionalmente, a regulacdo
negativa de quitinase e a regulagéo positiva de quitina-sintase e glicosamina-frutose-6-fosfato
aminotransferase (GFAT) foram descritas como mecanismo de defesa a intoxicacdo de
lagartas de Ostrinia nubilalis com CrylAb (YAO et al., 2014). Dos transcritos de mucina
identificados no transcritoma de referéncia de S. frugiperda, apenas um (contig_9) foi
superexpresso na linhagem RESiso, que também apresentou maior expressao de quitina
sintase em relacdo a linhagem SUS. Quando induzidas com a toxina CrylF, ndo foi verificada
alteracdo na expressdo desses transcritos entre SUS e RESiso. Além disso, esses transcritos
sofreram regulacdo na SUS apds inducdo com CrylF, mas ndo na RESiso, indicando, mais
uma vez, que os niveis de transcricdo de genes importantes ao processo de defesa contra a
intoxicagdo por CrylF j& sdo constitutivamente expressos em niveis adequados na linhagem
RESiso.

Uma vez vencida a barreira da membrana peritrofica, as toxinas devem se ligar a
receptores de membrana para induzir alteracdes no epitélio intestinal para o desenvolvimento
da patologia. Alteracdoes nos niveis de expressao dos receptores de proteinas Cry (HECKEL,
2012; PARDO-LOPEZ et al., 2013; BRAVO et al., 2015), como as aminopeptidases (APN),
fosfatase alcalinas (ALP), caderinas (CAD) e os transportadores ABC, também sdo comuns
em casos de resisténcia a essas toxinas (YANG et al., 2011; TIEWSIRI; WANG, 2011,
JURAT-FUENTES et al., 2011; GONG et al., 2015). Lagartas de S. frugiperda resistentes a
toxina CrylF apresentaram menor expressdo da caderina (contig_1138) em relagdo as lagartas
SUS, sendo também inibida a expressdo do transportador ABCbl (contig_2437), quando
comparados 0s niveis de expressdo apds a intoxicacdo com CrylF. Nao foi observada
alteracdo desses transcritos na linhagem RESiso quando exposta a toxina CrylF. Esses
resultados demonstram que a reducdo na expressao do gene de caderina € um mecanismo
inato de resisténcia na linhagem RESiso, enquanto a linhagem suscetivel busca regular a
transcrigdo desse gene em resposta a intoxicagdo, como tentativa de diminuir a formagéo de
poros ou a transducdo do sinal intracelular que levaria & inducéo do processo de morte celular.

Inimeros trabalhos com o género Spodoptera tém demonstrado a relacdo dos niveis
reduzidos de APN e ALP com a resisténcia a diversas toxinas Cry (HERRERO et al., 2005;
GONG et al., 2015), mas nossos estudos de expressao diferencial entre as linhagens aqui

estudadas ndo indicaram a regulacdo dos niveis de transcricio de APN e ALP como
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mecanismo de resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF, apesar de notarmos regulacéo
negativa da aminopeptidase n6 (contig_7984) em resposta a intoxicagdo com Cry1F.

Os transportadores ABC também sdo relatados como receptores de toxinas Cry, sendo
proposto que este transportador se ligue as proteinas Cry oligomerizadas auxiliando a insercéo
desse oligbmero na membrana (HECKEL, 2012). Porém, ainda ndo esta claro o papel exato
desses transportadores no modo de acdo de toxinas Cry. Contudo, é evidente a participacdo
dos transportadores ABC no mecanismo de resisténcia em diferentes lepidopteros-praga
(GAHAN et al., 2010; BAXTER et al., 2011; ATSUMI et al., 2012; HECKEL, 2012). Além
da resisténcia decorrente de mutaces, a subexpressdo dos transportadores ABC também esta
associada a resisténcia a toxinas Cry (LEI et al., 2014; PARK et al., 2014; GUO et al., 2015a).
Sdo diversos os transportadores ABC relacionadas a resisténcia a toxinas Cry (LEI et al.,
2014; PARK et al., 2014; GUO et al., 2015a,b), havendo casos em que diferentes
transportadores estdo relacionados a resisténcia de uma mesma espécie & uma mesma toxina
(GUO et al., 2015a,b).

A andlise do transcritoma das linhagens suscetivel e resistente isogénica de S.
frugiperda a toxina CrylF identificou diferencas nos niveis de expressdo de transportadores
ABCc2 e ABCb1 (contig_3718 e contig_1026), sendo os dois superexpressos na linhagem
RESIiso, enquanto outro transportador ABCb1 (contig_2437) sofreu regulacdo negativa na
linhagem RESiso apds exposicdo a toxina CrylF. Assim, a participacdo desses
transportadores ABC na resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF é inconclusiva,
especialmente pelo fato de que analises do transcritoma da linhagem resistente selecionada
em laboratério apresentou reducdo significativa nos niveis de expressdo do transportador
ABCQg5 (ver Capitulo 4), em concordancia com os relatos de GUO et al. (2015b).

A andlise de expressdo génica diferencial de S. frugiperda suscetivel e resistente a
toxina CrylF demonstrou diferencas significativas nos transcritos relacionados com
detoxificacdo e resposta imunoldgica. Diversos trabalhos tem demonstrado alteracfes da
expressao dessas vias em linhagens de insetos-praga resistentes as toxinas Cry (CANDAS et
al., 2003; GUNNING et al., 2005; VELLECHIRAMMAL et al., 2015; ZHU et al., 2015).
Com relagéo aos processos de detoxificagdo, Cancino-Rodezno et al. (2012) demonstraram a
presenca de niveis elevados de transcritos relacionados a citocromo P450 em Aedes aegypti
(Linnaeus) (Diptera: Culicidae) apos o tratamento com CrylAa. Em relacdo as GST, que
participam da fase Il do processo de detoxificacdo (JAKOBY; ZIEGLER, 1990), foi
verificado o aumento de 2,5 vezes na expressdéo de GSTs em populagdes de Plodia

interpunctella (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae) resistentes a toxina CrylAb (CANDAS et
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al., 2003). Nossos resultados demonstraram grupos de CYP450 que foram regulados negativa
ou positivamente na linhagem RESiso, dependendo da familia & qual a enzima pertence,
sendo Cyp6aed7 (contig_234) superexpressa na linhagem RESiso. Essa familia de CYP
apresenta expressdo tecido especifico, sendo dois outros membros (Cyp6ae43 e Cyp6aed4)
ativados em S. frugiperda em resposta a intoxicagdo por aleloquimicos e inseticidas
(GIRAUDO et al.,2015). CYP450s, incluindo a familia Cyp6ae, sdo constantemente relatadas
em processos de detoxificacdo de inseticidas (PERRY; BATTERHAM; DABORN, 2011;
NASCIMENTO et al., 2015) e apesar de inumeros trabalhos apresentarem superexpressao de
diferentes familias de CYP450 em linhagens de insetos resistente e/ou intoxicados por toxinas
Cry, ainda ndo se sabe a fungéo dessas enzimas no mecanismo de resisténcia ou detoxificacéo
de toxinas Cry (VAN MUNSTER et al., 2007; CANCINO-RODEZNO et al., 2012;
VELLECHIRAMMAL et al., 2015; CANTON et al., 2015; ZHU et al., 2015). Ha autores que
sugerem que a expressao elevada de CYP450 em insetos resistentes a toxinas Cry seja
decorrente da existéncia de processo de selec¢do a inseticidas organicos, assim como proposto
para a linhagem de S. frugiperda de Porto Rico resistente a CrylF e organofosforados (ZHU
et al., 2015). Assim, a participacdo dessas enzimas no processo de defesa contra a intoxicacao
por toxinas Cry deve ainda ser melhro investigada .

A expressdo diferencial dos transcritos envolvidos na resposta imunoldgica foram
bastante variados, com inumeros transcritos ligados a resposta a patdgenos e, em alguns
casos, com comprovada participacdo na resposta as toxinas Cry (HUFFMAN et al., 2004;
LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; CONTRERAS et al, 2015), como peptideos
antimicrobianos e proteinas de resposta a patdgenos, que foram alvo de regulacdo positiva ou
negativa. A maioria dos transcritos dentro da categoria de resposta imunoldgica foram
superexpressos na linhagem RESiso se comparados a SUS, sendo a sua transcri¢do inalterada
na linhagem RESiso ap6s inducdo com CrylF, indicando, novamente, niveis adequados de
transcri¢ao constitutiva.

No geral, foi evidente a existéncia de expressao constitutiva no intestino de lagartas
resistentes para varios dos transcritos envolvidos no processo de resposta a intoxicacdo com
CrylF, indicando que os individuos RESiso ja apresentavam taxas de expressdo génica
adequadas ao processo de intoxicacdo com toxina CrylF. Isso foi confirmado pelo fato de que
as alteracOes na taxa de expressdo génica de lagartas resistentes expostas a toxina Cry 1F em
relacdo a lagarta resistente foi muito pequena se comparada a alteracdo na expressdo génica
guando lagartas suscetiveis foram comparadas as lagartas suscetiveis expostas as toxinas

CrylF. Esse fato indica que lagartas resistentes sofreram selecdo para se manterem
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precondicionadas fisiologicamente (“physiological priming”) a responderem ao processo de
intoxicacdo com a toxina CrylF, pela manutencdo de niveis adequados de transcri¢do de
genes relacionados ao processo de defesa/detoxificacdo a essa fonte de estresse, e de que 0s
mecanismos reguladores da expressdo génica adequada em resposta a essa fonte de estresse
foi herdada da geracdo parental.

Precondicionamento fisiolégico é uma resposta comum a diversos organismos em
defesa a inumeras fontes de estresse (ROMERO 2004; SCHMID-HEMPEL, 2005;
BECKERS; CONRATH, 2007; GAMIR et al., 2014), sendo o precondicionamento
imunologico em insetos um exemplo. Assim como observado em nossos dados, O
precondicionamento imunoldgico pode ocorrer transgeracionalmente, apesar dessa capacidade
poder ser influenciada por inimeros fatores (FREITAK et al., 2009; MOREAU et al., 2012).
Ha varios relatos de que a capacidade de resposta de insetos a patdgenos pode ser melhorada
pelo precondicionamento da expressdo de genes de defesa pela geracdo parental (FISHER;
HAJEK, 2015; TRAUER-KIZILELMA; HILKER, 2015), assim como pela exposi¢cdo a
substancias toxicas em outros organismos (CANO et al., 1991; PHILIP et al., 2006). O
precondicionamento fisiologico pode levar também a respostas adaptativas do organismo,
como aquelas demonstradas pelos mecanismos de raparo de tecidos em ratos submetidos a
exposicoes repetidas a percloroetileno (PHILIP el al., 2007).

Além do precondiciomento fisioldgico que pode ocorrer pela exposicao a patdgenos e
toxinas, assim como discutido anteriormente, a microbiota associada ao trato digestivo esta
intimamente associada a regulacdo da fisiologia do organismo hospedeiro, influenciando
varios aspectos de seu desenvolvimento e aptiddo bioldgica (CLARKE et al., 2014). Ainda,
membros da microbiota intestinal de S. frugiperda foram relacionados a sensibilidade do
inseto a inseticidas (ALMEIDA, 2013), assim como 0 aumento na densidade da microbiota
intestinal foi demonstrado produzir um efeito de precondicionamento fisiolégico em S. exigua
e T. castaneum, aumentando a tolerancia desse inseto a infeccdes por Bacillus thuringiensis
(HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2010; FUTO et al., 2015). Entretando, dados recentes
demonstraram que a selecdo de lagartas de Galleria mellonella resistentes a infec¢des por B.
thuringiensis apresentaram drastica reducdo da microbiota intestinal, mas uma variedade de
adaptagdes imuno-fisioldgicas permitiram a evolucdo da resisténcia a esse agente patogénico,
sem a existéncia de qualquer custo adaptativo associado (DUBOVSKIY et al., 2016). A
associacdo com bactérias que sdo transferidas verticalmente, como algumas daquelas

associadas ao trato digestivo de S. frugiperda relacionadas a menor sensibilidade a inseticidas
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organicos (ALMEIDA, 2013), tem a capacidade de induzir o precondicionamento
imunoldégico transgeracionalmente (FREITAK et al., 2014).

Apesar das evidéncias de que a exposicdo a toxinas e bactérias pode levar ao
precondicionamento fisiologico e induzir a tolerancia a essas fontes de estresse pela regulacéo
dos niveis de transcricdo génica do organismo, sendo inclusive possivel a contribuicdo
parental dessas informac@es a geracdo filial, ainda ndo dispomos de informacGes conclusivas
da atuacdo de toxinas Cry como moléculas indutoras do precondicionamento
fisioldégico/imunoldgico em insetos, sendo ainda necessario a conducdo de estudos adicionais

a esse respeito.

4.5 Conclusdo

¢ As linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel e resistente isogénica a toxina CrylF
diferem no seu padrdo de expressao génica;

e Lagartas da linhagem resistente isogénica apresentam superexpressdo constitutiva de genes
ligados & diferentes mecanismos de resisténcia;

e Fatores ligados a regulacdo dos niveis de expressdo génica adequados a resposta a toxina
CrylF em lagartas resistentes de S. frugiperda sdo transmitidos pela geragdo parental;

e A resisténcia de Spodoptera frugiperda a toxina CrylF se da pela regulagdo de um conjunto
de transcritos envolvidos na degradacdo enzimatica e detoxoficacdo da toxina, na ligacdo e
insercdo da toxina a membrana do epitélio intestinal € no mecanismo de resposta

imunoldgica.
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5 CARACTERIZACAO DO TRANSCRITO DO GENE CADERINA EM LINHAGENS
DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
SUSCETIVEL E RESISTENTES A TOXINA CrylF

Resumo

O modo de acdo de proteinas com atividade entomotdxica produzidas pela bactéria
Bacillus thuringiensis, principalmente o das 6-endotoxinas, também conhecidas por proteinas
do cristal ou proteinas Cry, tem sido amplamente estudado. Devido ao modo de agdo das
toxinas Cry ser um processo que ocorre em diversas etapas e depende da especificidade da
ligagdo com distintos receptores, qualquer alteragdo nos receptores de proteinas Cry pode
levar a evolucdo da resisténcia de insetos. O receptor caderina é tido como um dos mais
importantes no processo de intoxicacdo com toxinas Cry. A caracteriza¢do do transcrito do
gene caderina das linhagens suscetivel, resistente e resistente isogénica de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) revelou uma proteina composta por trés
dominios, um ectodominio formado por 11 dominios de repeticdo (CRs), seguido por uma
regido de membrana proximal (DMP), um dominio transmembrana (TM) e um dominio
intracelular (C-terminal). Foram verificadas diferencas na composicdo de aminodcidos da
proteina caderina predita entre as linhagens suscetivel e resistente a toxina CrylF nos
dominios de repeticdo CR5, CR6 e CR10 e no dominio C-terminal. Também foi verificado
que das mutacOes encontradas na linhagem resistente, apenas as mutacdes da regido C-
terminal foram fixadas na linhagem resistente isogénica. Dada a importancia de receptores de
caderina na interacdo com toxinas Cry, nossos resultados sugerem que as mutacoes
encontradas na linhagem resistente que se fixaram na linhagem isogénica podem estar ligadas
com a perda da capacidade de ligacdo da toxina CrylF com caderina e, consequentemente, ter
impedido a oligomerizacdo e a formacédo de poros no epitélio da membrana intestinal, sendo o
provavel mecanismo de resisténcia dessa linhagem a Cry1F.

Palavras-chave: Manejo da resisténcia; Mutagédo; Poros; Receptor

Abstract

The mode of action of proteins with entomotoxic activity produced by Bacillus
thuringiensis, mainly the d-endotoxin, also known as crystal or Cry proteins, has been widely
studied. The mode of action of Cry toxins requires different steps and it depends on the
binding specificity to distinct receptors. Thus, any changes in Cry proteins receptors can lead
to the evolution of insect resistance. Cadherin is one of such receptors, as it has been involved
in @ major step of the intoxication process with Cry toxins. Characterization of the cadherin
transcript from susceptible, resistant and isogenic resistant strains of Spodoptera frugieprda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) revealed a predicted protein containing three domains,
one ectodomain formed by 11 cadherin-repeated domains (RC), followed by a membrane-
proximal region (MPC), a transmembrane (TM) and an intracellular domain (C-terminal).
Cadherin from resistant insects differed from the susceptible at the repeated domains CR5,
CR6 and CR10 and the C-terminal domain. But only differences in the C-terminal region of
the cadherin from the resistant line were fixed in the resistant introgressed line (isogenic). Our
data demonstrate the resistant line carries mutations in the cadherin receptor that were
maintained in the resistant introgressed line, providing strong evidence that resistance of S.
frugiperda is due to target-site mutations of this receptor.
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5.1 Introducao

O modo de acdo de proteinas com atividade entomotdxica produzidas pela bactéria
Bacillus thuringiensis, principalmente o das 6-endotoxinas, também conhecidas por proteinas
do cristal ou proteinas Cry, tem sido amplamente estudado em Coleoptera, Diptera e
Lepidoptera (FERNANDEZ-LUNA et al., 2010; LIKITVIVATANAVONG et al., 2011;
OPPERT et al., 2012; ZHANG et al., 2012; CAMPAGNE et al., 2013; SPARKS et al., 2013;
CANTON et al., 2015; XIAO et al., 2014; TAY et al.,, 2015). A especificidade dessas
proteinas depende dos distintos receptores da superficie celular do epitélio intestinal do
meséntero dos insetos (ZHANG et al., 2006, BRAVO et al., 2011a; BRAVO et al., 2011b).
Devido ao modo de acdo das toxinas Cry ser um processo multipasso dependente da
especificidade da ligacdo com Vvarios receptores, qualquer alteragdo em uma dessas proteinas
ligantes as proteinas Cry pode levar a evolucdo da resisténcia de insetos (JURAT-FUENTES;
ADANG, 2007). A reducdo na ligacdo de toxinas Cry aos receptores do epitélio intestinal é o
mais comum e potente mecanismo de resisténcia de insetos a esse grupo de toxinas (FERRE;
VAN RIE, 2002; WU, 2004).

Ha& duas hipoteses concorrentes para explicar o modo de acdo das toxinas Cry
(ZHANG et al., 2006; BRAVO; SOBERON, 2008; BRAVO et al., 2015). Uma diz respeito a
formacdo de poros na membrana do epitélio intestinal (BRAVO; SOBERON, 2008),
enguanto a outra se baseia na transducéo de sinal intracelular e ativacdo do processo de morte
celular (ZHANG et al., 2006). O modelo que mais tem recebido aceitacdo e suporte na
literatura indica que o processo patoldgico pelo contato do epitélio intestinal de insetos com
proteinas Cry se da pela formacdo de poros na membrana do epitélio intestinal. Nesse caso, a
proteina Cry ativa se liga a um receptor de membrana intestinal do tipo caderina, o qual
facilita a remog&o da regido amino-terminal da toxina, incluindo a alfa hélice-1 e parte da alfa
hélice-2, e o processo de oligomerizacdo da toxina junto a superficie do epitélio intestinal
(GOMEZ et al., 2014). Uma vez oligomerizada, o oligdmero de proteinas Cry se liga a
proteinas ancoradas as microvilosidades do meséntero por ligacdes a glicosilfosfatidil-inositol
(GPI), atuando como receptores secundarios. As principais proteinas GPIl-ancoradas que
atuam nesse processo sdo as aminopeptidases-N e as fosfatases alcalinas. A ligagdo do
oligbmero de proteina Cry aos receptores secundarios leva a sua insercdo na membrana e a
subsequente formagdo de poros, resultando na morte do inseto (VADLAMUDI et al., 1995;
GOMEZ et al., 2002; PARDO-LOPEZ et al., 2006; BRAVO et al., 2007).
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A oligomerizacdo é um passo importante no mecanismo de acdo de toxinas Cry
(GOMEZ et al., 2002; PARDO-LOPEZ et al., 2006). Segundo Pardo-L6pez et al. (2006), a
toxina CrylAc interage com caderina induzindo o processamento proteolitico que resulta na
oligomerizacdo. O oligbmero formado possui maior afinidade com o0s receptores
subsequentes, como a aminopeptidase N (APN) e a fosfatase alcalina (ALP), e apresenta
maior toxicidade quando comparado aos monOmeros. Resultados similares foram
apresentados para a toxina CrylAb, demonstrando que o receptor caderina facilita a clivagem
da alfa hélice-1 do dominio I, permitindo a formacéo do oligdmero (GOMEZ et al., 2002).
Recentemente, foi demonstrado a toxina CrylA modificada pela remocéo de sua regido N-
terminal foi capaz de se oligomerizar na auséncia de caderina, sendo altamente toxica para as
larvas de S. frugiperda resistentes a toxina CrylF, demonstrando que a oligomerizacdo é um
processo importante na toxicidade da CrylF a S. frugiperda (MONNERAT et al., 2015).
Segundo esta autora, é possivel supor que o alelo resistente pode estar afetando uma molécula
receptora envolvida na oligomerizagdo de CrylF (MONNERAT et al.,, 2015). Toxinas
modificadas reverteram a resposta de resisténcia associada a mutacGes no gene de caderina
(SOBERON et al., 2007). A suscetibilidade & toxina CrylAb foi reduzida apds o
silenciamento do gene caderina com RNA de interferéncia em Manduca sexta (Linnaeus)
(Lepidoptera: Sphingidae).

Caderinas representam uma grande familia de proteinas transmembrana célcio-
dependentes, responsaveis por manter a integridade e a adesdo célula-célula em muitos
organismos (NOLLET; KOOLS; VAN ROY, 2000; ANGST; MARCOZZI; MAGEE, 2001).
Em insetos, esta proteina é composta por trés dominios, um ectodominio formado por 11 a 12
dominios de repeticdo caderina (CRs), seguido por uma regido de membrana proximal
(DMP), um dominio transmenbrana (TM) e um domino intracelular (C-terminal)
(VADLAMUDI et al., 1995; RAHMAN et al., 2012). Os dominios de repeti¢do caderina sdo
locais de interacdo com toxinas Cry, e qualquer alteracdo nesses dominios pode impedir a
ligacdo da proteina Cry com o receptor ou levar a ligacbes de baixa afinidade,
comprometendo a oligomerizagdo e, consequentemente, a formagéo de poros no epitélio do
intestino e toxicidade ao inseto (ZHANG et al., 2006; BRAVO et al., 2007; SOBERON et al.,
2009; PARDO-LOPEZ et al., 2012).

A resisténcia a toxinas Cry associadas a mutacdes em genes caderina demonstra a
importancia da caderina no modo de acdo dessas toxinas (GAHAN; GOULD; HECKEL,
2001; MORIN et al., 2003; JURAT-FUENTES et al., 2004; XU et al., 2005; SOBERON et
al., 2007; FABRICK et al., 2009). Mutacbes no gene caderina foram identificadas como as
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causas para a resisténcia em inimeros lepidopteros-pragas importantes, como Chloridea
virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), Pectinophora gossypiella (Saunders)
(Lepidoptera: Gelechiidae) e Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae),
resistentes a toxina CrylAc (FERRE; VAN RIE, 2002; HECKEL et al., 2007). A resisténcia a
CrylAc em P. gossypiella foi associada a delegdes nos trés alelos do gene de caderina
identificados (r1, r2, r3), como as dele¢fes de 24 nucleotideos (3386-3407 e 3413-3414) na
regido do dominio CR8 no alelo r1, de 202 nucleotideos (2415-2616) no alelo r2 e de 126
nucleotideos (3302-3427) no alelo r3, que resultaram na alteracdo da sequéncia de
aminoacidos da proteina codificada. O alelo r2 também apresentou o surgimento de um cédon
de parada prematuro no dominio de repeticdo CR6, dando origem a uma caderina truncada,
com apenas 805 aminoacidos (MORIN et al., 2003; FABRICK et al., 2011).

O sitio de ligacdo da toxina CrylAb a caderina de C. virescens esta localizado no
dominio de membrana proximal (posicdo na cadeia proteica: 1422-1440) (GAHAN;
GOULD;HECKEL, 2001). Mutagdes nesta regido resultaram na perda da ligacdo da toxina
CrylAb/CrylAc a caderina, sendo os aminoacidos leucina (L) (1425) e fenilalanina (F)
(1429) criticos para a ligacdo. A substituicdo de leucina por arginina no mutante L1425R de
C. virescens, também foi demonstrada como a responsavel pela diminuicdo da capacidade de
ligacdo a toxina CrylA (XIE et al., 2005).

A linhagem de laboratério de H. armigera resistente as toxinas CrylAc/CrylAa/
CrylAb apresentou cédon de parada prematuro no dominio de repeticdo CR3, resultando em
caderina truncada com 429 aminoacidos, a qual foi associada aos niveis elevados de
resisténcia a essas toxinas (CrylAc - 564x; CrylAa - 103x; CrylAb - >46x) (XU et al., 2005).
A resisténcia de H. armigera a toxina CrylAc também foi relacionada a delecdo de um
fragmento entre os éxons 8 e 25 do gene caderina, o que resultou na producdo de sequéncia
proteica de caderina truncada (YANG et al., 2006). Foram oito os alelos do gene caderina
identificados na linhagem resistente de H armigera, que apresentaram codon de parada
prematuro e que foram associados a resisténcia desse inseto a toxina CrylAc (ZHAO et al.,
2010).

A linhagem resistente de Ostrinia furnacalis Guenée (Lepidoptera: Crambidae) a
toxina CrylAc apresenta trés alelos mutantes de caderina (MPR-R1, MPR-R2, MPR-R3),
sendo que todos os alelos apresentaram trés substituicdes de aminoacidos na regido de
membrana proximal da caderina (MPR-1R — T1407A, T1457S e D1489N), (MPR-R2 —
D1381N, 11386T e T1457S) e (MPR-R3 — D1381N, 11386T e T1457S). O alelo MPR-R2

também apresentou delecdo de 26 aminoacidos (136-161) no dominio de membrana proximal,
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resultando na reducdo da ligacdo de CrylAc a caderina quando comparada a linhagem
suscetivel. Além da associagdo da resisténcia de O. furnacalis as mutagdes e delegdes nos
alelos descritos, foi verificado que a resisténcia desse inseto também esta ligada a reducao no
nivel de expressao génica da caderina (JIN et al., 2014).

A resisténcia de S. frugiperda a proteina CrylF expressa em milho Bt em Porto Rico
foi relatada apenas quatro anos apés a liberacdo comercial do produto, inviabilizando o uso
dessa tecnologia no controle da praga naquele pais (STORER et al., 2010). No Brasil, também
foi relatada a resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF para linhagens de laboratorio e
campo (FARIAS et al., 2014). Recentemente, foi relatada a resisténcia de S. frugiperda a
toxina CrylAb no Brasil (OMOTO et al.,, 2016). Contudo, pouco se sabe sobre o0s
mecanismos moleculares da resisténcia dessa espécie as toxinas CrylF e CrylAb.

Dada a importancia de receptores caderina na interacdo com toxinas Cry, a sua
participacdo em diversos casos de resisténcia de insetos a toxinas CrylA e ao fato dessa
toxina compartilhar sitio de ligacdo no epitélio do intestino médio com CrylF em pelo menos
duas espécies de lepidopteros-pragas, incluindo S. frugiperda (HERNANDEZ-RODRIGEZ
et al., 2013), esse trabalho teve por objetivo caracterizar o transcrito de caderina de S.
frugiperda em linhagem suscetivel, linhagem de laboratério resistente selecionada por F2
screening (FARIAS et al.,, 2014) e linhagem resistente a toxina CrylF produzida por
introgressdo (HORIKOSHI et al., 2015), para verificar a existéncia de mutagdes no transcrito
caderina e diferencas nos niveis de expressdo entre linhagens suscetivel e resistentes que
possam explicar a reducdo observada na eficiéncia dessa toxina a populacdes desse inseto no

Brasil.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Linhagens de Spodoptera frugiperda

A caracterizagdo completa do transcrito da caderina foi realizada em trés linhagens de
S. frugiperda, sendo uma linhagem suscetivel de referéncia (SUS), uma linhagem resistente a
toxina CrylF (RES) produzida por selecdo direcionada em laboratorio (FARIAS et al., 2014)
e uma linhagem resistente isogénica (RESiso), produzida via introgressao por cruzamentos
sucessivos entre as linhagens SUS e RES (HORIKOSHI et al., 2015).

A populacdo suscetivel foi obtida junto & EMBRAPA Sete Lagoas, MG em 1995, e
tem sido mantida na auséncia de pressao de selecdo e sem a introducdo de individuos de

campo. A populacéo resistente foi coletada em Barreiras, BA em areas comerciais de milho
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Bt (evento TC1507) expressando a toxina CrylF. Essa populagdo passou por processo de
selecdo direcionada em condicGes de laboratério, levando a producéo de linhagem com razao
de resisténcia a CrylF superior a 5.524 vezes (FARIAS et al., 2014).

Ambas as populagdes resistentes (RES e RESiso) foram mantidas sob pressdo de
selecdo com a toxina CrylF no laboratdrio de Resisténcia de Artropodes a Téaticas de Controle
(ESALQ-USP). Todas as linhagens foram criadas em dieta artificial & base de feijdo, germe
de trigo e levedura (KASTEN Jr. et al., 1978), e mantidas em condi¢des controladas de
laboratdrio (25+1°C, 70£10% UR, fotofase de 14 h).

5.2.2 Caracterizacao do cDNA da caderina de linhagens SUS, RES e RESIso
5.2.2.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total do intestino de lagartas de S. frugiperda foi extraido utilizando o
reagente Trizol (Life Technologies), seguindo as instrucdes do fabricante. Cerca de 1 ug do
RNA total obtido foi utilizado para a sintese de cDNA, utilizando o sistema comercial de
transcricdo reversa Standard Reverse Transcription (Promega), conforme as instru¢Ges do
fabricante. Resumidamente, cerca de 1 pug de RNA total foi misturado a 20 pM do iniciador
Oligo(dT)ys, contendo a sequéncia adaptadora 5'-GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT
AAC GGC ATG ACA GTG(T)1s-3', em volume final de 5 pL, incubado a 70°C por 5 min e,
na sequéncia, mantido a 4°C por 5 min. Apos esse periodo, foram adicionados tampdo da
reacdo (1x), 3 mM de MgCl,, 10 mM de cada dNTP, 20 U de Rnasin e 1 pL de transcritase
reversa ImProm-11™ Reverse (Promega), para reacdo em volume final de 20 pL. A reacéo foi
entdo incubada a 25°C por 5 min, seguida de incubacdo a 42°C por 60 min para a extensao da
fita simples de cDNA, seguida pela inativacdo da transcritase reversa a 70°C por 15 min. O

cDNA de fita simples obtido foi armazenado a -20°C para posterior utilizag&o.

5.2.2.2 Amplificagéo e sequenciamento do cDNA da caderina

A caracterizacdo completa dos transcritos de caderina das linhagens SUS, RES e
RESiso foi realizada apds amplificagdo e sequenciamento dos fragmentos obtidos. Foram
desenvolvidos conjuntos de iniciadores senso e antissenso (Tabela 5.1) a partir de sequéncia
de um contig obtido de um transcritoma de S. frugiperda (dados n&o-publicados) (Figura 5.1,
Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 - Conjunto de iniciadores utilizados para a amplificacdo de amplicons parciais do

transcrito caderina de linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel (SUS),
resistente (RES) e resistente isogénica (RESIso) a toxina CrylF

Anelamento Amplicon

Iniciadores Sequéncia (5°-3’) °C) (ob)
Sfcad98f AGCTGTAACATCACTAGAGAAGTG ¢ 922
Sfcad1020r TGCACAGCAAAGATCTCCAT

Sfcad856f ATTGGACGAAGGTGTATATGGT 54 1190
Sfcad2046r CTTCTACACTTGGACTGGAACGT

Sfcad1576f TCACCATAGGTACTAGAATCC 55 1144
Sfcad2720r TCAAGAGAGCACTTATCGCTG

Sfcad2305f TGACCATCGATTACGAGAAGT 57 678
Sfcad2983r GAAGAAGTTCTCCAGCCTGT

Sfcad2782f ATCGCGATAACCGATACGAAC 57 1001
Sfcad3783r CGTGAGCATTGCAGTGTTGTCA

Sfcad3380f ATGATCTCGATACCTGGAAATTCG ¢ 1197
Sfcad4577r CTAACGCGAGTCGATATCATGT

Sfcad4043f TCTACTACTCTATCGTTGATGGC 57 779
Sfcad4822r CTGAGTACTCAGTACGTCTCTGAT

Sfcad4423f TCGACATTAACTCTGCAACC 55 753
Sfcad5176r CAAGTCTTCGACATCCAGCA

Sfcad4822f CTGAGTACTCAGTACGTCTCTGAT 450

3’-Nested primer

GCTCACCATGGATGATGATATCGC

As reacOes de PCR foram padronizadas para um ciclo de desnaturacdo inicial a 94°

por 5 min, 35 ciclos compostos por 30 s de desnaturacdo a 94°C, 45 s com temperatura de

anelamento adequada para cada conjunto de iniciadores (Tabela 5.1), e extensdo final a 72°C

por 10 min. As reacdes de PCR foram preparadas em volume final de 25 L, contendo 5 ng
de cDNA fita simples, 1,5 mM de MgCl,, 1x PCR buffer, 200 uM de cada dNTP, 0,32 uM de

cada iniciador e 0,5U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen).



134

UTR S’ UTR 3’
Sfcad1020r
Sfcad98f Sfcad2046r
Sfcad856f Sfcad2720r
Sfcad1576f Sfcad2983r
Sfcad2305f Sfcad3783r
Sfcad2782f Sfcad4577r
Sfcad3380f Sfcad4822r
Sfcad4043f Sfcad5176r
o 3°Nested

Sfcad4423f
Sfcad4822f

Figura 5.1 - Esquema representativo da estratégia de amplificacéo do transcrito de caderina de
Spodoptera frugiperda, representando os iniciadores utilizados e a posi¢do dos
amplicons parciais produzidos

Os amplicons obtidos foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose a
2,0% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, em tampéao 1x TAE (40 mM Tris-acetato e 1
mM EDTA, pH 7,2), sob voltagem constante (100V), e visualizados em transiluminador UV.
Os amplicons foram purificados usando o produto comercial Montage® PCR Centrifugal
Filter Devices (Millipore) e enviados para sequenciamento bidirecional utilizando-se dos
conjuntos de iniciadores originalmente empregados nas reacdes de amplificacdo, bem como
de iniciadores internos para o completo sequenciamento bidirecional das amostras. O
sequenciamento foi realizado no Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC), ESALQ-USP,
em sequenciador automatico ABI (modelo 3730), utilizando o sistema BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing.

Os sequenciamentos obtidos foram analisados no programa FinchTV v. 1.4.0
(Geospiza Inc.) e as sequéncias deduzidas alinhadas com auxilio da ferramenta ClustalW no
programa Mega 5 (TAMURA et al., 2011). As sequéncias proteicas preditas de caderina de
linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda a toxina CrylF foram analisadas para a

deteccdo do peptideo sinal com o programa SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/). Os dominios de repeticédo extracelular, dominio transmembrana e dominio

intracelular foram detectados com o programa ISREC ProfileScan (http://hits.isb-sib.ch/cqi-

bin/PESCAN).

As sequéncias de aminodcidos das linhagens SUS, RES e RESiso foram alinhadas

com auxilio da ferramenta ClustalW no programa Mega 5 (TAMURA et al., 2011) contra
sequéncias proteicas de caderina descrita para outras espécies: Bombyx Mori Linnaeus
(Lepidoptera: Bombycidae) (BAA99406.1; BAA99405.1), C. virescens (AAK85198.1;
AAV80768.1), H. armigera (AEE44121.1; AEE44122.1), Lymantria dispar (Linnaeus)
(Lepidoptera: Lymantriidae) (AAL26896.1), Mythimna separata (Walker) (Lepidoptera:


http://www.cbs.dtu.dk/%20services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/%20services/SignalP/
http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN
http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN
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Noctuidae) (AE161920.1), M. sexta (AAM21151.1), O. furnacalis (ABS59299.1), Ostrinia
Nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Crambidae) (AAY44392.1), P. gossypiella (AIA80597.1;
AAP30715.1), Plutella xylostella (Linnaeus) (Lapidoptera: Plutellidae) (NP_001292423.1;
ABU41413.1), Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (AFH96949.1) e
Spodoptera Litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (AFJ04291.1), para comparacdo de
regides ja descritas como sitios de ligacdo da toxinas CrylA - g DIEIEIIDTNNg7,
1328IPLQTSILVVTVi339 € 1423GVLSLNFQ1430 (COATES et al., 2005; XIE et al., 2005;
CHEN et al., 2014).

5.2.3 Analises da expressdo génica diferencial do transcrito de caderina de S. frugiperda

suscetivel, resistente e resistente isogénica a proteina CrylF

A andlise da expressdo diferencial do transcrito de caderina entre as linhagens
suscetivel (SUS), resistente (RES) e resistente isogénica (RESiso) de S. frugiperda foi
realizada utilizando-se lagartas recém-mudadas para o quarto instar (0-24 h). As lagartas
foram submetidas a dissecacdo em solugdo de RNALater refrigerada em condi¢des assépticas,
para a coleta do intestino médio. O intestino coletado foi rapidamente transferido para tubo
contendo solugdo nova de RNALater e armazenado a -80°C para posterior extracdo do RNA
total. Os intestinos foram submetidos a extracdo do RNA total, assim como descrito
anteriormente.

Para a analise da expressao génica diferencial do gene de caderina para as diferentes
amostras estudadas por PCR quantitativo (qPCR) foram utilizados os iniciadores
Sfcad1348qRTf (5°-CGC TCA GTA CGA CGT TCA CTT AGA-3’) e Sfcad1448qRTr (5°-
GGT GAA AGA CTG GGC CTG GTA-3’), selecionados com auxilio do programa Primer
Express® versdo 3.0.1 (Life Technologies©).

A sintese de cDNA foi realizada utilizando 1 pg do RNA total de lagartas das
linhagens SUS, RES e RESiso, obtidas assim como descrito anteriormente. Para a reagéo de
transcri¢do reversa foi utilizado o sistema comercial ImProm-11(TM) Reverse Transcription
System (Promega®©), de acordo com as especificacdes do fabricante. A reacdo de qPCR foi
composta de 0,4 pug de cDNA, 12,5 uL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix®
(Thermo Scientific©), 0,6 UM de cada um dos iniciadores e 10,3 pL de agua, em reacdo com
volume final de 25 pL.

As reacdes de qPCR foram realizadas utilizando-se da plataforma ViiA™ 7 Real Time
PCR System (Applied Biosystems®, Life Technologies®). As condicdes de termociclagem
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utilizadas foram de 2 min a 50°C, 10 min para desnaturagéo inicial a 95°C, 35 ciclos a 95°C
por 15 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s. As curvas de dissociagdo foram analisadas para
verificar a especificidade dos iniciadores utilizados na amplificacdo do alvo. A normalizacéo
da amplificacdo foi feita utilizando o gene da proteina ribossomal 30S (30S rRNA) como
referéncia PR30sF (5’-CAC CCT CGG TGT TAG ACG TT-3") e PR30sR (5°-CCA CCG
GGA AAG TGA TAC TGT-3") (SOUZA, 2013). O delineamento experimental utilizado foli
inteiramente casualizado, composto por trés tratamentos (suscetivel, resistente e resistente
isogénica), contendo trés repeticbes bioldgicas (composta por 5 lagartas cada), sendo que cada
repeticao bioldgica foi analisada em triplicata técnica. A comparacao da expressdo relativa de
cada gene foi realizada pelo método AAc: (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

5.3 Resultados
5.3.1 Caracterizacgdo do transcrito de caderina nas linhagens de S. frugiperda suscetivel e

resistentes a CrylF

Os transcritos de caderina isolados de linhagens SUS, RES e RESiso de S. frugiperda
possuem 5.235 pb, que codificam por proteina predita de 1.734 aminoacidos. As proteinas
codificadas pelos transcritos caracterizados compartilharam 99% de similaridade, sendo
compostas por peptideo sinal de 22 aminoacidos, ectodominio composto por 11 dominios de
repeticdo caderina (CRs), seguido pelos dominios de membrana proximal (DMP),
transmembrana (TM) e C-terminal (Figura 5.2).

As sequéncias de aminodacidos de regides da caderina descritas como sitios de ligagédo
a toxinas CrylA, como os CR7, CR11, DMP (COATES et al., 2005; XIE et al., 2005; CHEN
et al., 2014), e a CrylF, como porcdo da regido CR10 até parte da DMP (RAHMAN et al.,
2012), foram similares entre as trés linhagens de S. frugiperda analisadas (Figura 5.2). A
sequéncia gs1DIEIEIIDTNNg7; descrita em O. nubilais (COATES et al., 2005) é homdloga a
regido de CR7 das linhagens analisadas nesse trabalho e possuem o0s aminoacidos ge:l, gsal,
sesl € 8ssDTNNgzy conservados em diferentes espécies (Figura 5.3). Ja a sequéncia
1328IPLQTSILVVTV1339, localizada no dominio CR11 de O. nubilais (COATES et al., 2005),
foi homdloga a das linhagens de S. frugiperda, todas apresentando conservacdo dos
aminoacidos i133ol, 1333S, 1335k, 1337V € 1338T (Figura 5.3). Porém, a maioria das espécies
apresenta conservagdo apenas dos aminoacidos i13ssL, 1337V € 1338T. A regido localizada nos
dominios CR12/DMP (1423GVLSLNFQ1430) de C. virescens também foi descrita como regido
de ligacdo para as toxinas CrylA (XIE et al, 2005). Quatro dos oito residuos que compdem
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essa regido apresentaram variacdo, sendo eles os residuos 1426 (S/T/I1), 1428 (N/K/R), 1429
(F/IM/1) e 1430 (Q/K). Entre esses, 0s residuos i1429F € 1430Q sd0 considerados sitios
importantes para a ligacdo da proteina CrylAc (XIE et al., 2005), mas todos idénticos entre as
linhagens de S. frugiperda estudadas (Figura 5.3).

As sequéncias proteicas das linhagens SUS e RESiso de S. frugiperda foram idénticas
a regido da caderina descrita como sitio de ligacdo para a proteina CrylF nesse inseto (CR10
até parte da DMP) (RAHMAN et al., 2012), sendo encontrada uma Unica mutacdo na
linhagem RES, localizada no CR10, com o0 aminoacido 1210S sendo substituido por 1210T na

linhagem RESiso (Figura 5.2).
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Figura 5.2 - Sequéncia de aminoacidos da caderina da linhagem de S. frugiperda suscetivel a toxina CrylF. Peptideo sinal (sublinhado duplo),
dominios de repeticdo (CR) em cinza, dominio de membrana proximal (DMP) em verde, regido transmembrana (TM) em laranja e
regido intracelular (C-terminal) em roxo. As setas indicam inicio e fim de cada dominio. Em azul, regides da caderina indicadas
como sitios de ligacdo as toxinas CrylA descritas em outras espécies. A sequéncia sublinhada marca a regido descrita como sitio de
ligacdo a toxina CrylF em S. frugiperda. Residuos da suscetivel que diferem da linhagem resistente a toxina Cry1F estdo marcados
com*
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A mort (BAASMO06.1) QVVIQIIDTNN NAMPSSLL-TVTI GVISLNFQ
5 mort {BAA9MO05.1) QVVIQIIDTNN AVLQASTL-TVTYV GVLTLNFQ
O viresoens (AAKS5198.1) DITIHITDTNN IPLQTSIL-VVTYV GVLSLNMQ
. armigera (AEEA4121.1) EITIHITDTNN NALPSNTL-TVTYV GVLTLNIQ
H. amugera (AEE44122.1) EITIHITDTNN TDNPTNVL-TVTYV GVLTLNMQ
. virescens (AAVS0768.1) EITIHITDTNN IPLPASIL-TVTYV GVLTLKIK
L dispar (AAL26896.1) LISIYIIDTNN IPLPGSLL-TVTY GVLILRIQ
AL zeparata (AEI61920.1) DLTIQILDTNN AVLQASTLNTVTYV GVLSLNFQ
M 7 (AAM21151.1) NITIHITDTNN AVLQASTL-TVTV GVLSLNFQ
O, fumacaliz (ABS859299.1) DIEIEIIDTNN NAPSASTV-TVTYV GLVVLRTIQ
O, nubilalis (AAY44392.1) DIEIEIIDTNN TAMPSSQL-TVTI1I GVLSLNFQ
P. gossypiella (ATAS0597.1) DNVINIVDINN AVLQASTL-TVTYV GVLTLNFQ
F. gessypieila (AAP307135.1) DNVINIVDINN IPLPGSLL-TVTYV GVLILRTITQ
P.xylostella (NP 001292423.1) N I TIAITDTNN IPLQTSIL-VVTY GVLSLNMQ
P, xylostelia (ABU41413.1) NITIAITDTNN TDNPTNVL-TVTYV GVLTLEK I K
SUS (AFH96949.1) ETAIQITDTNN ERALTETYLo-"TT TN GVLTLNIQ
& litura (AFJ04291.1) EITIAIEITDTNN I'ALTSTT««<TTT¥Y GVLTLNTIQ
8. frugiperda RES EITAIAITDTNN STLSSSLL-TVTI GVISLNVFQ
8. frugiperda RESiso ETAITAITDTNN STLSSSLL rvri GVISLNFQ
& frugiperda SUS ETAIAITDTNN STLSSSLL-TVTI GVISLNFQ

Figura 5.3 - Alinhamento de regides da caderina descritas como sitios de ligacdo a toxinas
CrylA em diferentes espécies de lepidopteros. Em negrito linhagens resistentes a
toxinas CrylA e/ou CrylF. (-) indica a existéncia de um gap

A sequéncia nucleotidica da linhagem SUS apresentou 31 pontos polimérficos, sendo

3 de primeira, 2 de segunda e 26 de terceira base do codon. As linhagens resistentes RES e

RESiso apresentaram 34 e 28 pontos polimorficos, respectivamente, sendo que a RES

apresentou 5, 4 e 25 sitios polimorficos na primeira, segunda e terceira base, respectivamente,

enquanto a linhagem RESiso apresentou 3, 6 e 19 sitios polimorficos na primeira, segunda e

terceira base (Tabela 5.2). A analise comparativa das sequéncias nucleotidicas do transcrito

caderina das linhagens SUS e RES identificou 78 pontos de incongruéncia, sendo 58 pontos
polimérficos, ou seja, nessas regides podem ocorrer nucleotideos presentes em ambas as
linhagens, com 20 mutagOes identificadas exclusivamente na linhagem RES quando
comparada a linhagem SUS. Das 20 mutag¢bes nucleotidicas verificadas na sequéncia de
caderina da linhagem resistente a CrylF, apenas cinco delas corresponderam a muta¢des ndo-
sindbnimas (Figura 5.4, Tabela 5.2). Estas mutacdes estdo distribuidas nos dominios de
repeticdo CR5, CR6 e CR10 e no dominio C-terminal (Figura 5.4). Das mutacGes ndo-

sindnimas observadas na linhagem RES, apenas aquelas dos residuos 695 e 1723 levaram a

substituicdo por aminodcidos com caracteristicas quimicas distintas daquelas apresentadas

pelos aminoacidos da sequéncia de referéncia (SUS) (Tabela 5.2). As demais mutagdes néo-
sindnimas encontradas no transcrito de caderina da linhagem RES envolveram a substituicao

entre aminoacidos polares (Tabela 5.2).

A caracterizacdo do transcrito de caderina da linhagem resistente isogénica (RESiso)
foi realizada para verificar a fixacdo de mutacGes da linhagem resistente (RES) na linhagem

isogénica pelo processo de introgressdo génica, acompanhada de selecdo por resisténcia a



140

CrylF. Apenas as mutacfes nos residuos 1639 (Serl639Asn) e 1723, (Prol1723Ser), ambas
localizadas no dominio C-terminal foram fixadas na linhagem RESiso (Figura 5.4). As
mutacOes encontradas nos dominios repetidos caderina CR5 (Glu577Asp), CR6 (Gly695GIu)
e CR10 (Ser1210Thr) da linhagem resistente ndo foram fixadas na linhagem isogénica, a qual

apresentou 0s mesmos residuos que a linhagem suscetivel (Figura 5.4, Tabela 5.2).

4 SUS RES RESig0
5 | 577aa. E D E

6 695aa G E G

10 1210aa § T S

w2

gl h1639qa N N
B 1723a2. P S S

Figura 5.4 - Esquema representativo da estrutura da caderina de Spodoptera frugiperda e
indicacdo de mutacBes ndo-sinbnimas (E = &cido glutamico, D = &cido
aspartico, G = glicina, N = asparagina, P = prolina, S = serina, T = treonina) da
caderina das linhagens suscetivel (SUS e resistentes (RES = resistente; RESiso
= resistente isogénica) encontradas. PS = Peptideo sinal; 1 a 11 indica cada um
dos dominios repetidos caderina; DMP = dominio de membrana proximal; TM
= dominio transmembrana; C-terminal = dominio C-terminal
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Tabela 5.2 - Diferencas dos aminoacidos das linhagens de S. frugiperda suscetivel e resistente

a toxina Cry1F nos diferentes dominios de caderina

(continua)
SUS RES RESiso
Residuo aa" codon aa" codon aa" Cédon
45 D GAC D/E GAS D GAC
62 D GAC D/E GAS D GAC
89 E GAA E GAR E GAA
124 R CGT CGY R CGT
170 I ATY I AAT | ATC
180 I ATY I ATT | ATT
246 GTK Vv GTT Vv GTT
252 S TCK S TCT S TCT
275 T/R ASG R AGG R AGG
306 K/Q MAG Q CAG K/Q MAG
345 G GGG G GGS GGG
355 \Y GTR Vv GTG Vv GTG
397 I'M ATR I ATA | ATA
424 T ACC T ACC T ACY
436 GAY D GAY D GAT
449 AGY S AGT S AGY
453 E GAG D/E GAS D/E GAS
487 D/E GAS D GAT D GAC
495 L CTA L CTA L CTW
542 D GAT D/E GAW D/E GAW
550 R CGG R/L CKG R/L CKG
552 K AAA KIT AMA KIT AMA
556 I ATC v RTC v RTC
557 G GGT D/G GRT D/G GRT
559 I ATC I ATA K/l AWA
572 L CTG L CTR L CTR
577 E GAG D GAT E GAG
602 L CTA L CTR L CTR
618 L CTC L CTC L CTY
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Tabela 5.2 - Diferencas dos aminoacidos das linhagens de S. frugiperda suscetivel e resistente
a toxina Cry1F nos diferentes dominios de caderina.

(continuagéo)

SUS RES RESIiso
Residuo aa’ codon aa" codon aa" Cédon
627 N AAC N AAC N AAY
635 P CCA P/R CSA P CCA
660 P CCW P CCW P CCW
695 G GGA E GAA G GGA
696 | ATC I ATY | ATC
731 Vv GTG Vv GTG E/V GWG
756 Vv GTG L/V STG Vv GTG
806 R CGC R CGM R CGC
811 P CCSs P CCC P CCC
834 G GGS G GGC G GGC
855 D GAC D GAY D GAC
902 K/E RAG K/E RAG E GAG
908 TIA RCA T ACA A GCA
949 \Y GTG \V GTG \Y GTS
958 \Y GTM Vv GTA Vv GTA
960 Y/F TWC F TTC Y/F TWC
982 Vv GTY Vv GTC Vv GTC
1035 P CCR P CCA P CCG
1058 R CGA R MGA R CGA
1121 F TTY F TTY F TTY
1124 Y TAY Y TAY Y TAY
1207 G GGT G GGW G GGT
1210 S TCA T ACT S TCA
1218 A GCW A GCT A GCT
1222 G GGM G GGA G GGA
1249 T ACT T ACT T ACY
1262 D GAC DIY KAC D GAC
1288 D GAY D GAC D GAT
1298 C TGY C TGC C TGC
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Tabela 5.2 - Diferencas dos aminoacidos das linhagens de S. frugiperda suscetivel e resistente

a toxina Cry1F nos diferentes dominios de caderina.

(concluséo)

RESIiso
Residuo aa codon aa" codon aa" Cédon
1311 G GGY G GGT G GGY
1337 Y TAC Y TAY Y TAC
1339 V GTR Vv GTG Vv GAT
1347 P CcCcw P CCT P CCT
1361 T ACC T ACY T AAC
1363 G GGC G GGY SIG RGC
1389 H CAY H CAC H CAC
1395 L CTG L CTG L CTS
1563 E GAG D/E GAS E GAG
1578 G GGA GGA G GGW
1585 G GGY G GGC G GGC
1615 I ATT I ATT | ATY
1639 S AGC N AAC N AAC
1650 K AAA K AAR K AAG
1658 P CCT P CCY P CCC
1675 Vv GTA Vv GTA Vv GTR
1700 E GAG E GAR E GAG
1722 P CCC P CCY P CCC
1723 P CCC S TCC S TCC

'Cédigo universal de uma letra para abreviagdo de aminoacidos.

5.3.2 Analise da expressdo génica diferencial do transcrito da caderina de S. frugiperda

suscetivel, resistente e resistente isogénica

A andlise da expressdo diferencial do gene caderina de linhagens suscetivel e

resistentes de S. frugiperda a toxina CrylF demonstrou que a expressdo do gene caderina na

linhagem resistente isogénica (RESiso) foi a menor, cerca de 0,4 vezes que a expresséo obtida

na linhagem suscetivel. No entanto, os niveis de transcricdo do gene caderina na linhagem

resistente (RES) foi cerca de 6,5 vezes maior do que o da linhagem suscetivel (Figura 5.5).
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Expressao relativa
SO P NN W &~ O1 OO N
1

I .

SUS RESiso RES
Linhagens de S. frugiperda

Figura 5.5 - Analise da expressdo relativa do gene da caderina de individuos de linhagens de
S. frugiperda suscetivel e resistentes a toxina CrylF. SUS - suscetivel de
referéncia, RESIiso - resistente isogénica, RES - resistente

5.4 Discussao

Caderina tem sido relacionada a resisténcia de varias espécies de lepidopteros as
toxinas Cry (GAHAN; GOULD; HECKEL, 2001; XIE et al., 2005; ZHAO et al., 2010;
FABRICK et al., 2011; ZHANG et al., 2012; JIN et al., 2014; GUO et al., 2015; PARK;
HERRERO; KIM, 2015). No presente trabalho demonstramos que o transcrito de caderina das
linhagens suscetivel e resistentes a toxina CrylF € similar ao de outras espécies de
lepiddpteros (BEL; ESCRICHE, 2006; RAHMAN et al., 2012), compartilhando alta
similaridade nucleotidica, proteica e estrutural. As sequéncias da caderina de S. frugiperda
compartilharam apenas 76% de similaridade com as de S. exigua (ADV1766.2) e S. litura
(AFJ04291.1). A estrutura proposta da caderina em S. frugiperda demonstrou ser muito
similar aquelas de outros lepidopteros. Tambem foi possivel identificar regides altamente
conservadas nos dominios repetidos caderina (CR) entre as linhagens suscetivel e resistentes a
toxina Cry1F, os quais sdo relatados como sitios de ligacéo as toxinas CrylA (COATES et al.,
2005; XIE et al, 2005).

A caracterizagdo dos transcritos de caderina de linhagens suscetivel e resistentes de S.
frugiperda a toxina CrylF permitiu a identificacdo de mutagdes ndo-sindnimas na linhagem

resistente que foram mantidas na linhagem isogénica produzida por introgressdo do genotipo
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resistente no suscetivel, aliada ao processo de selecdo direcionada pela exposic¢éo continua da
linhagem & toxina CrylF. As mutacdes ndo-sindnimas que permaneceram associadas a
linhagem isogénica foram localizadas no dominio C-terminal da caderina, nos residuos 1639 e
1723. Também demonstramos a elevada razdo de expressdo do gene da caderina em
individuos da linhagem resistente quando comparada a suscetivel e linhagem resistente
Isogénica.

As regides do CR7 gsEIAIAITDTNNNggs, CR11 135 TLSSSLLTV Tl 363 € DMP
1435GVISLNFQ144, das linhagens SUS, RES e RESiso de S. frugiperda foram idénticas as
observadas em S. exigua, regides essas descritas como sendo os sitios de ligacdo da toxina
CrylAc (CHEN et al., 2014). Ensaios de competi¢cdo por sitios de ligagdo demonstraram que
varias toxinas CrylA, incluindo CrylAc, competem com a toxina CrylF por sitios de ligacédo
na membrana do epitélio do intestino médio (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013,
DAVALQS, et al.,, 2015; MONNERAT et al., 2015), indicando que essas regides dos
dominios CR7, CR11 e DMP também poderiam servir como sitios de ligacdo para toxinas
CrylF. Porém, a regido exata da caderina que se liga a toxina CrylF permanece desconhecida.
Ha indicacbes de que a porcdo da caderina que se estende da regido do CR10 aoc DMP
representaria o sitio de ligagdo a toxina CrylF, visto a afinidade do peptideo sintético de 311
aminoacidos que representa a regido CR10-DMP da caderina em individuos de S. frugiperda
resistentes a toxina CrylF (RAHMAN et al., 2012). Uma Unica mutacdo na regido do CR10
foi identificada na sequéncia proteica na regido da caderina das linhagens SUS, RES e RESiso
de S. frugiperda analisadas correspondente a esse peptideo (CR10-DMP). Porém, essa
mutacdo mantém caracteristicas quimicas semelhantes (aminoacidos polares) ao da sequéncia
de referéncia (SUS). Além disso, essa mutacdo ndo foi fixada na linhgem resistente isogénica.
Assim, a se considerar as evidéncias de literatura para os sitios ligantes da caderina a toxina
CrylF, verificamos que ndo ha qualquer evidéncia de que a resisténcia da linhagem de S.
frugiperda analisada seja decorrente de mutagdes existentes nos dominios ligantes da caderina
sugeridos para a toxina Cry1F.

Das hipoteses voltadas a explicar o modo de acéo das toxinas Cry, uma é baseada na
formagao de poros na membrana do epitélio intestinal (BRAVO; SOBERON, 2008; BRAVO
et al., 2015), enquanto a outra na transducdo de sinal intracelular e ativacdo do processo de
morte celular programada (ZHANG et al., 2006). Em ambos os modelos, a proteina caderina é
essencial para acdo das toxinas Cry, sendo ela o ponto de ligacdo da toxina & membrana das
células epiteliais para o desencadeamento das alteracbes que levardo a célula @ morte
(ZHANG et al., 2006; BRAVO; SOBERON, 2008; BRAVO et al., 2015). No modelo que
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prevé a formacédo de poros, os dominios de repeticdo caderina séo os locais de interagdo com
as toxinas Cry, e alteracBes nessas regifes levariam a perda de afinidade a toxina Cry,
comprometendo a producdo de oligdmeros e, consequentemente, sua toxicidade ao inseto
(BRAVO et al, 2007; SOBERON et al., 2009; PARDO-LOPEZ et al., 2012).
Mutacdes/delecBes nas regibes CRs da caderina foram associadas a resisténcia a toxinas Cry
em diversas espécies de insetos (FERRE; VAN RIE, 2002; MORIN et al., 2003; XU et al.,
2005; YANG et al., 2006; HECKEL et al., 2007; FABRICK et al., 2011). H& também
indicacdes de que o dominio de membrana proximal (residuos 1422 a 1440), estudado em
populacbes de C. virescens, também sirva de sitio de ligagdo de toxinas Cry, visto que
mutacdes nesta regido resultaram na perda da ligacdo das toxinas CrylAb e CrylAc a
caderina (GAHAN; GOULD; HECKEL, 2001). Assim, a ocorréncia de mutacGes nessas
regibes como mecanismos de resisténcia a toxinas Cry ndo explicam a resisténcia observada
de S. frugiperda a toxina CrylF, visto a inexisténcia de muta¢Ges ndo-sindnimas nas regioes
de CRs e do dominio de membrana proximal da linhagem resistente de S. frugiperda,
indicando haver outro mecanismo envolvido na resisténcia a essa toxina.

A auséncia de mutacdes nos CRs da caderina também foi observada em P. xylostella
resistente a toxina CrylAc (GUO et al., 2015). Nesse caso, a diferenca na proteina caderina de
insetos suscetiveis e resistentes foi devido a delecdo de dois aminoacidos na regido
transmembrana da caderina de P. xylostella resistente a toxina CrylAc (GUO et al., 2015). A
importancia de regides da caderina que ndo interagem diretamente com toxinas Cry no
processo de resisténcia de insetos a essas toxinas também foi demonstrado pela delecdo de um
aminoécido no domino intracelular de caderina de H. armigera para a toxina CrylAc
(ZHANG et al., 2012). Assim, as bases moleculares da resisténcia ndo estéo limitadas a falhas
na ligacdo das toxinas Cry com caderina causadas por mutacdo nos dominios de ligacdo (CR),
e as bases genéticas da resisténcia sdo mais diversas do que se pensava anteriormente. Sendo
assim, nossos dados ndo suportam o modelo que propde a ligagdo das toxinas Cry a caderina
como sendo essencial a formacdo de poros, visto que nenhuma mutacdo nas regides de
interacdo Cry-caderina foi detectada nas linhagens de S. frugiperda resistentes.

O efeito de mutagbes na regido intracelular da caderina (ZHANG et al., 2012)
demonstram que a alteracdo na resposta as toxinas Cry podem ser decorrentes de mutacoes
em regides que ndo interagem diretamente com a toxina, que estariam controlando eventos de
sinalizacdo pos-ligagdo da toxina. Alteragdes no processo de toxicidade da toxina por
mutagOes nessas regides sdo sustentadas pelo modelo de transducdo de sinal proposto por

Zhang et al. (2006), visto que essas mutacdes poderiam ainda interferir na producéo do sinal
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intracelular. As muta¢es encontradas nos residuos 1639 e 1723 da regido C-terminal da
caderina de S. frugiperda resistentes a toxina CrylF e sua manutencdo ap0s processo de
introgressdo sob selecdo direcionada, poderiam interferir com a producéo do sinal intracelular
necessario ao desencadeamento das modificacfes celulares em resposta a intoxicagdo com
toxinas Cry. Essas mutacOes afetariam a transducdo de sinal da ligagdo da toxina CrylF com
caderina evitando a ativacdo da proteina G e, como consequéncia, a cascata desencadeada
pela ativacdo da adenil-ciclase. A ativacdo da adenil-ciclase resulta na maior producdo de
mensageiro secundario, 0 monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), no interior da célula. A
presenca de altos niveis de CAMP no espaco intracelular ativa a proteina quinase A (PKA),
resultando na desestabilizacdo do citoesqueleto e dos canais da membrana da célula, levando
a inducdo do processo de morte celular, manifestada pela formacédo de bolhas na membrana e
pelo inchaco celular seguido da lise celular (ZHANG et al., 2006). Nesse caso, as mutacoes
encontradas no C-terminal da caderina ndo desencadeariam a transdug&o do sinal intracelular
em resposta a ligacdo da toxina Cry a caderina, assim como preconizado por Zhang et al.
(2006).

Apesar da existéncia de relatos de que a resisténcia a toxinas Cry possa ocorrer pela
baixa expressdo de genes caderina (YANG, et al., 2011, JIN et al., 2014), os resultados
apresentados para os niveis de expressdo do gene caderina nas linhagens suscetivel e
resistentes de S. frugiperda a toxina CrylF foram contraditorios. Enquanto a linhagem
RESiso apresentou reducdo de 30% na expressdo do gene caderina se comparado a expressao
obtida na linhagem SUS, a expressao desse gene na linhagem RES foi cerca 6 vezes aquela
das linhagens SUS e RESiso. Esses resultados ndo permitem relacionar a resisténcia de S.
frugiperda a toxina Cry ao controle da expressdo do gene caderina. Ainda, taxas aumentadas
de expressao de caderina também podem ocorrer em resposta a ingestao de toxinas Cry, assim
como relatado para lagartas de O. furnacalis estimuladas pela ingestdo de CrylAb (XU et al.,
2015).

5.5 Conclustes

e A proteina predita de caderina de S. frugiperda apresenta composicdo estrutural semelhante
a de outras espécies de lepiddpteros;

e As regides descritas como locais de ligagOes para diferentes toxinas CrylA e sirvam como
possiveis sitios de ligacdo a CrylF sdo altamente conservadas e idénticas nas trés linhagens

estudadas;
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e A caderina da linhagem resistente de S. frugiperda a toxina CrylF carrega cinco mutacfes
ndo-sindnimas distribuidas nos dominios de repeticao caderina e na regido intracelular;

e Apenas as mutacdes da regido intracelular permaneceram associadas a linhagem RESiso
produzida por introgresséo;

e A expressdo da caderina na linhagem RES é constitutivamente maior que da linhagem SUS;
e A resisténcia de S. frugiperda a toxina CrylF pode ser dada pelas mutacdes na regido C-
terminal da caderina que interfeririam no mecanismo de sinalizacdo pés-ligacdo da toxina, na

transducéo do sinal intracelular.
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