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RESUMO

Adaptacédo de Helicoverpa armigera aos inibidores de peptidase de soja
envolve uma alterac&o no padréo de expressao das serino peptidases e sugere
um controle epigenético

ApoOs décadas das primeiras publicacdes sobre a plasticidade transcricional do
sistema digestivo dos insetos polifagos, ainda ndo se conhece em profundidade como
0S genes sdo regulados e as vias de sinalizacdo envolvidas neste mecanismo
adaptativo. Inicialmente, foi mostrado que a adaptacdo de lagartas de H. armigera a
alimentacdo com inibidores de peptidase de soja (IPs) se deve a alteracdo do perfil
transcricional de genes codificadores de serino peptidases do sistema digestivo. A
presenca dos IPs na dieta causou mudancas na regulacdo de genes de um amplo
repertdrio de enzimas proteoliticas, principalmente com o aumento de genes de
tripsinas. A regulacéo diferencial de enzimas digestivas foi associada a adaptacao da
H. armigera ao efeito anti-nutricional dos IPs. Além disso, a andlise de dados de
expressao génica em larga escala (RNA-seq) mostrou que aproximadamente 40% dos
transcritos (cerca de 500 epialelos potenciais) induzidos pelos IPs foram transmitidos
a geracao seguinte, apesar das lagartas desenvolverem-se em dietas desprovidas de
IPs. A fim de caracterizar um possivel mecanismo epigenético responsavel por este
mecanismo adaptativo, foi realizado o metiloma do sistema digestivo das lagartas da
primeira geracao (alimentadas com e sem IPs) e das progénies de lagartas expostas
aos IPs. Epialelos de metilacdo do DNA foram associados aos controles transcricional
e traducional, sugerindo um possivel envolvimento da alteracdo do padrdo de
metilagdo na adaptagdo de H. armigera aos IPs. Este trabalho abre novas
perspectivas no entendimento do polifagismo e a plasticidade dos insetos na
alimentacdo de um amplo niumero de plantas hospedeiras, influenciando o seu curso
evolutivo.

Palavras-chave: Tripsinas, Quimotripsinas, Epigenética, Helicoverpa armigera,
Metilacdo do DNA, Plasticidade fenotipica, Insetos polifagos
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ABSTRACT

Adaptation of Helicoverpa armigera to soy peptidase inhibitors involves an
alteration in the expression pattern of serine peptidases and suggests an
epigenetic control

After decades of the first publications on the transcriptional plasticity of the
digestive system of polyphagous insects, it is not yet known in depth how genes are
regulated and the signaling pathways involved in this adaptive mechanism. Initially, it
was shown that the adaptation of Helicoverpa armigera larvae to feeding with soybean
peptidase inhibitors (SPI) is due to the alteration of the transcriptional profile of genes
encoding serine peptidases in the digestive system. The SPI in the diet caused
changes in gene regulation of a wide repertoire of proteolytic enzymes, mainly with the
increase of trypsin genes. Differential regulation of digestive enzymes was associated
with the adaptation of H. armigera to the anti-nutritional effect of Pls. In addition, large-
scale gene expression data analysis (RNA-seq) showed that approximately 40% of the
transcripts (about 500 potential epialleles) induced by Pls were passed on to the next
generation, even though larvae thrived on deprived diets of IPs. In order to characterize
a possible epigenetic mechanism responsible for this adaptive mechanism, the
methylome of the digestive system of first-generation larvae (fed with and without SPI)
and of the progenies of larvae exposed to SPI was evaluated. DNA methylation
epialleles were associated with transcriptional and translational controls, suggesting a
possible involvement of the alteration of the methylation pattern in the adaptation of H.
armigera to SPIl. This work opens new perspectives on the understanding of
polyphagism and the plasticity of insects in feeding many host plants, influencing their
evolutionary course.

Keywords: Trypsins, Chymotrypsins, Epigenetics, Helicoverpa armigera, DNA
methylation, Phenotypic plasticity, Polyphagous insects
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1. INTRODUCAO GERAL

Helicoverpa armigera (Hulbner; Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto polifago
extremamente voraz que causa grandes prejuizos econdmicos em diversas empresas
agricolas. Este inseto-praga é adaptado a um amplo repertério de plantas hospedeiras,
ameacando mais de 172 espécies de plantas ao longo dos cinco continentes (Reigada,
Guimaréaes, e Parra 2016). A infestacdo por H. armigera causou perdas superiores a 11
bilhGes de reais até 0 ano 2017 (MAPA, 2017), ou seja, em apenas quatro anos apos ter sido
reportada no Brasil (Czepak et al., 2013).

Inibidores de peptidase de soja (IPs) sdo uma das principais defesas das plantas
contra os ataques de insetos herbivoros. As plantas de soja, por exemplo, produzem
predominantemente inibidores de tipo Kunitz e Bowman-Brik (Birk, Gertler, e Khalef 1963;
Bowman, 1947; Kunitz 1945, 1947), encontrados principalmente nas sementes, 0s quais tém
massa molecular ao redor de 20 e 8 kDa, respectivamente (Habib e Fazili, 2007). Genes de
IPs sdo geralmente pequenos e sem introns, o que facilita a sua expressdo em outras
espécies de plantas. Devido a estas caracteristicas foram considerados ideais para a
producao de plantas transgénicas resistentes a insetos herbivoros (Boulter 1993; Hilder et al.
1987). Nao obstante, insetos herbivoros conseguem superar a maquinaria de defensa das
plantas.

A grande capacidade de explorar diversos habitats das pragas geralistas deve-se,
entre outros fatores, a habilidade deste inseto para aproveitar diversas fontes de energia. A
conquista exitosa de um amplo nimero de hospedeiros tem sido atribuida ao conjunto de
genes de tripsinas e guimotripsinas que atuam na digestéo dos alimentos (Chikate et al. 2013).
Estima-se que o intestino médio da H. armigera contém um amplo conjunto de proteases
diferentes (Bown, Wilkinson, e Gatehouse 1997, 2004), sendo responsaveis do 85% da
digestao (Chandra, Asokan, et al. 2018). As enzimas digestivas sao reguladas dinamicamente
em resposta a fonte alimentar (Bown et al. 1997, 2004; Kuwar et al. 2015) o que parece ser
uma caracteristica comum dos noctuideos (Souza et al. 2016). A regulacao transcricional é
um dos mecanismos fundamentais da adaptacdo da H. armigera ao ambiente. Mecanismos
de expressao diferencial de genes estdo envolvidos na resisténcia das lagartas a maquinaria
de defesa das plantas (Kuwar et al. 2015; Chandra, Asokan, et al. 2018), tolerancia aos
inseticidas (Xu et al. 2018), nos processos de reproducao sexual (Wang, Liu, e Wang 2018).
N&o obstante, os mecanismos moleculares que controlam a regulacédo dindmica de genes de

H. armigera ainda € um enigma (Chikate et al. 2013; Lomate et al. 2018; Terra et al. 2019).

Em organismos eucariotos, os processos de regulacéo da transcricdo dos genomas

ainda s&o pouco conhecidos. Inclusive, em organismos mais estudados como a Escherichia
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coli ainda nao foi possivel caracterizar a regulacao da metade dos genes anotados (Fang et
al. 2017). Modelos simples do controle de expressdo de genes foram propostos em
organismos modelo (Jacob e Monod 1961), embora estudos posteriores demostraram que a
complexidade transcricional depende da interacdo de uma série de elementos
cuidadosamente coordenados (Phillips et al. 2019).

A arquitetura do promotor, por exemplo, € um dos fatores mais simples que controlam
a producao de transcritos. Nao obstante, é afetada muitas vezes pela presenca de uma ou
mais estruturas como: elementos de transposicao (Klai et al. 2020), RNAs reguladores
(Lomate et al. 2014), cis elements (Zhao et al. 2018), ilhas CG (Morgan e Marioni 2018) e
modificacBes epigenéticas (Jones et al. 2018). Aqui sugerimos que a regulacdo de genes do
sistema digestivo de lagartas de H. armigera pode ser controlada por mecanismos
epigenéticos. Estes resultados levantaram questionamentos intrigantes ndo apenas sobre as
bases moleculares da regulacdo de enzimas digestivas, mas também sobre a importancia
destes mecanismos nos processos evolutivos.

Inicialmente, os fenbmenos epigenéticos podem ter grande valor adaptativo na
evolucao dos organismos. A grande maioria dos estimulos ambientais ndo afetam a sequéncia
do DNA, enquanto as modificacbes epigenéticas respondem rapidamente ao ambiente,
gerando novos fenotipos potencialmente Uteis para adaptagdo dos organismos as condi¢des
ambientais (Kouzarides 2007). De tal forma que todos os estimulos externos podem causar
modificagdes no epigendma dos organismos. A dieta, por exemplo, € um dos principais fatores
gue causam modificagdes epigenéticas nos animais (Faulk e Dolinoy 2011). Alguns estimulos
causam alteragbes na estrutura da cromatina ou na regulacdo de genes (fenoétipos
moleculares) que podem ser transmitidos a descendéncia (Grunau et al. 2019). Estes
fenbmenos moleculares geralmente sdo mais compativeis com a ideias de Lamarck. Neste
trabalho, mostramos que um conjunto de fenétipos moleculares induzidos por inibidores de
peptidase de soja (IPs) em insetos polifagos podem ser transmitidos por heranga epigenética.
Estes fenbmenos epigenéticos podem ter valor adaptativo, sugerindo uma visdo mais ampla
dos processos evolutivos. Além disso, identificamos genes potenciais que poderiam trazer

novas informacdes sobre a adaptacéo de geracfes de H. armigera a alimentacéo com IPs.
1.1. Objetivo geral

Caracterizar 0s mecanismos epigenéticos adaptativos de regulagéo transcricional de genes

serino peptidases da H. armigera a alimentacdo com dieta suplementada com IPs.

1.1.1. Objetivos especificos
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o Realizar um levantamento de literatura sobre a interacdo molecular entre:
Plantas — insetos herbivoros.

o Comprovar a resisténcia da H. armigera a alimentacdo com dieta artificial
suplementada com IPs.

o ldentificar o perfil transcricional do sistema digestivo de lagartas de H. armigera
expostas ou néo aos IPs.

o Avaliar a heranca epigenética de fenétipos moleculares induzidos por IPs em
lagartas de H. armigera.

o Estudar da estrutura de genes serino peptidase da H. armigera usando
ferramentas de bioinformatica.

o Estudar o papel da metilagdo do DNA nos mecanismos moleculares de
resposta da H. armigera aos IPs.
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2. CAPITULO 1 - VISAO GERAL DA INTERACAO MOLECULAR ENTRE: PLANTAS-
INSETOS HERBIVOROS

Resumo

A interacao planta-inseto oferece um excelente panorama para os estudos
de coevolucgdo. As plantas produzem moléculas antinutricionais para se defender
dos atagues dos insetos herbivoros. Os genes responsaveis da maquinaria de
defensa sé@o potencialmente Uteis para a producdo de plantas transgénicas
resistentes ao controle de pragas. Nao obstante, os insetos polifagos, como a H.
armigera, desenvolveram diversos mecanismos de resposta para a adaptacdo aos
mecanismos de defesa das plantas. Fendmenos epigenéticos parecem ter um
papel importante na plasticidade fenotipica e no curso evolutivo dos insetos
herbivoros.

Palavras-chave: Lepidoptera, epigenética, insetos generalistas, tripsinas,
guimotripsinas.

Abstract

Plant-insect interaction offers an excellent overview for coevolution
studies. Plants produce anti-nutritional molecules to defend against attacks from
herbivorous insects. The genes responsible for the defense machinery are
potentially useful for the production of transgenic plants resistant to pest control.
Nevertheless, polyphagous insects, such as H. armigera, have developed several
response mechanisms for adapting to plant defense mechanisms. Epigenetic
phenomena seem to play an important role in the phenotypic plasticity and
evolutionary course of herbivorous insects.

Keywords: Lepidoptera, epigenetics, generalist insects, trypsins, chymotrypsins.

2.1. Helicoverpa armigera

H. armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada como uma das pragas
mais prejudiciais das commodities agricolas do Brasil e do mundo. Até 1994, esta praga era
distribuida em quatro continentes, a saber: Europa, Africa, Asia e Oceania (Zalucki et al.
1994). No continente americano ndo era um problema até pouco tempo atrds, sendo
considerada praga quarentenaria no Brasil até 2012. No entanto, no ano seguinte foi relatada
a primeira ocorréncia do inseto em cultivos de soja e algodao nos estados de Goias, Bahia e
Mato Grosso (Czepak et al. 2013). Assim, desde que a praga invadiu o Brasil, estima-se que
tem causado prejuizos superiores a 11 bilhées de reais no periodo de 2013-2017 (MAPA,
2017).

A H. armigera tem grande potencial de ampliar as areas de infestacdo. Esta praga é
migrante por natureza e tem a capacidade de se movimentar por distancias de até 1000 km

(Pedgley, Tucker, e Pawar 1987). No Brasil, por exemplo, os adultos desta praga colonizaram
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rapidamente diferentes regides agricolas no territorio (Kriticos et al. 2015). Além da facilidade
de dispersdo no campo, este inseto apresenta uma alta taxa de reproducdo. As mariposas
fémeas tém a capacidade de ovipositar de até 1500 ovos por postura e uma taxa de
reproducdo de até trés geracdes por ano, dependendo das condi¢cdes ambientais (Liu et al.
2017). Dessa forma, a H. armigera é uma praga extremamente polifaga e ameaca mais de
172 espécies de plantas correspondentes a 68 familias (Reigada et al. 2016) com grande
potencial de se expandir nas areas agricolas e aumentar os indices de infestacao.

O controle desta praga é realizado principalmente por inseticidas sintéticos. No
entanto, os defensivos agricolas além de controlar as pragas podem afetar outros organismos,
causando sérios impactos ambientais. Além disso, varios casos de resisténcia a inseticidas
foram relatados devido a pressao de selecao dos métodos de controle quimicos, sendo mais
dificil ainda controlar eficientemente as populagdes da praga (Baskar e Ignacimuthu 2012).
Portanto, a obtengéo de plantas transgénicas resistentes a insetos é de grande interesse na
biotecnologia agricola. Assim, a expressao ectdpica de genes que codificam inibidores de
peptidases representa uma abordagem eficaz para melhorar o sistema de defesa das plantas
contra os ataques de insetos.

2.2. Peptidases digestivas de insetos

Insetos sdo considerados como 0s organismos evolutivamente melhor adaptados do
planeta. A grande capacidade de explorar diversos habitats deste grupo de animais deve-se,
entre outros fatores, a habilidade de aproveitar diversas fontes de energia. Para isso, 0s
insetos apresentam um amplo repertério de proteases digestivas no intestino atuando na
digestao dos alimentos (Dias et al. 2015). Essas enzimas desempenham importantes papéis
nos processos bioguimicos e fisiolégicos no desenvolvimento desses organismos.

O processo digestivo tem um papel extremamente importante na biologia e evolugéo
dos insetos. As peptidases (EC 3.4) sdo enzimas que clivam ligagdes entre os aminoacidos e
estdo envolvidas diretamente com a alimentagdo. Atualmente, existem mais de 4600
peptidases descritas e mais de 64000 especificidades de clivagens de substrato, de acordo
com o banco de dados de enzimas proteoliticas da MEROPS (Rawlings, Barrett, e Bateman
2014). Estima-se que no intestino médio do inseto contém um conjunto de proteases
digestivas que estdo reguladas diferencialmente (Bown et al. 1997, 2004). Assim, essas
proteinas estdo envolvidas predominantemente em processos de digestdo, ativacdo
enzimatica, metamorfose, liberacdo de peptideos fisiologicamente ativos e tem um papel no
sistema imunolégico (Huang et al. 2011). Além disso, estudos demostram que a regulacdo

dindmica da diversidade de enzimas digestivas pode estar envolvida com a evolucdo da
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polifagia nestes insetos (Chandra et al. 2018; Souza 2013; Dias et al. 2015). Particularmente
em lepidoptera, os insetos foram adquirindo um conjunto de enzimas digestivas
especializadas que poderiam estar associadas a adaptacdo a diversas fontes alimentares
(Dias et al. 2015).

As peptidases podem ser agrupadas em endopeptidases ou exopeptidases com base
na posicao da ligacdo peptidica a ser clivada na sequéncia do substrato. As endopeptidases,
ou também conhecidas como proteinases, podem ser classificadas com base na natureza do
nucledfilo na reacdo catalitica (Rawlings et al. 2014). Assim podemos formar seis subclasses
baseados na cabeca nucleofilica: serina endopeptidases (serina), treonina endopeptidases
(treonina), cisteina endopeptidases (cisteina), glutdmico endopeptidases (glutamato),
aspartico endopeptidases (aspartato), metalo endopeptidases (ion metalico) (Rawlings et al.
2014). Contudo, as peptidases diferem na especificidade do substrato e no mecanismo
catalitico.

Do grupo das serino endopeptidases, as tripsinas e quimotripsinas sao
predominantemente abundantes no sistema digestivo dos insetos da Ordem Lepidoptera
(Sharath Chandra et al. 2018). As tripsinas (EC 3.4.21.4) tém alta especificidade por ligacbes
peptidicas no lado carboxilico de dois aminoacidos basicos como arginina e a lisina. Em
contraste, as quimotripsinas (EC 3.4.21.1) catalisam uma maior gama de aminoacidos
aromaticos e hidrofébicos como fenilalanina, tirosina, triptofano e leucina. A ativagdo das
tripsinas e quimotripsinas ocorre pela clivagem de uma sequéncia N-terminal de comprimento
variavel (Hedstrom 2002). A remocao permite a mudanga conformacional na regido do sitio
ativo que desencadeia a atividade catalitica (Hedstrom 2002). Os precursores de tripsinas e
guimotripsinas sdo as sequéncias inativas de tripsinogénio e quimotripsinogénio,
respectivamente. Os zimdgenos possuem um aminoacido basico na mesma sequéncia que
torna a regido de ativagdo um substrato potencial para tripsinas (Rinderknecht 1986). Varios
estudos mostraram que grande porcentagem dos zimdgenos de serina peptidase sdo ativados
pelas tripsinas, sugerindo que essas enzimas tém um papel importante na autoativagao das
peptidases.

Analises filogenéticos sugerem que as tripsinas de lepidépteras tem uma maior
tendéncia a auto ativacdo do que as enzimas de outras ordens (Dias et al. 2015). Além disso,
estudos de proteases intestinais de 12 espécies de insetos lepiddpteros indicaram que as
tripsinas desempenham um papel significativo na digestéo das proteinas vegetais (Christeller
et al. 1992). A grande diversidade de tripsinas e sua auto ativacdo podem ser resultado de
mecanismos de adaptacdo dos lepidopteras a necessidade de alimentagéo incessante e de
estratégias de escape de inibidores (Dias et al. 2015). Esses comportamentos sao particulares

em insetos que se alimentam de diversas fontes de energia.
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Em H. armigera, existem pelo menos 29 genes que codificam para tripsinas e 20
genes semelhantes para quimotripsinas (Chikate et al. 2013). Assim, as tripsinas e
guimotripsinas contribuem com cerca de 85% da digestao proteica da dieta de H. armigera
(Sharath Chandra et al. 2018). Portanto, varios pesquisadores tém proposto como objetivo
bloguear as atividades das serina peptidase como método de controle de H. armigera (Bown
et al. 1997). Dessa forma, os inibidores podem ser potencialmente (teis para o controle de
outros insetos polifagos. Entretanto, o bloqueio das peptidases é superado frequentemente

pela plasticidade transcricional dos insetos desenvolvendo resisténcia aos inibidores.

2.3. Inibidores de peptidase de plantas

As plantas possuem inibidores de peptidase para se defenderem da degradacgéo
proteica de peptidases digestivas de insetos e patdgenos. O primeiro inibidor foi descoberto
h& mais de 80 anos em farinha de soja (Read e Haas, 1938). Atualmente, o banco de dados
de enzimas proteoliticas da MEROPS indicam que existem mais de 700 inibidores diferentes
e mais de 6000 interac¢des entre inibidores e peptidases (Rawlings et al. 2014).

Os inibidores de peptidases sao proteinas amplamente abundantes nos organismos
vivos. Essas proteinas geralmente sdo formadas de dimeros ou tetrameros e muitas vezes
exibem um peso molecular entre 10 e 90 kDa (Habib e Fazili 2007). Os inibidores atuam como
pseudo-substratos especificos (das peptidases digestivas de insetos ou patdgenos) ligando-
se a peptidase de forma estavel bloqueando a reacdo de protedlise. Portanto, os genes de
inibidores de peptidases tém recebido atenc@o especial no desenvolvimento de cultivos
transgénicos resistentes a insetos-praga. Esses genes codificam proteinas que atuam nos
principais mecanismos de defesa das plantas a resposta ao estresse bidtico e abibtico
(Rehman, Aziz, e Akhtar 2017).

Os inibidores de peptidases séo classificados detalhadamente no banco de dados
MEROPS (Rawlings et al. 2014). O agrupamento € bastante complexo por causa da
diversidade e abundancia dos inibidores, no entanto, a classificacdo considera a homologia
entre as sequencias, a estrutura da proteina e o tipo de peptidase inibida. Assim, os inibidores
gue blogueiam a acéo das serina peptidases (tripsinas e quimotripsinas, entre outras) podem-
se classificar nos seguintes grupos: familia Kunitz (inibidor de tripsina), familia Bowman-Birk
(inibidor de tripsina e quimotripsina), familia de inibidores tipo | (inibidor para quimotripsinas e
subtilisina), familia de inibidores tipo Il (inibidores para tripsina e quimotripsinas), familia de
inibidores de cereais (tripsinas) e familia de inibidores squash (varias serino proteases) (Habib
e Fazili 2007).
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O maior grupo de inibidores de peptidase estudadas no reino vegetal € originaria de
trés familias principais: Fabaceae, Solanaceae e Poaceae. Os inibidores sdo os principais
constituintes de sementes e 6rgdos de armazenamento (5 a 15% da proteina total) e podem
ser produzidos em tecidos e érgdos de armazenamento como efeito do dano mecénico ou de
feridas causadas por insetos (Jongsma e Bolter 1997). Em folhas, os inibidores de peptidase
estdo em baixas concentracdes, mas experimentos de Green e Ryan, (1972) revelaram que
a concentracao foliar de inibidores aumenta apds as plantas serem atacadas por insetos ou
danificadas mecanicamente.

O mecanismo molecular de indugé&o de inibidores em plantas foi proposto por Farmer
e Ryan no ano 1992. De acordo com os autores, os ferimentos provocados pela herbivoria,
patégenos ou dano mecéanico atuam como sinais extracelulares que ativam a via das
lipoxigenases. Essas enzimas sdo responsaveis pela peroxidacao lipidica, sdo amplamente
distribuidas nas plantas e no reino animal e estdo presentes em nos cloroplastos, mitocondrias
e vacuolos (Baysal e Demirdéven 2007). Nos cloroplastos, a lipoxigenase-13 catalisa a
formacdao de acido 13-hidroperoxido-octadecatriendico (13-HPOT) através de acido linolénico.
Depois, 0 13-HPOT é convertido em ciclopentanona pela acao da enzima aleno-oxidosintase.
Em seguida, a ciclopentanona passa ao citoplasma onde é convertido em oxo-
pentenilciclopentano, o qual é metabolizado no peroxissomo e forma acido jasmoénico. O 4cido
jasmdnico passa ao citosol onde pode ser metilado formando metil jasmonato. Finalmente, o
metil jasmonato pode ativar a transcricdo de genes de inibidores de peptidase associados a
defesa da planta. Essa resposta € sistémica pela libera¢do do acido jasménico ou pela acédo
de outra molécula sinalizadora chamada sistemina. Assim, a liberacdo dessas duas moléculas
através do floema pode ativar genes de inibidores em outros tecidos que ainda nao foram
danificados. Assim, a transcricdo de genes que codificam inibidores de peptidases ocorre de
maneira sistémica.

As plantas de soja induzem dois tipos de inibidores para proteger-se de ataques de
insetos e patdgenos, uma vez que a soja apresenta um grupo de inibidores da familia Kunitz.
O nome foi dado pelo préprio autor M. Kunitz quem isolou e caracterizou esses inibidores pela
primeira vez no ano 1945 (Kunitz 1945, 1947). Esses inibidores sédo produzidos em condi¢bes
de estresse, as proteinas usualmente tém massa molecular entre 18-22 kDa e possuem duas
pontes dissulfeto e um sitio ativo (Habib e Fazili 2007). Os inibidores dessa familia sado
altamente especificos para serina peptidases, mas também podem inibir acdo de outras
proteases. Os inibidores de tipo Kunitz formam um complexo rigido com a protease alvo que
se dissocia muito lentamente. A soja também apresenta outro grupo de inibidores da familia

Bowman-Birk. Essa familia foi nomeada em homenagem aos cientistas D. E. Bowman e Y.
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Birk quem identificaram e caracterizaram o primeiro inibidor dessa familia, sendo agora
nomeada como inibidor tipo Bowman-Birk (Birk et al. 1963; Bowman 1947).

Os inibidores Bowman-Birk sdo encontrados principalmente em sementes, mas
também sdo induzidos nas folhas em condi¢cdes de estresse. A estrutura dessas proteinas
possui dois dominios independentes, um tem capacidade de inibir tripsinas, enquanto o outro
além de inibir tripsinas também bloqueia quimotripsinas e elastases. Em dicotiledéneas, os
inibidores Bowman-Birk séo constituidos por uma Unica cadeia polipeptidica, cuja estrutura é
estabilizada pela presenca de sete ligac6es dissulfeto e usualmente tém massa molecular ao
redor 8 kDa. Um estudo sobre a evolugéo das familias de Bowman-Birk em monocotiledéneas
e dicotileddneas mostrou uma divisdo em dois grupos distintos, sugerindo um padréo evolutivo
diferente em plantas (Mello, Tanaka, e Silva-Filho 2003). Os autores mostraram que 0S
inibidores encontrados em dicotiledbneas apresentaram um padrdo conservado de
sequéncias, com poucas alteracdes, enquanto as sequéncias em monocotiledéneas foram
altamente variaveis, baseadas em duplicagbes génicas e mutacdes.

As duas familias de inibidores (Kunitz e Bowman-Brik) da soja sdo importantes
mecanismos na defesa das plantas contra os ataques de insetos e patdgenos. Os genes
responsaveis tém sido amplamente estudados para o desenvolvimento de plantas

transgénicas resistentes principalmente para o controle de diferentes insetos praga.

2.4. Controle de insetos com inibidores de peptidase de plantas

Inibidores de peptidase sao proteinas importantes que podem ser Uteis para controle
de patégenos e insetos praga. O primeiro sucesso de controle de insetos envolvendo
inibidores de peptidase foi realizado por Hilder e colaboradores no ano 1987. Nesse estudo
0s pesquisadores conseguiram transferir um gene do inibidor de tripsina de Vigna unguiculata
para plantas de tabaco e obtiveram plantas resistentes a varios insetos das ordens
lepidéptera, coledptera e ortoptera. A partir desse estudo, varios casos foram reportados
relatando o sucesso ha producéo de plantas transgénicas resistentes a insetos praga. Em um
trabalho pioneiro, nosso grupo obteve plantas transgénicas de cana-de-acUcar expressando
os inibidores de peptidase de soja Kunitz (SKTI) e Bowman-Birk (SBBI). As plantas foram
desafiadas com a broca da cana-de-aclcar Diatraea saccharalis e os resultados mostraram
gue as lagartas da broca apresentaram um atraso significativo no desenvolvimento quando
comparado com o controle, mostrando a efetividade da estratégia (Falco e Silva-Filho, 2003).

Os genes de inibidores de peptidases sdo ideais para a producdo de plantas
transgénicas. Os genes de inibidores de peptidase sao geralmente pequenos e sem introns,

0 que facilita sua express@o em outras plantas (Boulter 1993). Desde o desenvolvimento do
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primeiro cultivo transgénico para o controle de insetos (Hilder, 1987), uma ampla gama de
espécies foi transformada como estratégias de controle de pragas.

Os efeitos adversos dos inibidores de peptidase sobre os insetos foram demostrados
em diferentes estudos posteriores. Dentre estes estudos destaca-se o de Broadway (1995)
que revelou que a ingestdo de alimento com inibidores de proteinas reduz a sintese de
proteinas em seis espécies de lepidopteras, como consequéncia da deficiéncia de
aminoacidos essenciais. Como resultado, os inibidores afetaram significativamente o
crescimento e desenvolvimento dos insetos.

Existem diversos fatores que podem afetar a toxicidade dos inibidores de peptidase
nos organismos transgénicos. A baixa concentracdo dos inibidores nos tecidos de plantas é
comum e pode tornar a tecnologia ineficiente no controle de insetos. Varios estudos indicam
que a concentracdo adequada para a inibicdo completa da atividade de protease é entre 0,5
e 1,5%, tanto em plantas transgénicas resistentes como em dietas artificiais (Jongsma e Bolter
1997). Nao obstante, essa concentracdo pode variar dependendo das caracteristicas do
inibidor e da peptidase alvo. Por outro lado, as plantas podem anular o efeito do transgene
(IP) quando a especificidade desse inibidor sdo as mesmas que as dos inibidores enddégenos
(Jongsma e Bolter 1997). Esse problema pode ser recorrente devido as plantas possuirem
um amplo espectro de diferentes inibidores.

Os inibidores de enzimas proteoliticas podem ser usados para a protecdo das
culturas de forma mais amigavel com o ambiente. A engenharia genética tem sido explorada
para produzir plantas com genes que codificam inibidores para melhorar a resisténcia a
insetos (Jmel et al. 2021). Atualmente, prévios estudos in silico mostram os inibidores que
poderiam ter maior atividade inibitéria, inclusive antes de que o gene fosse ser inserido na
planta. Alguns inibidores tem sido desenhados com ferramentas computacionais para
bloguear enzimas proteoliticas especificas e tem sido usados com sucesso no controle de
pragas (Hemmati et al. 2021). Nao obstante, 0s insetos conseguem superar o efeito anti-

nutricional dos IPs.

2.5. Mecanismos de adaptacao de insetos aos inibidores de peptidase de plantas

Assim como as plantas desenvolveram inibidores para se proteger das enzimas
digestivas dos herbivoros, os insetos também desenvolveram diversos mecanismos de
adaptacdo para subverter os mecanismos de defesa das plantas. Jongsma e colaboradores
(1995) revelaram pela primeira vez as estratégias adaptativas dos insetos aos IPs. Os autores
demostraram que lagartas de Spodoptera exigua sdo capazes de produzir peptidases

insensiveis aos inibidores produzidos pelas plantas. Na mesma época, Broadway (1995)
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demostrou que nem todas as peptidases digestivas dos insetos séo susceptiveis os inibidores
de plantas. Posteriormente, outros estudos surgiram indicando que os insetos sdo capazes
de secretar enzimas insensiveis ou aumentar a producao de enzimas sensiveis, em resposta
a ingestao de inibidores de peptidase (Broadway 1997; Jongsma e Bolter 1997). O anterior
demostrou a capacidade adaptativa dos insetos aos inibidores de peptidase de plantas.
Estudos em nosso laboratério demostraram que lagartas de Spodoptera frugiperda
conseguem se adaptar a alimentacdo com IP provavelmente por alteracbes na atividade
triptica e quimotriptica das enzimas digestivas das lagartas (Paulillo et al. 2000). Como
resultado da adaptacao aos inibidores, as lagartas dessa espécie de lepidoptera conseguem
obter o mesmo crescimento e desenvolvimento comparado com lagartas alimentadas sem
inibidores. Outro estudo do laboratério mostrou 0 mecanismo o adaptativo das lagartas da
broca do algodoeiro Heliothis virescens aos inibidores de peptidade de plantas de fumo. Neste
caso, mostrou-se pela primeira vez que a adaptacéo aos inibidores de peptidase se dava pela
oligomerizacdo das serino peptidases, ou seja, associa¢gdes de tripsinas e quimotripsinas em
compostos de alto peso molecular eram insensiveis a acao dos inibidores (Brito et al. 2001).
As estratégias adaptativas dos insetos polifagos aos inibidores de peptidases foram
reveladas em investigacdes posteriores. Por um lado, Bown et al. (2004) demostrou que a
expressao de um conjunto de genes de endopeptidases de H. armigera aumenta em resposta
a alimentacdo com inibidores de peptidase. Nao obstante, depois de um periodo de
exposicao, ocorre uma reducdo da expressao de genes de endopeptidases cujos produtos
séo sensiveis a agao dos inibidores. Esse mecanismo de retroalimentagao, “feedback”, sugere
um tipo de comunicagdo para selecionar as peptidases que devem ser mantidas. Outro
mecanismo de tipo “shotgun”, que sugere um aumento geral do conjunto de genes de
peptidase em resposta aos inibidores, foi identificado em lagartas de S. frugiperda (Brioschi
etal.,, 2007). Segundo os autores, a estratégia adotada por esta espécie pode ser
metabolicamente mais custosa para o inseto, mas também poderia aumentar as chances de
adaptacédo. Depois, De Oliveira et al. (2013) comprovaram que a ingestdo de inibidores
aumenta globalmente a transcricdo de peptidase de tripsinas e quimotripsinas em S.
frugiperda. Além disso, os autores mostraram que a transcricdo dos genes SfTry5, SfTry7 e
SfChy5 conferem resisténcia aos inibidores tipo Kunitz e Bowman-Birk. Os autores ainda
indicaram que a estratégia de adaptacdo aos inibidores provavelmente seja a formacgéo de
oligdmeros de tripsina, o qual dificultaria a interacdo das enzimas com os inibidores alvos.
Uma andlise filogenética de varias espécies revelou que os genes de tripsinas sao
agrupadas em um mesmo clado, o qual é composto exclusivamente de sequéncias da familia
Noctuidae (Dias et al., 2015). Recentemente, Souza et al. (2016) demostraram que 0 mesmo
conjunto de genes é regulado positivamente em resposta aos inibidores de peptidase de

plantas. Os autores sugerem que essa caracteristica é ausente em D. saccharalis e que
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poderia ser uma das razbes subjacentes a alta susceptibilidade deste tipo de insetos
especialistas aos inibidores de peptidase. Além disso, estudos prévios de Souza (2013)
mostraram que padrBes de expressdo genes de tripsinas e quimotripsinas alterados em
resposta a alimentagcdo com inibidores de peptidase eram transmitidos na geracdo seguinte
em lagartas de S. frugiperda. Estes resultados indicam que existe um mecanismo de alteracao
da cromatina que regula a expressdo desses genes e que sdo conservados através da
meiose. Portanto, algum mecanismo epigenético, até hoje ndo descrito, pode estar atuando

na heranca dos padrdes de expressao desses genes.

2.6. Epigenética

O termo epigenética foi proposto por Conrad Waddington (1942) quem a definiu como
“o ramo da biologia que estuda as interacdes causais entre 0s genes e seus produtos, que
dao origem ao fenétipo”. Waddington teorizou mecanismos epigenéticos a partir de estudos
avaliando a influéncia do ambiente no desenvolvimento fenotipico de Drosophila. Atualmente,
o prefixo “epi” € utilizado na epigenética molecular para indicar que existe um mecanismo
operando acima dos genes.

A definicao de epigenética tem sido alterada com os avangos da genética molecular.
Holliday e Pugh (1975); Riggs (1975) publicaram os primeiros manuscritos sobre o papel da
metilacdo do DNA sobre a expressdo de genes. Embora o termo epigenética ndo foi
mencionado, os estudos demostraram a existéncia de um mecanismo que controla a
expressdo de genes. A relacdo entre a metilagdo do DNA e a epigenética foi descrita
posteriormente por Russo et al. (1996) que postularam uma das definicdes de epigenética
mais citadas: “estudo das alteragbes hereditarias mitoticamente e/ou meioticamente na funcao
dos genes que nado podem ser explicadas por altera¢cdes na sequéncia de DNA”. Esta
definicdo envolve trés aspectos importantes: 1) alteragdes epigenéticas afetam a expresséo
dos genes, 2) as mudancas epigenéticas precisam ser estaveis e 3) ndo envolvem
modificacBes na sequéncia do DNA.

Inicialmente, a definicdo envolvia exclusivamente as mudangas na expressao de
genes herdaveis, restringindo as mudancas transitorias, como as indexacdes epigenéticas
envolvidas no reparo do DNA ou as modificacdes de histonas que ocorrem nas fases do ciclo
celular. Portanto, surgiu a necessidade de unificar dois fenbmenos epigenéticos
contrastantes: por um lado, as histonas podem sofrer rapidas modificacbes, enquanto a
metilacdo do DNA pode ser estavel durante muitos ciclos celulares. Assim, o britanico Adrian
Bird (2007) redefiniu epigenética como “a adaptagao estrutural de regides cromossdmicas

para registrar, sinalizar ou perpetuar o estado de atividade alterada”. Esta definicdo inclui tanto
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as modificacdes transitérias como as mudancas estaveis mantidas através de multiplas
geracOes de células.

No entanto, a herdabilidade foi considerada novamente um critério de definicdo dos
fenbmenos epigenéticos em uma edicao especial da Science no ano 2010. De acordo com
Bonasio et al. (2010) o sistema epigenético deve ser “herdavel, auto-perpétuo e reversivel”.
Os autores definiram os fendbmenos epigenéticos como 0s elementos que passam de uma
geracdo a seguinte por retroalimentacdo positiva através do citosol ou fisicamente nos
cromossomos durante a divisdo celular. O novo conceito de epigenética excluiria as
modificagBes transitérias como as indexacdes epigenéticas associadas ao reparo do genoma
e incluiu outras moléculas juntamente com o DNA, como os prions.

Nos ultimos anos a definicdo de epigenética foi estendida novamente. Segundo
Cavalli e Heard (2019) a epigenética pode ser definida como “o estudo de moléculas e
mecanismos que podem perpetuar estados alterados de atividade génica no contexto da
mesma sequéncia de DNA”. A definicdo abrange novamente estados da cromatina ou padrdes
de expressdo de genes que ndo atravessam a divisdo celular, como por exemplo nos
neurdnios que possuem vida longa na etapa pds-mitética. A definicdo sugere incluir o estudo
do DNA das células do organismo para a heranga mitética, como também o DNA de qualquer
outro organismo envolvido na heranga transgeracional, como por exemplo o DNA da

microbiota.

” ”

Bidlogos evolutivos sugerem termos de heranga “ndo genética” “extra-genético” “exo-
genético” para agrupar todos os fatores associados ao genoma que podem alterar a
expressdo do genoma de um organismo e afetar a expressao de genes na prole. A definicdo
abrange 0s mecanismos associados ao genoma e fatores citoplasmaticos (RNAs dos
parentais, proteinas, horménios ou nutrientes) os quais podem ser potencialmente
reguladores da transcricdo génica. Embora a definicdo seja mais abrangente, Adrian-
Kalchhauser et al. (2020) assegura que é imprecisa devido a principalmente trés fatores:
mecanismos genéticos e epigenéticos herdados séo funcionalmente interdependentes. Em
segundo lugar, processos como a metilagdo do DNA atuam em uma multiplicidade de
maneiras dependendo da espécie e do mecanismo de inducao. Finalmente, a maioria dos
epialelos nédo sdo definidos em um local especifico do genoma, mas sao probabilisticos,
induzidos por fatores regulatérios interativos. O mesmo autor sugere que a “regulacéo
genética herdada” (IGR, inherited gene regulation) poderia ser uma definicdo mais concisa e
engloba todos os fatores herdados que modificam a regulagcdo de transcritos ha
descendéncia. Assim, a plasticidade transgeracional poderia ser especificada com prefixos
(por exemplo, IGR mediada por metilacdo de DNA).

Atualmente, ainda continua o debate para se definir um marco de estudo da

epigenética. A fim de direcionar ao leitor, foi considerado como “heranga epigenética” para a
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conservacao de fenétipos adquiridos através da mitose ou meiose e “mecanismo epigenético”
para indicar o papel das marcas da cromatina envolvidas na regulacdo de expressédo de
genes. Os dois processos de regulacdo génica que ocorrem entre células ou individuos, sdo
essenciais no desenvolvimento, comportamento, na adaptacdo dos organismos ao meio
ambiente, entre outros processos fisioldgicos. A seguir, descrevemaos alguns exemplos sobre

os fenbmenos epigenéticos em insetos.

2.7. Fenbmenos epigenéticos em insetos

Os fenbmenos epigenéticos podem ter grande valor adaptativo na evolucdo dos
insetos, considerando que a grande maioria dos estimulos ambientais ndo afetam a sequéncia
do DNA. As modificacdes epigenéticas respondem rapidamente ao ambiente, gerando novos
fendtipos potencialmente Uteis para adaptacdo dos organismos as condi¢cdes de estresse.
Assim, a capacidade de resposta das modificagbes epigenéticas aos estimulos ambientais
podem ter um papel critico na plasticidade fenotipica e na adaptacdo dos insetos ao seu
respectivo habitat.

A plasticidade fenotipica € um fenémeno intrinsicamente relacionado com a influéncia
do ambiente sobre o gendtipo. A plasticidade fenotipica ocorre em todos os organismos e €
definida como a capacidade de um genétipo Unico para exibir uma gama de fenétipos. As
mudancgas fenotipicas nos organismos sdo adquiridas pela exposi¢éo a fatores bidticos ou
abioticos. Estes fatores ndo necessariamente sédo condi¢cdes que causam disturbios evidentes
no equilibrio dos insetos ou que provocam efeitos prejudiciais. Ou seja, na auséncia de uma
resposta ao fator indutor do polimorfismo néo necessariamente causa doenca ou a morte dos
organismos. Portanto, qualquer estimulo ambiental (condicbes de estresse ou ndo) pode
causar modificagfes no epigendma dos seres vivos (epimutagoes).

A dieta € um dos principais fatores que causam modificacbes nos padrbes de
metilacdo do DNA e acetilagdo de histonas em animais, gerando novas caracteristicas
fenotipicas (Burdge et al. 2007; Faulk e Dolinoy 2011). Em camundongos, por exemplo, uma
série de caracteristicas contrastantes podem ser controladas nas progénies alterando o tipo
de alimentacdo da méae (Waterland e Jirtle 2003). De forma similar, o desenvolvimento dos
insetos parece estar projetado pelo estado nutricional. Larvas de abelhas alimentadas com
geleia real sdo destinadas a se tornarem rainhas por meio da reprogramacao epigenética
(Kucharski et al. 2008). O metiloma das abelhas pode ser alterado pela alimentacéo diferencial
causando mudancas discrepantes nas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas (Kucharski

et al. 2008). De esta forma é determinada a trajetéria do desenvolvimento das larvas das
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abelhas (geneticamente idénticas) até se tornarem operdrias ou rainhas (Kucharski et al.
2008).

A intensidade do estimulo (intensidade, duracao etc.) nem sempre estd associada a
magnitude da resposta fenotipica. Inclusive, os insetos podem fornecer fenétipos discretos
em resposta as mudancas do ambiente como no caso do polifenismo. Embora em alguns
organismos existe uma relacdo direta entre as mudancas na norma de reacdo e as
modificacBes epigenéticas. Por outro lado, nem todas as alteracbes nos mecanismos
epigenéticos produzem mudancas fenotipicas evidentes. Alguns estimulos ambientais
causam alteracbes na estrutura da cromatina ou na regulacdo de genes (fenétipos
moleculares) que podem ser transmitidos sigilosamente a prole (Grunau et al. 2019). Assim,
os fendtipos adquiridos podem ter efeitos adaptativos. Por exemplo, a exposi¢cao de lagartas
da H. armigera a doses néo letais de toxinas do organismo Bacillus turingensis (toxinas Bt)
durante 12 geracbes causa uma resposta metabllica que pode ser transmitida
epigenéticamente a prole (Rahman et al., 201la). Os autores asseguram que estes
mecanismos epigenéticos podem estar envolvidos na tolerancia adquirida de lagartas da H.
armigera as toxinas Bt.

A heranca de caracteristicas adquiridas em insetos tem sido estudada desde muito
antes de que se ouvisse falar de epigenética. Em um experimento pioneiro, Durken (1923)
demonstrou que lagartas da couve (Pieris brassica) que sao expostas a luz laranja produzem
uma maior porcentagem de pupas verdes (66%), e que esta caracteristica pode ser
transmitida & geracao seguinte. De tal forma que, quando a segunda geracao é exposta a luz
laranja, a propor¢do de lagartas verdes aumenta em torno de 64% em comparagdo com
lagartas expostas a luz comum. A nosso conhecimento, este experimento revelou pela
primeira vez a transferéncia transgeracional de caracteristicas em insetos, que foram
adquiridas pela exposi¢éo a fatores ambientais.

Os estimulos ambientais podem induzir uma resposta que pode ser transmitida por
mais de uma geracgdo. Estudos epigenéticos em multigeracdes sao poucos e dificilmente é
possivel isolar o componente genético e ambiental. Mutagcdes em D. melanogaster, por
exemplo, podem provocar mudancgas epimutacdes estaveis que podem ser transmitidas por
mais de uma geragdo (Cavalli e Paro 1998; Dorn et al. 1993; Xing et al. 2007). Rearranjos
gendmicos (inversdes, translocacoes, transposicdes, insercdes de transgenes) podem deixar
genes eucromaticos expostos aos efeitos do silenciamento como consequéncia da nova
posicdo adjacente a heterocromatina. Essa estrutura altamente compactada, alberga poucos
ou nenhum gene, e é tipica de teldomeros e centrobmeros e esta distribuida na periferia do
ndcleo das células. O silenciamento dos genes pode ser consequéncia do espalhamento da

heterocromatina pela iniciagdo em um local incorreto. Uma segunda hip6tese (n&o exclui a
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primeira) € que o0s genes de regides eucromaticas sdo arrastados a compartimentos
especificos para seu empacotamento. Mais 150 genes tém sido identificados em D.
melanogaster como modificadores de variegacao por efeito de posicéo (PEV, position-effect
variegation) chamados Su(var) ou E(var) para supressores ou intensificadores de PEV,
respetivamente (Schotta et al. 2003). A maioria de genes detectado ndo tem uma funcéo
conhecida, enquanto alguns produtos deste grupo de genes atuam como remodeladores da
cromatina e modificadores de histonas (Schotta et al. 2003).

Apesar da complexidade das bases moleculares epigenéticas, alguns estudos foram
publicados. Por exemplo, a exposicdo de mosquitos parentais Aedes albopictus a inseticidas
reduz a sensibilidade da prole até por duas gera¢gdes consecutivas, mesmo em auséncia do
estressor quimico (Oppold et al. 2015). Os autores asseguram que padrées de metilacdo do
DNA sao formados no genoma dos insetos parentais e transmitidas de forma estavel aos
descendentes. Os mecanismos gque conferem a impressédo ambiental nos seres vivos a longo
prazo sdo desconhecidos, embora exista evidéncia de que as marcas epigenéticas podem
resistir a reprogramacgao germinal durante muitas geracdes. Segundo Remy (2010) a atragéo
aos sinais olfativos do nematoide Caenorhabditis elegans pode ser transmitida para a proxima
geracdo de forma transitéria (somente a primeira geracdo). Ndo entanto, a heranca
transgeracional da mesma caracteristica pode se tornar estavel quando os organismos sdo
expostos quatro geragdes sucessivas ao mesmo estimulo (Remy 2010). De tal forma que, na
auséncia dos odores desencadeantes, a impresséao olfativa foi herdada ao longo de pelo
menos 40 geracgles. Este estudo indica que a natureza do estimulo pode ter uma influéncia
na estabilidade das marcas epigenéticas ao longo das geragfes. Outro exemplo interessante
sob a heranca epigenética estavel ao longo de geragdes foi descoberto em flores de Linaria
vulgaris. Os fendtipos com flores de simetria radial, reportados inicialmente por Linneus,
diferiam das plantas de tipo selvagem com flores de assimétricas bilaterais. Um estudo
posterior demostrou que o silenciamento génico por hipermetilacdo do locus Lcyc € o
mecanismo responsavel do desenvolvimento atipico da flor de L. vulgaris (Cubas, Vincent, e
Coen 1999). De tal forma que, a heranca epigenética desta caracteristica tem sido mantida
por pelo menos 260 anos (Cubas et al. 1999). Embora é desconhecido o nimero de geracdes
que sao necessarias para restabelecer a marca epigenética. Assim, a plasticidade
comportamental adaptativa pode ser assimilada no genoma dos seres vivos depois de certo
namero de geracdes expostas ao mesmo estimulo.

A conservacgao meiética da estrutura da cromatina dos centrdmeros e telémeros, séo
o exemplo mais concreto de heranca epigenética gamética. De forma similar, certas regides
do genoma poderiam ser naturalmente resistentes a reprogramacao germinal (Youngson e
Whitelaw 2008). Varios estudos indicam que perturbacdes do epigendma podem levar varias

geracgOes até retornar ao seus estado inicial (Youngson e Whitelaw 2008). Esfor¢os estédo
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sendo realizados desde varias frentes e as bases moleculares sdo cada vez mais bem

compreendidas.

2.8. Metilacdo do DNA em insetos

A metilacdo do DNA ocorre em quase todos 0s organismos eucariotos, mas o
conteudo de metilacdo do DNA varia amplamente em os diferentes organismos. Em insetos,
o nivel de metilacdo do DNA é relativamente baixo comparado com outros organismos. Esses
niveis de metilacdo do DNA véao depender da heterogeneidade do genoma e atividade de
elementos de transposicdo (Redchuk et al. 2012). Assim, o conteldo de 5-metilcitosina em
insetos varia entre 0 e 3%, enquanto que o genoma de plantas pode ter até 30% de citosinas
metiladas (Field et al. 2004). Particularmente, em H. armigera andlises de contetdo global da
5-metil-citosina indicam que possui ao redor do 0,9% de citosinas metiladas (Jones et al.
2018). Os mesmos autores revelam que o contetdo de metilacdo do DNA é conservado nas
diferentes fases do inseto.

Estudos de metiloma revelam uma associacdo entre o grau de metilacdo do DNA e
a adaptacao ecolégica. Em gafanhotos, por exemplo, densos niveis de metilacdo em
sequéncias génicas e transposons que sdo homogeneamente metilados revelam as bases
moleculares do polifenismo nestes organismos (Falckenhayn et al. 2013). Curiosamente, 0
alto contetdo de metilagéo global em insetos polifagos como gafanhoto (1,3%) (Falckenhayn
et al. 2013) e H. armigera (Jones et al. 2018) é contrastante com 0s baixos niveis dos insetos
gue geralmente é ao redor de 0,1%. O alto nivel de metilag&o significa que a metilacdo do
DNA poderia ter um papel na preferéncia alimentar.

Por outro lado, a reducdo de nivel de metilacdo do DNA é causada por diferentes
tipos de estresse e pode ser um importante mecanismo na adaptacdo ambiental. Estudos
demostram que os fatores de estresse quimico reduzem o nivel global de metilagdo do DNA
em Aedes albopictus (A. Oppold et al. 2015). Os autores indicam que a redugéo do contetdo
de citosinas metiladas teve uma correlacao significativa com a resisténcia a inseticidas. Além
disso, as mudancas fenaotipicas e de metilacdo do DNA foram herdaveis por pelo menos duas
geracdes. Estudos de Rahman, Baker, Powis, Roush, e Schmidt, (2010) demostraram que
algum tipo de mecanismo transiente em insetos de P. xylostella é responsavel pela resisténcia
a pesticidas e que depois desaparece em auséncia de pressdo de selecdo. Os autores
sugerem que esses estados imunes dos insetos séo transmitidos pelo menos em parte por
mecanismos epigenéticos

Em contraste, a desmetilacdo do DNA altera mudancas fenotipicas em insetos.

Pegoraro, Bafna, Davies, Shuker, e Tauber, (2016) conseguiram alterar os padrbes de
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metilacdo do DNA incorporando 5-azacytidine na dieta dos adultos e através do “knockdown”
de genes metiltransferase em Nasonia. Em ambos os casos, a desmetilagcdo do DNA suprimiu
a resposta dos insetos ao fotoperiodo. De forma similar comprovou-se que a metilagdo do
DNA tem um papel no comportamento das abelhas em funcdo da alimentacao. De tal forma
gue o tipo de nutricdo modifica padrdes de metilacdo do DNA em A. melifera e mudancas de
padrBes de expressdo de genes entre abelhas rainhas em comparacdo com zangdes e
abelhas operarias (Strachecka et al. 2015). Os estudos citados indicam que a metilacdo do
DNA pode ter um papel importante na adaptacdo ambiental pelo controle da expresséo de

genes.

2.9. Modificagdes poOs-traducionais de residuos de histonas em insetos

As histonas sdo a unidade basica da cromatina e sdo as principais proteinas
presentes no nucleossomo. Cada nucleossomo € composto por duas cépias de cada histona
(H2A, H2B, H3 e H4) e uma fita de DNA ao redor de 146 pb. As histonas sdo proteinas de
baixo peso molecular altamente conservadas entre eucariotos e alguns procariotos. As
regibes C-terminais dessas proteinas se projetam da estrutura do nucleossomo e sao alvos
de modificacbes poés-translacionais, como acetilacdo, (mono-, di- e tri-) metilacdo e
fosforilagdo. Como resultado dessas modificagbes ocorrem alteragbes na estrutura da
cromatina que afetam processos reguladores do DNA como replicagdo do DNA, reparacao do
DNA e expressdo de genes. Algumas dessas alteragBes sdo transmitidas durante em
linhagens celulares e entre geragfes, sendo chamado de heranca epigenética.

O papel das modificagBes de histonas no desenvolvimento dos insetos ndo tem sido
tdo explorado como, por exemplo, a metilacdo do DNA. No entanto, uma reviséo realizada por
Burggren, O 'callaghan, Finne, e Torday (2016) revelam mais de 160 modifica¢cdes de histonas
descritas em insetos. A técnica de espectrometria de massas tem sido utilizada para identificar
variantes e modificacdes pos-traducionais de histonas no genoma de insetos. Assim, essa
técnica é frequentemente aplicada para identificar as modificagcdes da cromatina em funcao
de diferentes tipos de estresse e abre a possibilidade de compreender a funcdo dessas
modificacBes na adaptacdo dos insetos ao ambiente.

Frequentemente, a verificacdo do papel das variantes e MPT de histonas tém sobre
o controle de expressao de genes é realizado utilizando técnicas de imunoprecipitacdo da
cromatina — ChlIP. Por meio dessa técnica Lu, Denlinger, e Xu (2013) demostraram que a
trimetilacéo da lisina 27 da histona H3 (H3K2me3) afeta a transcricdo do gene PTTH em H.
armigera, o qual afeta diretamente o tempo de desenvolvimento do inseto. Assim, 0s autores

sugerem que o desenvolvimento da metamorfose da H. armigera esta regulado em parte por
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modificacBes epigenéticas. A técnica de imunoprecipitacdo da cromatina também tem sido
utilizada para revelar os mecanismos moleculares responsaveis pela regulacdo de expressao

de genes que atuam no processo de diapausa em insetos de H. armigera (Bao et al. 2011).
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3. CAPITULO 2 - A ADAPTACAO DE LAGARTAS DE Helicoverpa armigera AOS
INIBIDORES DE PEPTIDASE DE SOJA PODE SER MEDIADA POR HERANCA
EPIGENETICA

Resumo

Fenotipos moleculares induzidos por estimulos ambientais podem ser
transmitidos & descendéncia por heranga epigenética. A fim de verificar se a
adaptacdo dos insetos generalistas aos mecanismos de defesa das plantas pode
envolver um controle epigenético, dois insetos polifagos Helicoverpa armigera
foram alimentados com dietas artificiais suplementadas com inibidores da
peptidase de soja (IPs). As moléculas anti-nutricionais ndo causaram nenhum
efeito negativo nos parametros adaptativos dos insetos. A regulacédo de enzimas
digestivas foi 0 mecanismo mais importante responsavel pela adaptacdo de os
dois insetos geralistas ao efeito anti-nutricional dos IPs. Analise de RNA-seq do
sistema digestivo da primeira geracao (lagartas alimentadas com e sem IPs) e das
progénies de larvas da H. armigera expostas aos IPs (lagartas alimentadas sem
IPs) revelou que grande parte do perfil transcricional é transmitido por heranca
epigenética. Aproximadamente 40% do perfil transcricional induzido pelos IPs foi
transmitido de uma geracdo a seguinte, mesmo quando as progénies nao foram
expostas a dieta com IPs. Desta forma, foram identificados 496 epialelos
potenciais que podem ser transmitidos por pelo menos uma geracdo. Este
trabalho sugere que mecanismos epigenéticos podem fazer parte da maquinaria
molecular de coloniza¢do ao amplo numero de plantas hospedeiras, influenciando
0 curso evolutivo de H. armigera.

Palavras-chave: Tripsinas, quimotripsinas, epigenética, Helicoverpa armigera,
metilacdo do DNA, plasticidade fenotipica, insetos polifagos.

Abstract

Molecular phenotypes induced by environmental stimuli can be transmitted
to offspring through epigenetic inheritance. In order to verify whether the
adaptation of generalist insects to plant defense mechanisms may involve
epigenetic control, two polyphagous insects Helicoverpa armigera and Spodoptera
frugiperda were fed artificial diets supplemented with soy peptidase inhibitors
(SPI). Anti-nutritional molecules had no negative effect on the adaptive parameters
of insects. The regulation of digestive enzymes was the most important mechanism
responsible for the adaptation of the two generalist insects to the anti-nutritional
effect of SPI. RNA-seq analysis of digestive system of the first generation (larvae
fed with and without SPI) and of the progenies of H. armigera larvae exposed to
SPI (larvae fed without SPI) revealed that a large part of the transcriptional profile
was transmitted by epigenetic inheritance. Approximately 40% of the SPI-induced
transcriptional profile was transmitted from one generation to the next, even when
the progenies were not exposed to the SPI diet. Thus, 496 potential epialleles can
be transmitted for at least one generation. This work suggests that epigenetic
mechanisms may be part of the molecular machinery of colonization to a large
range of host plants, influencing the evolutionary course of H. armigera.

Keywords: Trypsins, chymotrypsins, epigenetics, Helicoverpa armigera, DNA
methylation, phenotypic plasticity, polyphagous insects.
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3.1. Introducéo

Nada existe para sempre. Desde as estrelas até os atomos que as compdem tem um
destino fatal no universo (Verresen, Moessner, e Pollmann 2019).

A vida parece desejar a imortalidade. Uma das caracteristicas fundamentais dos
seres vivos é a necessidade de propagar informagdes metabdlicas do ambiente ao longo do
tempo (Kempes e Krakauer 2021). Provavelmente desde o surgimento das primeiras células
primitivas foram necessarios mecanismos para transmitir informacdes adaptativas a traves do
tempo. As analises filogenéticas e registros fésseis suportam que o surgimento da vida ha
mais de 4 bilhdes de anos (Hedges 2002; Nutman et al. 2016), mas apenas ha sete décadas
foi descoberto a estrutura da molécula que armazena a informagao genética nos seres vivos
(Watson e Crick 1953). Mais recentemente tem sido revelados novos mecanismos
responsaveis do fluxo da informacao entre geracdes de seres vivos, 0 que geralmente esta
associado ao campo de estudo da epigenética.

Os avancos da biologia molecular tém contribuido a redefinir a epigenética inUmeras
vezes. O vinculo entre a metilacdo do DNA e expressao génica levantou uma das definicbes
de epigenética mais citadas “estudo das alteragbes hereditarias mitoticamente e/ou
meioticamente na funcdo dos genes que ndo podem ser explicadas por alteracbes na
sequéncia de DNA” (Russo et al. 1996).

Os estimulos ambientais podem afetar o epigendbma dos insetos (epimutagfes)
alterando os padrdes de reprogramacao transcricional, que em alguns casos sédo herdados
ao longo de geracdes (epialelos). Os principais mecanismos moleculares responsaveis do
fluxo de informacédo epigenética em insetos incluem os RNAs ndo codantes, a metilagdo do
DNA e as modifica¢Bes de histonas (Glastad, Hunt, e Goodisman 2019). Estes mecanismos
epigenéticos sdo responsaveis por traduzir os estimulos ambientais a caracteristicas
fenotipicas herdaveis que podem influenciar significativamente a selecdo natural (Mukherjee
et al. 2017).

Registros da heranca de caracteristicas adquiridas existem desde antes que se
ouvisse falar de epigenética. A nosso conhecimento, o primer experimento registrado de
heranca epigenética em insetos foi descrito por Durken (1923). Os autores demostraram que
0 cumprimento de onda da luz pode influenciar a cor das progénies das lagartas da couve
(Pieris brassica), mesmo na auséncia do estimulo. Publicacfes posteriores suportam a ideia
da heranca epigenética transgeracional em insetos (revisado por Matsuura, 2020; Mukherjee
e Vilcinskas, 2019). Por exemplo, a resisténcia a toxinas em H. armigera (Rahman et al.
2011a), a resisténcia a inseticidas em Aedes albopictus (A Oppold et al. 2015) Galleria
mellonella (Mukherjee et al. 2017), a cor do olho em Drosophila (Ciabrelli et al. 2017). A dieta

€ um dos principais fatores que causam modificacfes epigenéticas em insetos (Chittka e



41

Chittka 2010; Mukherjee, Twyman, e Vilcinskas 2015) e outros animais, afetando diretamente
os padrdes de metilacdo do DNA e acetilagédo de histonas (Burdge et al. 2007; Faulk e Dolinoy
2011). Em camundongos, por exemplo, uma série de fenétipos discrepantes podem ser
formados nas progénies alterando o tipo de alimentacdo da méae (Waterland e Jirtle 2003).
Em humanos é amplamente aceito que restricées nutricionais das maes causam modificacdes
epigenéticas que sdo transmitidas por heranca materna ao embrido por mais de uma geracao
(Godfrey et al. 2007; Pentecost e Meloni 2020; Ramirez-Alarcén et al. 2019).

Inclusive, o desenvolvimento dos insetos parece estar projetado pelo estado
nutricional dos estagios imaturos. O metiloma das abelhas pode ser alterado pela alimentacao
com geleia real determinando a trajetéria do desenvolvimento das larvas (geneticamente
idénticas) até se tornarem operarias ou rainhas (fenotipicamente discrepantes) (Kucharski et
al. 2008). Certamente, o polifenismo em organismos que sdo genéticamente iguais € um
assunto espinhoso para ser explicado exclusivamente pelo determinismo genético.

Os insetos polifagos como a H. armigera e Spodoptera frugiperda sdo exemplos de
raridades evolutivas. Loxdale et al. (2011) asseguram que 0s insetos generalistas sdo uma
improbabilidade evolutiva na natureza. A selecao natural dirige as espécies animais a nichos
ecoldgicos especializados, de tal forma que a evolugdo ndo poderia operar na formacao
espécies generalistas (Loxdale et al. 2011). A teoria de que a evolucdo da preferéncia a
especializagdo esta apoiada em que o 98% dos insetos herbivoros sdo especialistas e
constituem quase a metade de todas as espécies eucariotas da terra (Silva e Clarke 2020).
Mecanismos moleculares de regulagdo transcricional tem sido propostos para explicar a
polifagia em insetos (Malka et al. 2021; Souza et al. 2016).

A reprogramacao transcricional esta intrinsicamente relacionada com os mecanismos
epigenéticos (Chittka e Chittka 2010; Mukherjee et al. 2017). Os mecanismos subjacentes da
transferéncia da informacao epigenética das células somaticas as células germinativas, sao
pobremente compreendidos. Aqui desafiamos o dogma do determinismo genético, sugerindo
gue grande parte dos fenétipos moleculares adquiridos podem ser transmitidos por heranca

epigenética, e alguns caracteres podem ter valor adaptativo.

3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Extracdo de inibidores de peptidase de soja

Os IPs foram extraidos de sementes da variedade Poténcia (BMX POTENCIA RR).
Uma porcdo de 100 g foi triturada no liquidificador usando 1 L de solucdo salina (NaCl 0,15
M) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo foi filtrada em oito

camadas de gaze para facilitar a remocao do material sélido. Uma etapa posterior de
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separacao por densidade foi realizada a 3000xg durante 20 minutos a 4 °C. Ap0s coletar o
sobrenadante e calcular o seu volume, foi acrescentada acetona gelada em condicfes de
agitacao até alcancar uma concentracdo aproximada de 70% (v/v). O estrato foi precipitado
por centrifugacdo a 6000xg durante 20 minutos a 4 °C. Finalmente, o precipitado foi liofilizado

durante 72 horas para remover a acetona residual do extrato semipurificado de IPs.

3.2.2. Andlise da concentracdo dos inibidores

A quantidade de proteinas no concentrado foi determinada de acordo com a
metodologia desenvolvida por Bradford (1976), usando albumina sérica bovina (BSA) como
padrao. Para determinar o potencial inibitério do concentrado de IPs sobre a atividade
proteolitica, foi realizada uma curva padrédo quantificando a atividade triptica remanescente
de aliquotas de tripsina bovina incubadas com doses crescentes do concentrado de IPs. A
quantificacdo da atividade triptica foi determinada utilizando o substrato cromogénico N-
benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BApNA) (Erlanger, Kokowsky, e Cohen 1961) que é
especifico para tripsinas.

As leituras de absorbancia para avaliagdo da atividade da tripsina foram realizadas
em cubetas de quartzo de 3 ml. Nestes recipientes foram adicionados 100 pL de tripsina a
uma concentracao de 15,4 pg/ml em 0,001N HCI, 2,6 ml de tampéao (0,046M Tris-HCI, pH 8,1
com 0,0115M CacCl,), concentragdes crescentes do extrato IPs (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 50,
80 e 100 pl) e 0,3 ml do substrato TAME (0,01M). A concentracdo de tripsina inicial foi de 1
mg/ml de tripsina (Sigma) em 0,001M HCI. Essa concentracao foi confirmada por absorbancia
a 280 nm (mg tripsina por ml=Abs2s0*0,70). O espectrofotdmetro foi zerado com uma solugéo
contendo todos os componentes do ensaio menos a tripsina e o extrato de IPs. Doses
crescentes do concentrado proteico IPs foram incubados com a solucdo de trabalho de
tripsina e 200 L de tampéao durante 5 minutos a temperatura ambiente. Depois do periodo de
incubacédo, adicionou-se o restante do tampé&o e do substrato. Por dltimo, as leituras de
absorbancia a 247 nm foram registradas a cada 30 segundos durante os 4 minutos
imediatamente depois da adicdo do substrato. Este experimento foi repetido 3 vezes. Para
obtencdo da atividade total da tripsina foi realizado o mesmo ensaio sem a adicdo dos
inibidores.

Os ensaios de inibicdo de quimotripsinas foram realizados como descrito
anteriormente, usando o substrato benzoil-L-tirosina etil ester —-BTEE (Sigma). As leituras
foram realizadas em cubetas de quartzo de 3 ml. Em estes recipientes foi adicionado 100 pL
de quimotripsinas (concentracdo de 15,4 pug/ml em 0,001N HCI), 1,5 ml de tampéo (0.08M
Tris-HCI, pH 7,8 com 0,1M CaCl,) concentragdes crescentes do extrato IPs (0, 1, 3, 5, 10, 15,
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20, 30, 50, 80 e 100 pl) e 1,4 ml do substrato BTEE (0,00107M). A solucdo da quimotripsinas
foi preparada a partir de uma solucao concentrada de 1 mg/ml de quimotripsinas (Sigma) em
0,001M HCI. A confirmacao da concentracdo da enzima realizou-se por absorbancia a 280
nm (mg quimotripsinas por ml = Abs,0*0,49). O espectrofotbmetro foi zerado com uma
solucdo contendo todos os componentes do ensaio menos a solu¢do de quimotripsinas e o
extrato IPs. Doses crescentes de concentrado proteico IPs foram incubados com a solugéo
de trabalho de tripsina e 200 pL de tampao durante 5 minutos a temperatura ambiente. Depois
do periodo de incubacéo, adicionou-se o restante do tampéo e do substrato. Por ultimo, as
leituras de absorbancia a 256 nm, foram registradas a cada 30 segundos durante 0s 4 minutos
imediatamente depois da adicdo do substrato. Este experimento foi repetido 3 vezes para
obter uma média dos incrementos. Para obtencao da atividade total da quimotripsina realizou-

se 0 mesmo ensaio sem a adi¢cao do extrato enriquecido com IPs.

3.2.3. Criacdo e manutencdo de insetos de H. armigera

Os insetos de H. armigera foram cedidos pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra,
responsavel pelo Laboratério de Biologia de Insetos, Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo. As colbnias de insetos foram acondicionadas
individualmente em tubos de vidro, contendo a dieta artificial descrita por Greene et al. (1976)
suplementada ou ndo (dependendo de cada tratamento) com o concentrado ativo de IPs. As
condigbes do ambiente interior da sala de criacdo foram mantidas entorno de 25 °C de
temperatura, 70% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 h (dia: noite). As lagartas foram
expostas a dieta artificial contendo 0,5% (p/v) de IPs desde a eclosdo das lagartas até o final
do experimento. Amostras de intestinos de lagartas de cada tratamento foram coletadas

gquando os insetos atingiram o sexto instar (Gltimo instar) de desenvolvimento.

3.2.4. Andlise fenotipico de insetos de H. armigera expostos aos inibidores

Os insetos foram avaliados diariamente em todas as fases de desenvolvimento. Para
a analise fenotipica na fase de lagartas, popula¢cbes de 150 insetos foram usadas por cada
tratamento. Posteriormente, grupo de 25 adultos casais foram separados em gaiolas
independentes para avaliar o desenvolvimento reprodutivo. Ao longo do experimento foi
avaliado a duracdo e viabilidade de cada fase de desenvolvimento, a sobrevivéncia dos
insetos em cada estagio, 0 nimero de ovos colocados diariamente por fémea, o peso de
pupas com 24 horas de idade. Os dados foram testados quanto a normalidade e

independéncia dos residuos. Posteriormente, foi realizado uma andlise de variancia para cada
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variavel e os tratamentos com diferencias significativas foram comparados utilizando o teste
de Tukey (p<0,05).

3.2.5. Criacédo de geracbes de insetos de H. armigera

Apbs a coleta de uma amostra de insetos da primeira geragdo, as lagartas restantes
foram criadas visando obter uma segunda geracdo. Portanto, as lagartas de cada grupo
continuaram sendo alimentadas com cada tratamento proposto (com e sem IPs) até a atingir
a fase de pupa. As pupas obtidas foram retiradas da dieta com auxilio de uma pinca
higienizada com solucao de sulfato de cobre a 0,65% e colocadas em gaiolas cilindricas de
PVC (20 cm de altura x 25 cm de didmetro). Cada gaiola foi revestida internamente com folhas
de papel sulfite A4 e fechadas na parte superior com tecido tipo tule. Os adultos provenientes
de cada tipo de alimentacdo (com e sem IPs) emergiram dentro das gaiolas e foram
alimentados com solucédo aquosa de mel a 10%. As gaiolas foram mantidas na sala de criacdo
nas mesmas condi¢cfes dos parentais.

As posturas foram retiradas a cada trés dias, e ao mesmo tempo, foi substituida a
solucdo de mel. As posturas contidas no papel e no tecido tipo tule foram recortadas e
colocadas em copos plasticos transparentes (500 ml), juntamente com um pedaco de papel
filtro umedecido com agua destilada para manter a umidade interna. Os copos com as
posturas foram mantidos em camaras climatizadas reguladas a 25 °C e fotoperiodo de 14:10
h (dia:noite) até a eclosdo das lagartas. Estas lagartas recém eclodidas foram transferidas
com auxilio de um pincel fino, para copos plasticos transparentes de 100 ml contendo
novamente os tratamentos de dieta artificial com e sem IPs (de acordo com cada tratamento).
Estas lagartas foram mantidas nas suas respectivas dietas até alcancar o ultimo instar, da
mesma forma que os seus progenitores. O fluxograma do experimento é esquematizado na
(Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma do experimento conduzido para estudar a heranca de padrdes de
expressao génica adquiridos em insetos de H. armigera pela alimentacdo com inibidores de
peptidase de soja.

Nesta fase do desenvolvimento, as lagartas de segunda geracdo foram coletadas
novamente para realizar avaliagdes de expresséo génica. Os resultados foram comparados
com as lagartas da primeira geragéo (expostas ou ndo aos IPs) para estudar o tipo de heranca
transgeracional. Para os estudos de expressao génica foram utilizados intestinos das lagartas
do dltimo instar do desenvolvimento.

A identificacdo massiva de epialelos foi realizada analisando o transcritoma do
sistema digestivo da primeira geracdo (alimentadas com e sem IPs) e segunda geragéo
(progénies das lagartas alimentadas aos IPs) (Figura 1). Um grupo de lagartas foi alimentada
com dieta controle e com IPs (geracéo Fo) como descrito anteriormente. As lagartas dos dois
tratamentos foram criadas com o propésito de obter uma segunda geracdo. As progénies
geradas a partir de um grupo de lagartas expostas aos IPs foram usadas nos experimentos
de RNA-seq. Cada tratamento (dieta controle-Fo, dieta suplementada com IPs-Fo, e progénies
de lagartas expostas aos IPs-F1) foi composto por trés replicatas para um total de 9 unidades
experimentais. Grupos de 10 lagartas foram usados para a extracdo de intestinos de cada
replicata. O RNA total foi extraido usando o kit RNAeasy Mini Plant (Qiagen) seguindo as
instrucdes do fabricante. A qualidade e quantidade do RNA extraido foi determinado por
Nanodrop Spectrophotometer (Thermo Scientific) e a integridade por gel de agarose 1% e

bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc).
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3.2.6. Andlise de RNA-seq

O sequenciamento do RNA foi realizado na empresa NGS Solu¢cées Gendmicas. As
bibliotecas foram preparadas por enriqguecimento de poli A com base no protocolo lllumina
TruSeq Stranded mRNA Sample Prep. O sequenciamento foi realizado na plataforma da
lllumina HiSeq 2500 v4 por meio do protocolo paired-end e os fragmentos esperados foram
de 100 pares de bases (2x100 pb). A andlise de controle de qualidade foi realizada pelo
programa FastQC V 0.11.9 (Schmieder et al. 2011). O pré-processamento dos dados como a
trimagem dos adaptadores foi realizado com o programa Trimmomatic V 0.32 (Bolger et al.
2014). A remocéo foi realizada para os reads de qualidade menor a Phred<35. Da mesma
forma foram removidos os adaptadores oriundos do sistema lllumina. O mapeamento dos
reads no genoma de referéncia da Helicoverpa armigera depositado no NCBI
(GCA_002156985.1 Harm_1.0), foi realizado com o programa STAR V 2.7.0 (Dobin et al.
2013). O mapeamento dos reads nas sequencias codantes foram usados o0s parametros
padréo do programa. Para cada biblioteca foi gerado um arquivo com extensdo bam, contendo
o alinhamento dos fragmentos em relacdo ao genoma de referéncia da H. armigera. A fim de
aumentar a consisténcia e integridade dos dados de RNA-seq descartamos duas amostras
gue apresentaram desvios muito discrepantes (Figura S1-S2), as quais ndo agruparam com
nenhum dos tratamentos. Os genes diferencialmente expressos foram obtidos usando o
pacote DESeq2 (Love et al. 2014) do software R V 4.0.5 (https://www.r-project.org/). Paraisso,
foram usados os resultados de mapeamento dos reads no genoma da H. armigera do software
STAR. Uma vez obtidos os resultados, foram considerados como genes diferencialmente
expressos de forma significativa aqueles que tiveram valores inferiores a p-adjust<0.05, o qual
corrige 0s erros associados com o0s mdultiplos testes. Para cada conjunto de genes
superexpressos ou silenciados parcialmente foram selecionados apenas aqueles com valores
>1 ou < -1 Log2 Fold-Change. Os genes diferencialmente expressos identificados foram
usados para a constru¢do de diagramas de Venn, no programa R V 4.0.5 (https://www.r-

project.org/).

3.2.7. Mineracéo de dados de RNA-seq depositados no NCBI

Os dados brutos de experimentos de RNA-seq de H. armigera foram baixados do
NCBI. Foram selecionados experimentos que usaram o tecido de intestino para a extracéo de
acidos nucleicos e posterior quantificacdo de transcritos. A sequéncia de reads brutos (SRR)
estdo descritas na Tabela S1. A andlise de controle de qualidade, a trimagem e 0 mapeamento
dos reads contra o genoma de referéncia foram realizadas como descrito anteriormente no

item 3.3.6. Os dados de transcritos por milhdo (TPM) foram padronizados e plotados usando
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as funcbes scale e Heatmaply, respetivamente, do software R V 4.0.5 (https://www.r-

project.org/).

3.2.8. Validacao de dados do transcritoma por RT-gPCR

A extracdo do RNA foi realizada usando 25 mg de tecido de intestinos previamente
macerados em nitrogénio liquido. Os trés tratamentos correspondem as lagartas provenientes
da primeira geracéo (alimentadas com dieta artificial com e sem IPs) e as lagartas da segunda
geracdo (progénies das lagartas expostas aos IPs), os quais foram repetidos trés vezes e
cada repeticao foi conformada por lotes de cinco lagartas. A extracdo de RNA foi realizada
usando o RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) seguindo as instru¢cbes do fabricante. A
quantificacdo das amostras foi determinada pela leitura em espectrofotémetro a 260 nm e a
pureza das amostras foi verificada pela raz&o dos valores de absorbancia a 260/280 e 260/230
nm. Finalmente, a integridade das amostras de RNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose ao 1%.

A sintese de cDNA foi realizada usando 1 pg de RNA total utilizando o kit ImProm-
II™Reverse Transcription System (Promega), seguindo as instru¢ées do fabricante. Para isso,
1 pL do primer Oligo (dT) 18 (50 uM) foi adicionado ao RNA total e o volume completado para
5 uL com &gua ultrapura. Depois, os tubos foram incubados a 70 °C durante 10 minutos e
colocados em gelo durante 5 minutos. Apés essa incubagéo, cada tubo recebeu 15 L de uma
mistura contendo 6,6 L de agua livre de nucleases; 4 pL de tampéo 5x; 2,4 uL de MgCl, (25
UM); 1 uL de dNTP (10 uM) e 1 pL da enzima transcriptase reversa ImProm-II"™ (Promega). A
reacdo de amplificagdo foi realizada em um termociclador, com um ciclo de reacéo de 25 °C
durante 10 minutos, 42 °C durante 60 minutos e 72 °C durante 10 minutos. A quantificagdo
das amostras foi realizada pela leitura em espectrofotdbmetro a 260 nm e a pureza das
amostras foi verificada pela razédo dos valores de absorbancia a 260/280 e 260/230 nm.

As reagbes de amplificagdo por RT-gPCR quantitativo foram realizadas no
equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). Cada tratamento
continha trés repeticdes independentes e foram usadas duas replicatas técnicas para cada
repeticdo. O volume final de cada reacéo foi de 25 uL, com uma solucédo de 3 ng de cDNA,
12,5 pL da mistura Maxima® SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Fermentas), 0,3 pL
de cada um dos iniciadores e 7,9 pL de agua livre de nucleases. O programa de amplificacéo
foi de um ciclo de 50 °C por dois minutos, outro ciclo a 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos a 95
°C durante 15 segundos e 58-62 °C (dependendo da temperatura de anelamento do iniciador)

durante um minuto. A curva de “Melting” foi realizada apés a amplificagao dos fragmentos a
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partir da temperatura de anelamento do iniciador e permitindo incrementos de 1 °C até atingir
95 °C.

Os iniciadores foram desenhados a partir das sequéncias genicas de genes serino
peptidases de H. armigera. O software Primer-Blast foi utilizado para desenhar iniciadores
especificos para cada sequéncia. Os genes foram selecionados quando apresentaram o
dominio catalitico caracteristico das serino peptidases. Posteriormente, realizaram-se
amplificacbes de PCR néo quantitativo para determinar a temperatura de anelamento dos
iniciadores. Em cada reacédo, 100 ng de cDNA foi amplificado em tampao de PCR 1x contendo
1,5 mM MgCl,, 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM dNTPs e 1,5 unidades de Tag DNA Polimerase
(Thermo Scientific). O tamanho do amplicon foi analisado por eletroforese em gel de agarose
ao 1%. Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram precipitados e sequenciados para
a confirmacgao da especificidade dos iniciadores e da identidade do produto amplificado.

A eficiéncia de amplificagdo dos iniciadores foi determinada usando o programa
LinReg (Ramakers et al. 2003). As analises de expressao relativa dos genes foram realizados
usando o programa Relative Expression Software Tell 384 - REST 384® (Pfaffl 2001). Para o
teste estatistico adotou-se o padrdo de 1000 randomizacgdes entre os valores de fluorescéncia
(CTs: “cycle threshold”) dos controles e tratamentos de cada gene e teste t (p<0,05). Os genes
de proteinas ribossomais RPL27 e RsP18 foram utilizados como genes de referéncia para a

normalizacdo dos valores de expresséo.

3.2.9. Identificagdo de sequéncias de genes serino peptidases

Sequéncias de genes serino peptidases foram recuperadas do banco de dados do
NCBI GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov/genome) usando o programa BLASTP. As sequéncias
previstas foram divididas em serino peptidases selecionando aquelas que apresentam o
dominio caracteristico da familia (IPR001254). Uma segunda selecao se realizou identificando
as sequéncias que apresentavam a triade catalitica completa (His57, Aspl02 e Serl195).
Posteriormente, se realizou a classificacdo das tripsinas e quimotripsinas de acordo com o

aminoacido na posicéo 159 (Asp para tripsina).

3.3. Resultados e Discusséao

3.3.1. O extrato proteico contém inibidores predominantemente contra

tripsinas

O extrato semipurificado de IPs apresentou acao inibitéria predominante contra

tripsinas. De acordo com as curvas de inibicdo, com 5 uL de extrato foi possivel inibir até
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quase o0 80% da atividade triptica (Figura 2). Para inibir os mesmos valores da atividade
remanescente da quimotripsina foi necessario adicionar dez vezes mais volume do extrato
IPs (Figura 3). A estimativa da reducéo de 50% da atividade remanescente da tripsina (ICso)
ocorreu com adicao de 3.8 pL do inibidor. Em contrapartida, o ICso da quimotripsina foi atingido
com cerca de 24.3 L do extrato. Com base nesses resultados, a concentracdo de inibidores
de tripsina resultou em 11 mg por 100 mg de extrato (11%) e 1.4 mg de inibidor de
quimotripsina por 100 mg de extrato (1.4%).
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Figura 2. Atividade inibitéria dos extratos proteicos de soja para tripsinas.
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Figura 3. Atividade inibitéria dos extratos proteicos de soja para quimotripsinas.

Os ensaios de inibicdo sugerem que a extracdo forneceu um substrato enrigquecido
principalmente com inibidores do tipo Kunitz. Este grupo de inibidores possui um sitio ativo

gue inibe a tripsina formando um complexo rigido com esta proteina, o qual se dissocia muito
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lentamente (Habib e Fazili 2007). Em contraste, a afinidade dos inibidores Kunitz com as
guimotripsinas é menor, como resultado de ligacdes fracas que inibem parcialmente atividade
destas peptidases. Os resultados dos ensaios de inibicdo da quimotripsinas pode ser a
consequéncia da baixa afinidade dos inibidores Kunitz com esta protease. A soja €
caracterizada por produzir outros inibidores incluindo um grupo da familia Bowman-Birk. Nao
obstante, a montagem e anota¢do do genoma da soja revelou que possui 26 genes que
codificam inibidores de tipo Kunitz e apenas 12 genes de tipo Bowman-Birk (Shen et al. 2018).
Além disso, a estrutura deste grupo de inibidores possui dois dominios independentes, um
com a capacidade de inibir tripsinas, enquanto, o outro dominio € um potente inibidor de
quimotripsinas. Pelo fato de que os valores de inibigdo foram diferentes para tripsinas e
guimotripsinas, pode ser que a presenca deste grupo de inibidores no estrato seja menor
comparado com a concentracdo de inibidores tipo Kunitz.

3.3.2. As lagartas de H. armigera sao resistentes a alimentagcdo com IPs

A incorporacgdo de inibidores na dieta de H. armigera ndo causou praticamente
nenhum efeito fenotipico sobre os parametros biolégicos do inseto. O periodo larval foi a Unica
caracteristica afetada na presenca dos IPs. Os estagios imaturos tiveram um periodo
ligeiramente menor (0,4 dias) quando sao alimentados com IPs (Tabela 1). A longevidade das
pupas e das mariposas teve em média 14,6 e 9,1 dias, respetivamente, quando foram
alimentadas com qualquer tratamento (Tabela 1). A incorporacdo dos inibidores na dieta
tampouco afetou 0 peso das pupas, embora 0 peso dos machos tenha sido ligeiramente maior
guando as lagartas foram alimentadas com dieta controle (Figura 4). A taxa de sobrevivéncia
do inseto e o nimero de postura das fémeas foi similar para os dois tratamentos (Figura 5). O
numero médio de ovos registrado durante o periodo de vida das fémeas foi de 960 e 935 ovos
para os adultos que resultaram de lagartas expostas a alimentacdo sem e com IPs,

respectivamente (Figura 6).

Tabela 1. Tempo de desenvolvimento de insetos H. armigera alimentados com IPs

Teste de Tukey

Estagio Dieta Média (p<0.05)

Larva Avrtificial 18,0 a
Artificial com IPs (0.5%) 17,6 b

Pupa Artificial 14,7 a
Artificial com IPs (0.5%) 14,5 a

Adulto Avrtificial 9,3 a
Artificial com IPs (0.5%) 9,0 a
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Figura 6. Numero de ovos produzidos no periodo de longevidade das fémeas. Os

sombreamentos correspondem ao intervalo de confianga de 80%.

A H. armigera é mais outra praga insensivel a alimentagdo com IPs. Estas moléculas
ndo causaram nenhuma alteracdo significativa nos indicadores adaptativos do inseto. O
periodo de desenvolvimento larval foi menor (p<0,05) devido ao grande nimero de insetos
utilizados neste estudo (n=300). De tal forma que o experimento foi sensivel o suficiente para
detectar diferencas significativas entre os dois tratamentos, es mas otra mesmo sendo muito
pequenas (~2%). Os demais indicadores adaptativos demostram que a H. armigera consegue
superar o efeito anti-nutricional dos IPs.

Desde que foi caraterizado o primer inibidor em 1945 (Kunitz 1945), estas moléculas
tém chamado a atencéo dos cientistas devido ao grande potencial de usé-las no controle de
pragas. O interesse aumentou quando estudos posteriores demostraram que reduzem
significativamente o crescimento dos insetos herbivoros, tanto pela incorporagdo dos
inibidores na dieta (Broadway et al. 1986; Hines et al. 1990; Johnston, Gatehouse, e Anstee
1993; Kuwar, Pauchet, e Heckel 2020; Merifio-Cabrera et al. 2020; Ryan 1990) como também
pelo aumento da concentracéo nas plantas (Hilder et al., 1987; McManus, White e McGregor,
1994; Clemente et al., 2019; Singh et al., 2020). Mas nem todos 0s insetos sdo susceptiveis
a ingestao de inibidores. Como a H. armigera, muitas espécies de insetos foram identificadas
como resistentes aos efeitos anti-nutricionais dos IPs (Brioschi et al. 2007; Paulillo et al. 2000;
Souza et al. 2016; Dias et al. 2015). O atual foco de pesquisa esta no intestino dos insetos
polifagos, particularmente nos mecanismos de expressdo diferencial de peptidases
digestivas.
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3.3.3. A expressdao diferencial de peptidases digestivas é responséavel pela

adaptacao de H. armigera aos IPs

A exposicao das lagartas aos IPs alterou o perfil transcricional do sistema digestivo
da H. armigera. Um total de 999 genes foram diferencialmente expressos no intestino das
lagartas expostas aos IPs. A ingestdo dos IPs aumentou de forma significativa (p<0.05 e Log2
Fold-Change >1) o numero de transcritos de 65 genes dos quais 20 codificam enzimas
proteoliticas, sendo a metade tripsinas, cinco serino proteases, duas serino hidrolases, duas
enzimas brachyurin e uma colagenase. Todos os genes com fun¢gBes potencialmente
digestivas foram selecionados e agrupados de acordo com o perfil transcricional (Figura 7).
Consideramos que o principal mecanismo de resisténcia das lagartas a alimentacado com IPs
€ a sintese de proteinas insensiveis as moléculas antinutricionais. Tripsinas resistentes aos
IPs sdo capazes de formar oligdbmeros com menor afinidade aos IPs (Brito et al., 2001; Dias
et al. 2013) e parece ser uma caracteristica particular das enzimas digestivas dos lepiddpteras
(Lima et al. 2020; Tamaki e Terra 2015).

Por outro lado, a alimentacdo com IPs reduz a producdo de transcritos de sete
enzimas carboxipeptidases, duas serino proteases, duas hialuronidases, uma
metalloproteinase, uma tripsina e uma quimotripsina (Figura 7). A reducéo da expressao de
determinado grupo de genes provavelmente esta associada com o balango do metabolismo
catabdlico do sistema digestivo. A sintese de uma proteina é de entorno de quatro moléculas
de ATPs por cada aminoacido e ainda existe uma demanda energética da maquinaria de
transporte e secrecao (Gutierrez et al. 2020). O silenciamento parcial de genes inapropriados
pode ser uma estratégia Util para melhorar a eficiéncia do sistema digestivo dos insetos

herbivoros.



54

Locus Proteina

-L0OC110383666 trypsin, alkaline C
-L0OC110383548 trypsin, alkaline C
=L0C110380584 trypsin, alkaline C
=LOC110377047 serine protease 3
=L0C110384489 brachyurin

-LOC110376134 trypsin CFT-1

=L0C110384488 brachyurin

-L0C110379025 trypsin CFT-1, partial
-L0C110370021 probable serine hydrolase
-L0C110383668 transmembrane protease serine 9
-L0C110377042 collagenase

-L0C110380575 trypsin, alkaline C
-1L0C110369923 probable serine hydrolase
-LOC110380583 trypsin CFT-1

-1L0C110384106 zonadhesin

-1L0C110381683 zonadhesin, partial
-L0C110381891 zonadhesin, partial
-L0OC110372751 matrix metalloproteinase-25
-LOC110379317 myrosinase 1

-L0OC110371467 desumoylating isopeptidase 2
-L0OC110375545 beta-1,3-glucan-binding protein
-L0OC110378758 protein-glucosylgalactosylhydroxylysine glucosidase
-L0C110369951 probable chitinase 10
-L0OC110378110 carboxypeptidase B
-L0OC110384092 m-AAA protease-interacting protein 1, mitochondrial

Nivel de Expressdo Relativa =

Log2 FoId-Change -L0OC110380360 transmembrane protease serine 9
-L0OC110371171 hyaluronidase
5 -LOC110375539 beta-1,3-glucan-binding protein

-L0OC110384681 trypsin epsilon

=-L0C110378116 carboxypeptidase B

0 =L0C110374953 transmembrane protease serine 11E
=L0C110374025 chymotrypsin protease CTRL-1
=L0OC110372098 mite allergen Der p 3

-5 -L0OC110378117 carboxypeptidase B
-LOC110378559 trypsin, alkaline C

N C{\c;a “"‘G'\% o

Figura 7. Heatmap da expressao diferencial de genes que codificam enzimas digestivas no
sistema digestivo das lagartas, apds a exposi¢do do inseto aos IPs (IPs vs. Ctl). Foram
selecionados os produtos de genes que estdo sendo alterados pela exposi¢éo aos IPs com
valores de Log2-FoldChange > 1 e < -1 e p-adjust <0.05 na primeira geragéo (IPs vs. Ctl). O
perfil transcricional deste grupo de genes de lagartas alimentadas com dieta sem e com IPs
foram comparados com os valores de expressdo da segunda geragéo (SG vs. Ctl, SG vs. IPs,
respetivamente) para estimar o tipo de heranca dos padrées de expresséo induzidos pelos
IPs.

Inibidores end6genos sao regulados significativamente quando as lagartas sao
expostas aos inibidores na dieta. A presenca dos IPs na dieta reduz a sintese de transcritos
de trés proteinas zonhadesins. Estas enzimas tém até 18 dominios ricos em cisteina
semelhantes a inibidores de tripsina (TIL domain, InterPro: IPR002919) e tém sido atribuido o

potencial de inibir a atividade de proteases, principalmente tripsinas, quimotripsinas e
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cathepsinas (Li et al. 2012; Rouhova et al. 2021). Em B. mori, por exemplo, proteinas com
dominios TIL atuam na defensa patogénica pela inibicao de proteases fungicas (Li et al. 2012).
Inclusive, as duas isoformas zonhadesins codificadas pelo gene LOC110384106 tém um
dominio Serpin (Serine Proteinase Inhibitors, InterPro: IPR023796) na regido c-terminal, que
provavelmente confere as zonhadesins a capacidade de formar complexos covalentes com
proteases especificas. Pode parecer contraintuitivo que a regulacdo de inibidores endégenos
pudesse neutralizar o efeito anti-nutricional dos IPs exdgenos, mas ja foi proposto um
mecanismo similar de regulacdo translacional de proteases em H. armigera expostas a
inibidores de Capiscum annuum (Lomate et al. 2018). Os autores sugerem que inibidores
endégenos se ligam a proteases intestinais especificas para manter a integridade de
monitores receptores de peptideos, e consequentemente promover o fluxo continuo de
proteases digestivas (Lomate et al. 2018). O aumento dos IPs externos reduz a taxa de
transcritos das zonhadesins, mas se existe uma relagéo direta com a regulagédo translacional
de proteases digestivas ainda precisa ser estudado com mais profundidade.

Assim, a expressao dindmica dos genes que codificam enzimas digestivas parece
ser necessdria para a nutricdo eficiente das lagartas alimentadas com dieta suplementada
com IPs. A plasticidade transcricional dos genes de enzimas proteoliticas € um mecanismo
conservado nos lepidépteras (Chikate et al. 2013; De Oliveira et al. 2013; Kuwar et al. 2015;
Merifio-Cabrera et al. 2020; Souza et al. 2016) e pode estar implicado na conquista exitosa
do grande numero de plantas hospedeiras. No entanto, as bases moleculares que controlam
a regulacao diferencial das serino peptidases sdo ainda desconhecidas (Chikate et al. 2013;
Lomate et al. 2018; Terra et al. 2019). Aqui revelamos que grande parte do perfil transcricional
€ transmitido a progénie em auséncia do estimulo nutricional. Este estudo indica que
mecanismos epigenéticos podem estar controlando a expressdo de genes no sistema

digestivo e a formacéo de epialelos na H. armigera.

3.3.4. Grande parte do perfil transcricional induzido pela alimentagdo com IPs

foi transmitido as progénies de insetos de H. armigera

Os resultados da andlise de controle de qualidade indicaram a necessidade de
remover duas amostras que foram consideradas outliers experimentais CT-1 e SG-2 (Figura
S1Figura S2). Assim, a variabilidade total dos dados no componente principal 1 aumentou um
9% em comparacdo com os resultados das unidades experimentais iniciais (Figura 8). Os
genes diferencialmente expressos derivados da segunda geracdo se agrupam mais com 0S
progenitores que foram alimentados com os IPs, comparado com os progenitores alimentados

com dieta controle (sem IPs) (Figura 9). De forma simples, as lagartas alimentadas com IPs
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transmitiram grande parte do perfil transcricional as suas progénies (Figura 7Figura 10). O
transcriptoma digestivo da segunda geracdo coincide com o transcriptoma das lagartas
expostas aos IPs com um aumento do 42.3% no numero de genes regulados, quando
comparado com 0% as lagartas alimentadas com dieta controle (Figura 9-10). Um total de 496
genes diferencialmente expressos foram identificados tanto em lagartas alimentadas com IPs
como nas suas progénies (epialelos potenciais). O anterior sugere que os fendtipos

moleculares induzidos pelos IPs podem ser transmitidos por pelo menos uma geracéo.
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Figura 8. Andlise de componentes principais dos sete tratamentos. Lagartas da primeira
geragdo alimentadas com dieta artificial controle (Ctl), lagartas da primeira geracdo
alimentadas com dieta artificial suplementada com IPs (IPS), progénies de lagartas
alimentadas com dieta com IPs (SG). Duas amostras podem estar sendo influenciadas por
algum fator externo ao experimento e por tanto ndo foram agrupadas junto com as outras do
mesmo tratamento. Para ter mais confiabilidade nos dados foram excluidas para as analises
subsequentes.
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Figura 9. Heatmap da distancia entre cada amostra dos nove tratamentos, incluindo
duas amostras de intestinos de lagartas alimentadas com dieta artificial controle (CT), trés
amostras de intestinos de lagartas expostas aos IPs (IPS) e duas amostras de intestinos das

progénies de lagartas expostas aos IPs (SG). O dendograma indica que o transcriptoma
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digestivo da segunda geragdo tem maior similaridade com as lagartas expostas aos IPs. A
distancia foi calculada com o pacote PoissonDistance do R e corresponde a distancia de

Poisson.

Genes Up Genes Down

IPs ws. Ctl IPs ws. Ctl

53 ; 9
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Figura 10. Diagrama de Venn usando o numero de genes que foi diferencialmente
expresso em cada tratamento. Quantificamos o nimero de genes diferencialmente expressos
da segunda geracdo (F1) comparando com lagartas da primeira geragédo alimentadas com
dieta artificial sem e com IPs. Consideramos como epialelos potenciais os genes que foram
regulados pelos IPs e que tiveram a mesma resposta na segunda geragdo do grupo de

lagartas alimentadas com dieta controle sem IPs.

Os epialelos potenciais de padrbes de expressdo génica identificados estdo
associados principalmente a adaptacdo da H. armigera aos IPs. Como esperado, dos 12
genes que foram ativados nas duas gerac¢des cinco codificam tripsinas e outros dois sdo
precursores de uma enzima oxidoreductases (Tabela 2). Epialelos de genes diferencialmente
expressos foram selecionados para validagdo por RT-gPCR. Os resultados da analise de
expressao génica por RNA-seq foram consistentes com os resultados da RT-qgPCR para trés

genes que codificam tripsinas e quatro genes de fun¢des regulatérias (Figura 11).
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Tabela 2. Epialelos potenciais de genes up-regulated em H. armigera induzidos pela

exposicao das lagartas aos IPs.

IPS vs. Ctl SG vs. Cil
Locus :;g?dz_ p-adjust Log2 Fold- p-adjust Nome da proteina
<0.05 Change <0.05
Change
LOC110370568 1,03 0,002 1,76 0,000 diuretic hormone
LOC110371086 1,03 0,000 2,48 0,000 uricase
LOC110372133 2,03 0,000 1,50 0,012 probable aldehyde oxidase 2
uncharacterized protein
LOC110375492 1,16 0,012 1,81 0,000 LOC110375492
uncharacterized protein
LOC110377152 1,13 0,020 1,59 0,001 LOC110377152
LOC110378559 4,75 0,036 6,43 0,003 trypsin, alkaline C-like
LOC110378803 1,37 0,035 1,47 0,025 gloverin-like
LOC110379025 1,90 0,000 1,48 0,009 trypsin CFT-1-like, partial
LOC110380575 1,33 0,001 1,40 0,001 trypsin, alkaline C-like
LOC110380583 1,59 0,000 1,90 0,000 trypsin CFT-1-like
LOC110383800 1,87 0,000 1,69 0,001 lipoprotein lipase-like
Serine proteases, trypsin
LOC110384494 1,13 0,022 1,08 0,040 domain (IPR001254)
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Figura 11. Validacdo de epialelos potenciais de H. armigera induzidos pela

alimentagdo com IPS por RT-gPCR. Os dados foram normalizados com 0s genes de

referéncia de RsP 18 e Rpl27 (Pfaffl 2001). * = diferengas significativas (Log2 > 1 e < -1,

p<0.05) para genes diferencialmente expressos.
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Nos ultimos anos, a evidéncia de epialelos em insetos vem crescendo rapidamente

(Tabla 3). A literatura indica que ampla variedade de estimulos pode induzir uma resposta

fenotipica passivel de ser herdada por mais de uma geracdo (Tabla3). Por exemplo, a

exposicdo de mosquitos Aedes albopictus a inseticidas reduz a sensibilidade da prole até por

duas geracBes consecutivas, mesmo em auséncia do estressor quimico (Oppold et al., 2015).

Os autores asseguram que padrées de metilacdo do DNA sédo formados no genoma dos

insetos parentais e herdados de forma estavel nas progénies. Os mecanismos que conferem

a impressao ambiental nos seres vivos a longo prazo sdo desconhecidos, embora sabe-se

que certas as marcas epigenéticas podem resistir a reprogramacao germinal durante mais de

uma geracao.

Tabela 3. Alguns exemplos de epialelos

reportados em insetos induzidos por diferentes

estimulos.
Espécie Fator Caracteristi | Heran¢ | Mecanismo Referéncia
b ambiental | ca adquirida | a molecular
rF:ngos (Durken 1923;
Pieris Intensidad | Cor da uma ” Heslop-
brassica e daluz cuticula eracs ' Harrison
g ¢ 1927)
Matern (Henrich e
Sarcophaga | Dias Inibicdo da | a, uma 5 Denlinaer
bullata curtos diapausa geraca ’ 9
o 1982)
Mudancgas Pr_edo
na minant
Grillus Variagéo fertilidade e ﬁqrgfenrf 5 (Zera e
rubens ambiental | na A Trés ’ Rankin 1989)
metamorfos Y
o geracgd
es
Matern
AIIonemobl Dias . Diapausa a, uma ? (Tanaka 1992)
us fasciatus | curtos, frio geraca
0
Acyrthosiph | Fotoperiod | Sistema de Déjre;sﬁ 5 (Le Trionnaire
on pisum 0 reproducao gs & ' et al. 2009)
Schistocerc | Variagéo Polifenismo Ué?; 5 5 (Miller et al.
a gregariae | ambiental g & ' 2008)
Toxinas Resisténcia | 12 (Rahman et al
H. armigera | cristal a toxinas | geracd ? 2011) '
(Cryl1Ac) CrylAc es
Aedes Estressore | Reducéo da D:r?:() Metilacdo do | (A Oppold et
albopictus s quimicos | sensibilidad gs & DNA al. 2015)
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e a
inseticidas
: o Uma ~ I
Araschnia Variacao Polifenismo eraca Reprogramacéo | (Vilcinskas e
levana ambiental g & transcricional* Vogel 2016)
- Cross-talking
:jn|b|dores 496 Uma entre acetilacdo
. e » ~ .
H. armigera : Fendtipos geracd | de histonas e | Este estudo
peptidase lecul ilacs d
de soja moleculares | o metilacéo o]
DNA?

A heranca de caracteristicas adquiridas poderia ter um papel direto nos processos
evolutivos. Os fenbmenos epigenéticos podem ter grande valor adaptativo na evolugédo dos
organismos, considerando que a grande maioria dos estimulos ambientais ndo afetam a
sequéncia do DNA. As modificacbes epigenéticas respondem rapidamente ao ambiente,
gerando novos fenotipos potencialmente Uteis para adaptagdo dos organismos as condi¢des
de estresse. Assim, a capacidade de resposta das modificagfes epigenéticas aos estimulos
ambientais podem ter um papel critico na plasticidade fenotipica e na adaptagéo dos insetos
ao seu respectivo habitat.

A estabilidade dos epialelos tem sido estudada em espécies modelo. Segundo Remy
(2010), a atragdo aos sinais olfativos do nematoide Caenorhabditis elegans pode ser
transmitida para a proxima geracao de forma transitéria (somente a primeira geracdo). No
entanto, a heranca transgeracional da mesma caracteristica pode se tornar estavel quando
0S organismos sao expostos durante quatro geragfes sucessivas ao mesmo estimulo (Remy,
2010). Quando a exposi¢ao ocorre de forma intensiva, a impressao olfativa pode ser herdada
ao longo de pelo menos 40 geracfes na auséncia dos odores desencadeantes. Este estudo
indica que a natureza do estimulo pode ter uma influéncia na estabilidade das marcas
epigenéticas ao longo das geracgfes. Outro exemplo, de talvez o epialelo mais estavel descrito
até hoje, foi descoberto em flores de Linaria vulgaris. Os fen6tipos com flores de simetria
radial, reportados inicialmente por Linneus, diferiam das plantas de tipo selvagem com flores
assimétricas bilaterais. Um estudo posterior demostrou que o silenciamento génico causado
por hipermetilagéo do l6cus Lcyc causa o desenvolvimento atipico da flor de L. vulgaris (Cubas
et al., 1999). A heranca epigenética desta caracteristica tem sido mantida por pelo menos 260
anos (Cubas et al., 1999). Atualmente, se desconhece o numero de gera¢gfes necessarias
para restabelecer uma marca epigenética e muitos dos mecanismos moleculares continuam

sendo um enigma.
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3.3.5. Genes potencialmente envolvidos na regulacdo transcricional e na

formacéao de epialelos de H. armigera

Entre os genes candidatos observados, convém destacar a ativagcdo de genes
LOC110377152 e LOC110375492, os quais aparentemente fazem parte de um mesmo gene
que codifica uma proteina com dominio da familia Acyl-CoA N-acyltransferase (InterPro:
IPR016181), um membro potencial das acetil transferases de histona (HAT, Histone
Acetyltransferases) (Tabela 2, Figura 11). Estudos sugerem que tem sido dificil determinar o
namero de genes HATs do genoma da H. armigera devido a que existe pouca identidade entre
as sequéncias de essas enzimas (Yuan e Marmorstein 2013), talvez por esse motivo 0os genes
LOC110377152 e LOC110375492 foram anotados independentemente. Embora a sequéncia
das HATs conservem pouca similaridade, todas realizam as mesmas func¢des bioquimicas
mediadas por diversos processos biolégicos (Fiorentino, Mai, e Rotili 2020). Estas enzimas
usam a acetil coenzima A para transferir um grupo acetil para uma ampla gama de substratos,
incluindo a adi¢&o do grupo acetil aos N-terminais de proteina e residuos de lisina de histonas
(Bienvenut et al. 2020). As HATs parecem ter certa similaridade com a superfamilia de
enzimas quinase, embora estas ultimas tenham uma sequéncia mais bem conservada. Como
as quinases, muitas HATs sdo autorreguladas (por autoaceitacdo) e interagem com outras
subunidades de proteinas para modular a sua atividade ou mediar sinais biol6gicos (Yuan e
Marmorstein 2013). Recentemente foi sugerido que as HATs podem se tornar rapidamente
em outra familia importante de reguladores de transducdo de sinais e controladores da
expressao génica. Assim, a ativacdo do possivel gene HAT €& um forte candidato a ser
responsavel dos mecanismos epigenéticos de resposta aos IPs na H. armigera.

Pelo menos 36 genes potencialmente envolvidos em processos regulatdrios foram
reprimidos na primeira e segunda geracgéo de larvas de H. armigera (Figura 12). Estes genes
regulados negativamente na presenca dos IPs podem estar associados a mecanismos de
regulagéo génica, controlando a sinteses de transcritos no sistema digestivo da H. armigera.
Os candidatos aos processos regulatdrios incluem genes que podem atuar como fatores de
elongacdo (ex. 1l-alpha 2) ou fatores de transcricdo (ex. NF-kappa-B) (Figura 11Figura 12). A
regulacédo da sintese de transcritos do sistema digestivo pode depender de uma série de
fatores regulatérios, incluindo os processos de controle transcricional e traducional
(Jayachandran, Hussain, e Asgari 2013; Lomate et al. 2014; Chandra et al. 2018). Mais
estudos serdo necessarios para determinar o papel dos genes candidatos a plasticidade

transcricional do sistema digestivo dos insetos polifagos.
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Locus Proteina

-L0OC110382234 nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit
-L0C110382644 ribonuclease UK114
-LOC110378143 E3 ubiquitin-protein ligase MARCH3
-L0OC110381768 serine/arginine-rich splicing factor 4
-L0OC110382061 zinc finger MYND domain-containing protein 10
-LOC110375852 zinc finger protein 555
-LOC110374792 N-terminala-Pro-Lys N-methyltransferase 1
-L0C110369724 leucine-rich repeat-containing protein 74B
-LOC110378713 RING finger protein 5
-LOC110381627 leucine-rich repeat-containing protein 71
-L0OC110372077 probable RNA-binding protein 46
-1L0C110373238 nucleoside diphosphate-linked moietymotif 8
-L0OC110370490 putative tripartite motif-containing protein 61
-LOC110383137 E3 ubiguitin-protein ligase RNF123, partial
-LOC110370392 leucine-rich repeat extensin protein 3
-1L0C110373237 nucleoside diphosphate-linked moietymotif 8
-1L0C110372634 transcriptional regulator ATRX
-L0OC110375049 leucine-rich repeat-containing protein 71
-L0OC110378794 E3 ubiquitin-protein ligase MARCH1
-1L0C110375054 leucine-rich repeat-containing protein 71
-1L0C110375143 nucleoside diphosphate kinase 7
-L0C110384292 Krueppel factor 9
-L0OC110377935 elongation factor 1-alpha 2
-L0C110372537 leucine-rich repeat-containing protein 74A
-1L0C110381798 RNA pseudouridylate synthase domain-containing protein 1
-L0C110378164 nucleoside diphosphate kinase homolog 5
.- LOC110371220 leucine-rich repeat-containing protein 49

-L0OC110378923 nucleoside diphosphate kinase 7

Nivel de Expressao Relativa

Log2 Fold-Change

0 -1L0C110369916 transcription initiation factor TFIID subunit 5
-LOC110381310 translational regulator orb2

-2 -L0C110374458 leucine-rich repeat-containing protein 40
-L0OC110374458 leucine-rich repeat-containing protein 57

-4 -LOC110372253 protein yippee CG15309
-L0C110379532 zinc finger C2HC domain-containing protein 1C

-6

-L0OC110374940 CCAAT/enhancer-binding protein
-L0OC110373692 probable E3 ubiquitin-protein ligase sinah

b 5 33
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Figura 12. Heatmap da expresséo diferencial de genes envolvidos em processos de regulacéo
génica e na heranca epigenética de geracdes de H. armigera quando as lagartas sao expostas
aos IPs (IPs vs. Ctl). Foram selecionados os produtos de genes que estdo sendo alterados
pela exposicdo aos IPs com valores de Log2-FoldChange > 1 e < -1 e p-adjustado <0.05 na
primeira geracdo (IPs vs. Ctl). O perfil transcricional deste grupo de genes de lagartas
alimentadas com dieta sem e com IPs foram comparados com os valores de expressao da

segunda geracdo (SG vs. Ctl, SG vs. IPs, respetivamente) para estimar o tipo de heranca dos
padrdes de expressao induzidos pelos IPs.

A reducgdo de transcritos de enzimas N-terminal metiltransferase 1 pode estar
modificando a acessibilidade da cromatina a maquinaria da transcrigéo, tendo um papel direto
na formacdo de epialelos (Figura 12). A metilacdo de histonas tem sido funcionalmente
vinculada a heranca epigenética transgeracional em varios tipos de insetos (Villagra e Frias-

Lasserre 2020). A metiltransferase 1 pode catalisar a transferéncia do grupo metil para
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residuos de lisina ou arginina das proteinas, regulando diversos processos bioldgicos,
incluindo regulacdo da transcricdo, reparo do DNA e metabolismo do RNA (Guccione e
Richard 2019; Luo 2018). Enzimas metiltransferases podem ativar genes ou desativar
controlando as func¢des do genoma. Outros candidatos interessantes no processo de
regulacdo do genoma séo os genes que codificam proteinas com dominios Zn (Figura 12).

A mineracdo de dados de RNA-seq demostrou que alguns genes que possuem
dominios de Zn podem estar sendo co-expressos (Figura 3S). Os genes translational regulator
orb2 e protein yippee cgl15309 tiveram o perfil transcricional similar nas 52 unidades
experimentais analisadas (Figura 3S). Curiosamente, o0 aumento da sintese de transcritos
destes genes tem uma correlagéo inversa com a sintese de algumas tripsinas (Figura 3S).
Estas proteinas com dominios de Zn podem atuar como fatores de transcricdo ou recrutar
remodeladores da cromatina, como demostrado em Drosophila (Walther et al. 2020) e
Bombyx mori (Z. Li et al. 2012). Além disso, genes com fun¢8es na regulacao pés-traducional
foram agrupados com um conjunto e tripsinas e uma quimotripsina, o que sugere ter um papel
na regulacdo desse conjunto de enzimas (Figura 3S). Os genes aqui descritos séo
responsivos aos inhibidores, mais estudos sdo necessarios para descrever com precisdo o

mecanismo de atuacdo na resposta molecular aos IPs.

3.3.6. A heranca de caracteristicas adquiridas e a evolugéo

Alguns cientistas consideram que a teoria da evolucao deveria ser reformulada (Laland
et al. 2014). Como mencionado nos paragrafos anteriores, a heranca das caracteristicas
adquiridas ndo parece ser um fendmeno exclusivo dos insetos polifagos. As variacdes
epigenéticas tem efeitos adaptativos em plantas (Akimoto et al. 2007; Minow e Colasanti 2020;
Miryeganeh e Saze 2020) e em outros animais (Anastasiadi et al. 2021; Burton e Greer 2021;
Stajic e Jansen 2021). Estes exemplos talvez se encaixem em uma teoria evolutiva mais
ampla. Pelo menos em insetos, a evolucao darwiniana falha em descrever a rapida adaptagéo
aos inseticidas por diversos motivos (Brevik et al. 2021). As muta¢cfes sdo raras e geralmente
de polimorfismo neutro ou deletério (Karasov, Messer, e Petrov 2010; Keightley et al. 2015) e
0os novos alelos podem ser perdidos por deriva genética (Kimura 1983). Epialelos dos
fen6tipos moleculares parecem ser numerosos em insetos polifagos e poderiam ser
importantes motores evolutivos. Assim, os tracos moleculares adquiridos no desenvolvimento
podem estar somando as forcas causais da evolugdo. As bases moleculares dos fendbmenos
epigenéticos sera fundamental para determinar o papel do ambiente na construcdo dos

organismos.

3.4. Conclusdes
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A exposicdo das lagartas H. armigera aos IPs ndo causou nenhum efeito negativo
nos parametros adaptativos do inseto. A plasticidade transcricional do sistema digestivo foi
considerada o mecanismo mais importante na resposta molecular aos IPs. Fendétipos
moleculares induzidos pelos IPs sédo transmitidos de uma geracdo a seguinte, mesmo nha
auséncia das moléculas antinutricionais. Pelo menos em insetos polifagos, a heranca de
padrBes de expresséo de genes pode ocorrer antes do surgimento de novos polimorfismos

genéticos, que suportem alguma vantagem adaptativa.
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Figura S1. Heatmap da distancia entre cada amostra dos nove tratamentos, incluindo trés
amostras de intestinos de lagartas alimentadas com dieta artificial controle (CT), trés amostras
de intestinos de lagartas expostas aos IPs (IPS) e duas amostras de intestinos das progénies
de lagartas expostas aos IPs (SG). A mostra SG-2 néo foi agrupada com nenhum dos
tratamentos propostos neste estudo. O dendograma indica que o transcriptoma digestivo da
segunda geragdo tem maior similaridade com as lagartas expostas aos IPs. A distancia foi
calculada com o pacote PoissonDistance do R e corresponde a distancia de Poisson.

@
Grupo
0-
xR o c
)
- ﬂ_. @ ® IPs
a ® sG
o
. 00 ° ¢
-20 0 20

CP1: 65%



pollen-specific leucine-rich repeat extensin protein 2 XP_021191180

RNA pseudouridylate synthase domain-containing protein 1 XP_021197876
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Figura S2. Analise de componentes principais dos nove tratamentos. Lagartas da primeira
geracdo alimentadas com dieta artificial controle (Ctl), lagartas da primeira geracao
alimentadas com dieta artificial suplementada com IPs (IPS), progénies de lagartas
alimentadas com dieta com IPs (SG). Duas amostras podem estar sendo influenciadas por
algum fator externo ao experimento e por tanto ndo foram agrupadas junto com as outras do
mesmo tratamento. Para ter mais confiabilidade nos dados foram excluidas para as analises

subsequentes.
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Figura S3. Heatmap construido a partir de dados de RNA-seq de H. armigera depositados no
NCBI. Foram selecionados 0s genes alterados significativamente pela exposicdo aos IPs
(Log2-FoldChange > 1 e < -1 e p-adjustado <0.05) com funcdes proteoliticas e funcdes
regulatdrias. Os valores de transcritos por milhdo (TPM) foram quantificados de cada unidade

experimental (SRR*). Todos os tratamentos foram selecionados de experimentos de RNA-seq
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que usaram o tecido de intestino da H. armigera. Os dados foram padronizados usando a

funcao scale do software R.

Tabela 1S. Cddigo dos experimentos de RNA-seq em H. armigera que foram disponibilizados

no NCBI

Corrida (NCBI)

Instituicdo de

Local de coleta

Equipamento

pesquisa
Illumina HiSeq
SRR1577114 GEO N&ao disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577115 GEO N&o disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577116 GEO N&o disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577117 GEO N&o disponivel 2000
lllumina HiSeq
SRR1577118 GEO N&o disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577119 GEO N&o disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577120 GEO N&o disponivel 2000
lllumina HiSeq
SRR1577121 GEO N&o disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577122 GEO N&o disponivel 2000
lllumina HiSeq
SRR1577123 GEO N&o disponivel 2000
Illumina HiSeq
SRR1577124 GEO N&o disponivel 2000
lllumina HiSeq
SRR1577125 GEO N&o disponivel 2000
Embrapa
Genetic
Resources and Illumina HiSeq
SRR10345445 Biotechnology Nao disponivel 2000
Embrapa
Genetic
Resources and Illumina HiSeq
SRR10345446 Biotechnology N&o disponivel 2000
Embrapa
Genetic
Resources and Illumina HiSeq
SRR10345447 Biotechnology N&ao disponivel 2000
Embrapa
Genetic
Resources and Illumina HiSeq
SRR10345448 Biotechnology N&ao disponivel 2000
Embrapa Illumina HiSeq
SRR10345449 Genetic N&ao disponivel 2000
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SRR10345450

SRR10424544

SRR10424545

SRR10424546

SRR10424547

SRR1980933

SRR1980934

SRR1980935

SRR1980937

SRR1980938

SRR1980940

SRR5631167

SRR5631168

Resources and
Biotechnology

Embrapa
Genetic
Resources and
Biotechnology
Chonggqing
University
Chonggqing
University
Chonggqing
University
Chonggqing
University

Institute of Plant
Physiology and
Ecology,
Shangha

Institute of Plant
Physiology and
Ecology,
Shangha
Institute of Plant
Physiology and
Ecology,
Shangha

Institute of Plant
Physiology and
Ecology,
Shangha

Institute of Plant
Physiology and
Ecology,
Shangha

Institute of Plant
Physiology and

Ecology,
Shangha
Institute of
Zoology, Cas
Institute of

Zoology, Cas

N&o disponivel
China
China
China

China

China

China

China

China

China

China
China

China

Illumina HiSeq
2000

HiSeq X Ten
HiSeq X Ten
HiSeq X Ten

HiSeq X Ten

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

lllumina HiSeq
2000

lllumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000
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SRR5631169

SRR5631170

SRR5631171

SRR5631172

SRR7035886

SRR7035891

SRR7035893

SRR7035894

SRR7035895

SRR7035896

SRR7035897

SRR7035900

SRR7035901

SRR7035904

SRR7035905

SRR7035907

SRR8061514

SRR8061515

SRR8061516

SRR8061517

SRR8061518

Institute

of

Zoology, Cas

Institute

of

Zoology, Cas

Institute

of

Zoology, Cas

Institute

of

Zoology, Cas

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Northwest
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

A&F

China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

China

N&o disponivel

N&o disponivel

N&o disponivel

N&o disponivel

N&o disponivel

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2500

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000
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SRR8061519

SRR8061520

SRR8061521

SRR8442774

SRR8442775

SRR8442776

SRR8442777

SRR8442778

SRR8442779

SRR9594315

SRR9417763

SRR9594314

SRR9594316

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Chines Academy
of  Agricultural
Sciences

Chines Academy
of  Agricultural
Sciences

Chines Academy
of  Agricultural
Sciences

Chines Academy
of  Agricultural
Sciences

Chines Academy
of  Agricultural
Sciences

Chines Academy
of  Agricultural
Sciences

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

Henan
Agricultural
University

N&o disponivel

N&o disponivel

N&o disponivel

China

China

China

China

China

China

China

China

China

China

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000

Illumina HiSeq
2000




79

4. CAPITULO 3 — ANALISE COMPARATIVA DE SEQUENCIAS DE SERINO PEPTIDASES
DE LAGARTAS DE Helicoverpa armigera

Resumo

Insetos generalistas conseguem superar os efeitos antinutricionais dos
inibidores de peptidase produzidos pelas plantas, pela regulacdo din&dmica de
genes que codificam serino peptidases. Além disso, é possivel especular a
ocorréncia de mecanismos epigenéticos no controle de expressao. Para estudar
0S mecanismos estruturais que podem estar associados a plasticidade
transcricional, foi realizada uma analise comparativa da estrutura dos genes de
tripsinas e quimotripsinas de H. armigera usando ferramentas de bioinformatica.
Elementos de transposi¢cdo (ETs), motivos conservados e ilhas CG foram
caracterizados em genes de serino peptidases. Um total de 31 genes de tripsinas
e 25 genes de quimotripsinas foram identificados com a triada catalitica completa.
Seis dos genes de serino peptidases podem ter fun¢des nao cataliticas. Grande
parte dos genes de serino peptidases sdo provavelmente resultado de duplicacdo
recente e estao localizados em tandem (como se fossem sequencias repetitivas)
compartilhando regibes regulatérias. Foram identificados (ETsS) e motivos
conservados na regido promotora, mas ndo foram associados na resposta aos
inibidores de peptidase de soja (IPs). llhas CG s&o abundantes ao longo das
sequencias de tripsinas e quimotripsinas, sugerindo que mecanismos
epigenéticos podem estar envolvidos na regulagdo diferencial de tripsinas e
guimotripsinas de acordo as necessidades da H. armigera.

Palavras-chave: Insetos generalistas, proteases, epialelos, lepiddptera.

Abstract

Generalist insects can overcome the antinutritional effects of plant-
produced peptidase inhibitors by dynamically regulating genes encode serine
peptidases. Furthermore, it is possible to speculate the occurrence of epigenetic
mechanisms in expression control. To study the structural mechanisms that may
be associated with transcriptional plasticity, a comparative analysis of the structure
of trypsin and chymotrypsin genes from H. armigera was performed using
bioinformatics tools. Transposition elements (ETs), conserved motifs and CG
islands were characterized in serine peptidase genes. A total of 31 trypsin genes
and 25 chymotrypsin genes were identified with the complete catalytic screen. Six
of the serine peptidase genes may have non-catalytic functions. Most of the serine
peptidase genes are probably the result of recent duplication disposed in tandem
(as if they were repetitive sequences) sharing regulatory regions. We identified
(ETs) and conserved motifs in the promoter region but were not associated in
response to soy peptidase inhibitors (SPI). CG islands are abundant along the
trypsin and chymotrypsin sequences, suggesting that epigenetic mechanisms may
be involved in the differential regulation of trypsins and chymotrypsins according
to the needs of H. armigera.

Keywords: Generalist insects, proteases, epialleles, lepidoptera.

4.1. Introducéo
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Os insetos polifagos ameacam diversas producdes agricolas ao redor do mundo. A
conquista exitosa do grande numero de plantas hospedeiras é atribuido a regulacdo dinamica
de enzimas digestivas (Chikate et al. 2013; Souza et al. 2016). Lagartas de H. armigera sdo
capazes de produzir um amplo espectro de enzimas proteoliticas no sistema digestivo (Bown
et al. 1997, 2004), sendo as serino peptidases responsaveis do em torno de 85% dos
processos digestivos (Lomate et al. 2018; Chandra et al. 2018). As plantas tentam superar 0s
ataques dos insetos herbivoros produzindo inibidores de enzimas digestivas. Nao obstante,
os insetos polifagos superam o efeito anti-nutricional dos inibidores devido ao amplo repertorio
de enzimas digestivas (Terra et al. 2019; Dias et al. 2015) e a plasticidade transcricional
(Brioschi et al. 2007; Souza et al. 2016).

A regulacao de expressao génica é o maior responsavel da plasticidade fenotipica
da H. armigera. A regulacdo da sintese de transcritos esta envolvida na adaptacdo do inseto
a moléculas de defensa das plantas (Kuwar et al. 2015; Chandra et al. 2018), tolerancia aos
inseticidas (Xu et al., 2018), formacé&o de epialelos moleculares (Capitulo 2, este estudo). Nao
obstante, as bases moleculares sdo pouco compreendidas (Chikate et al., 2013; Lomate et
al., 2018; Terra et al., 2019). Modelos do controle de expressdo de genes foram propostos
desde inicios dos anos 60 (Jacob e Monod, 1961). No entanto, estudos posteriores
demostraram que a regulagéo transcricional € muito mais complexa e depende da interacdo
entre diferentes mecanismos regulatérios (Phillips et al., 2019). As caracteristicas da regido
promotora sdo um dos fatores que mais afetam a taxa da sintese de transcritos. A regulagcéo
génica é afetada frequentemente pela presenca de elementos de transposicao (Klai et al.,
2020), RNAs reguladores (Lomate et al., 2014), cis elementos (Zhao et al., 2018), ilhas CG
(Morgan and Marioni, 2018) e modificacdes epigenéticas (Jones et al., 2018).

Os mecanismos de regulagcdo génica sdo ainda pouco conhecidos. Inclusive, nos
organismos modelo mais estudados, como a Escherichia coli, grande parte dos mecanismos
de regulagéo génica ainda ndo sdo completamente entendidos (Fang et al., 2017). Diferentes
abordagens matematicas estdo sendo estabelecidas em espécies modelos para a predicdo
da regulacdo génica (Tantale et al., 2016; Cao et al., 2019; Phillips et al., 2019). A fim de
estudar se a estrutura dos genes de serino peptidases desempenha papel no mecanismo de
ativacao transcricional e na formacado de epialelos moleculares, foram realizadas analises
comparativas de genes de tripsinas e quimotripsinas de H. armigera utilizando ferramentas de

bioinformética.

4.2. Materiais e Métodos
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4.2.1. Andlise filogenética de genes de tripsinas e quimotripsinas

Sequéncias de genes serino peptidases foram recuperadas do banco de dados do
NCBI GenBank (www.nchbi.nlm.nih.gov/genome) usando o programa BLASTP. As sequéncias
previstas foram divididas em serino peptidases selecionando aquelas que apresentam o
dominio caracteristico da familia (IPR001254). Uma segunda selecéo se realizou identificando
as sequéncias que apresentavam a triade catalitica completa (His57, Aspl02 e Serl95).
Posteriormente, se realizou a classificacdo das tripsinas e quimotripsinas de acordo com o
aminoacido na posicao 159 (Asp para tripsina).

As sequencias de amino&cidos de tripsinas e quimotripsinas foram alinhadas usando
0 programa MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) (Katoh, Rozewicki, e Yamada
2018). A arvore filogenética foi construida com o software IQ-TREE
(http://www.igtree.org/doc/molevol)  considerando o modelo de melhor ajuste
(Kalyaanamoorthy et al. 2017). O suporte estatistico da arvore filogenética foi realizado com
o teste Bootstrap com 1000 repeticdes. A arvore foi analisada no software FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Os valores de expresséo génica foram recuperados
da andlise de RNA-seq e plotados junto com a arvore filogenética usando o pacote ggplot2 do
software R (Wickham 2009).

4.2.2. Mapeamento de ilhas CG

O mapeamento de ilhas CG foi realizada nas sequencias de genes de tripsinas e
guimotripsinas como também das regides regulatérias. Sequéncias de genes de serino
peptidase foram obtidas do banco de dados do NCBI GenBank (https:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) como o descrito anteriormente. Um total de 29 genes de
tripsinas e 21 genes de quimotripsinas foram identificados com a triada catalitica completa.
As sequencias génicas foram analisadas com o programa de predi¢éo de ilhas CG CpGPLOT
(http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/). A analise foi realizada com os parametros padréao do
CpGPLOT: em uma média de 10 janelas e ndo menos que 200 bases, o contetdo calculado
(%G+%C) é superior a 50% e a relacdo observada/esperada calculada € superior a 0,6. Da
mesma forma, foram mapeadas as ilhas CG de 5 kb das regides regulatérias (upstream e
downstream). Finalmente, foi realizada uma andlise descritiva da posicdo, comprimento e

frequéncia das ilhas CG ao longo das sequencias génicas.

4.2.3. Identificacdo de elementos de transposicéo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
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A identificacdo de elementos de transposicdo em genes de tripsinas e quimotripsinas
foi realizada segundo método de Kohany et al. (2006). Para a analise, foi selecionar a regido
promotora (-250 pb) desde o comeco da regido codante. As sequéncias foram submetidas ao
banco de dados de DNA repetitivo RepBase (https://www.girinst.org/) (Kohany et al. 2006).

Os genes foram classificados de acordo com as caracteristicas definidas pelo programa.

4.2.4. |dentificacdo de motivos conservados

A identificacdo de sequéncias conservadas foi realizada somente na regido
promotora dos genes de tripsinas e quimotripsinas. Arquivos contendo 1 kb da regido
upstream genes foram alinhados de acordo com a metodologia descrita por (Bailey e Elkan
1994). As andlises foram realizadas usando o programa MEME Version 5.3.0. (http://meme-
suite.org/) usando os parametros recomendados pelo software MEME (Bailey e Elkan 1994).
Finalmente, os resultados foram comparados com os dados de expressdo génica com o0
proposito de identificar motivos que podem estar envolvidos no controle da expressao de
genes de serino peptidases.

4.3. Resultados e Discusséao

4.3.1. A estruturados genes de serino peptidases sugere um possivel controle

transcricional associado a fenbmenos epigenéticos

Grande parte dos genes das serino peptidase estdo agrupados no mesmo fragmento
do DNA, muito proximos um dos outros a semelhanca de sequéncias repetitivas. A
microsintenia — aqui estimada em um genoma muito fragmentado com 998 scaffolds e 24,552
contigs (Pearce et al. 2017) — de genes de tripsinas e quimotripsinas sugere que as espécies
ancestrais da H. armigera herdaram poucos genes de serino peptidases e que cépias extras
foram obtidas por duplicagdo génica, o que parece ser um fenbmeno comum nos dipteras e
lepidopteros (Sanchez-paz, Muhlia-almazén, e Garcia-carrefio 2008). Embora as sequéncias
exibiram pouco polimorfismo, os resultados de expressdo génica indicam que em alguns
casos a diversidade genética foi suficiente para causar divergéncia funcional (Figura 1-2).
Portanto, nem todos os genes com alto grau de identidade foram significativamente regulados
na presenga dos IPs, embora o 88% tendem a ser ativados pelos IPs (Figura 1-2). Inclusive,
genes que perderam aminoacidos da triade catalitica (necessaria para clivar as ligacdes
peptidicas) foram significativamente regulados (Figura 1-2), o que aponta para um possivel

papel funcional destas proteinas na resposta aos IPs.
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Figura 1. Filogenia molecular das sequencias de tripsinas H. armigera e expresséo relativa de
genes no sistema digestivo das lagartas expostas aos IPs. As analises filogenéticas foram
realizadas usando o algoritmo Neighbor-Joining. O nimero de cada n6 representa o valor de
bootstrap para 1000 repeticBes. Os resultados de expresséo génica foram recuperados dos
resultados de RNA-seq (como descrito no capitulo 2). Em vermelho, estdo destacadas as
sequencias sem a triade catalitica completa (His57, Aspl02 e Serl95). Detalhes do
alinhamento da triade catalitica sdo apresentados na Figura S1. Em amarelo, estdo
destacados os genes que foram expressos significativamente (p-adjust <0.05, Fold-Change
>1 ou < -1) expressos no sistema digestivo das progénies de lagartas que foram expostas aos

IPs na primeira geracao (epialelos potenciais).

A formacdo de amplos clusters no genoma de H. armigera pode ser devido a
duplicacdes génicas e crossing over desigual, como foi sugerido em Bombix mori (Ross et al.
2003). Como resultado, a alta densidade de genes de serino peptidases agrupadas no
genoma compartilham regides regulatdrias usando combina¢des de terminador/promotor que
podem afetar a transcricdo génica. Estudos em Plutella xylostella, sugerem que os arranjos
de genes serino peptidase em lepidopteras ndo tém nenhuma significancia biolégica no
controle transcricional (Lin et al. 2015). No entanto, recente evidéncia indica que, em outros
organismos, os genes ligados podem proporcionar um mecanismo coordenado de controle de
expressao génica (Hegde e Crowley 2019) e pode favorecer a eficiéncia do processo
transcricional (Nakajima, Costa, e Lemke 2020). Consequentemente, as unidades de

transcricdo dispostas em tandem podem sofrer presséo seletiva.
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Figura 2. Filogenia molecular das quimotripsinas de H. armigera e expresséo relativa de genes
no sistema digestivo das lagartas expostas aos IPs. As analises filogenéticas foram realizadas
usando o algoritmo Neighbor-Joining. O niumero de cada né representa o valor de bootstrap
para 1000 repeti¢des. Os resultados de expressao génica foram recuperados dos resultados
de RNA-seq. Em vermelho, estdo destacadas as sequencias sem a triade catalitica completa
(His57, Asp102 e Ser195). Detalhes do alinhamento da triade catalitica sdo apresentados na
Figura S2.

A transcricdo de genes que compartilham regides regulatérias pode interferir
diretamente na transcricdo do gene oposto, o que tem sido denominado como interferéncia
transicional (Prescott e Proudfoot 2002). Este fendbmeno pode ocorrer com 0 aumento da
densidade das polimerases (Ali et al. 2019) ou quando o alongamento da transcricdo nao
termina adequadamente (Prescott e Proudfoot 2002). Em consequéncia, 0 avan¢co da
transcricdo bloqueia fisicamente o avanco da polimerase da cadeia oposta (em genes
orientados de forma convergente) ou também inativa a regido promotora do gene adjacente
(em genes orientados em tandem). De forma simples, o aumento da transcricdo de um gene
pode ser a causa da inibicdo de outro gene adjacente, supondo que o primeiro seja deficiente
no sinal de terminac&o para interromper o avango da polimerase.

Por outro lado, genes curtos sao sintetizados a uma velocidade maior. Em bactérias,
por exemplo, a RNA polimerase selvagem sintetiza transcritos a uma velocidade de 80-90
nucleotideos por segundo (Dennis et al. 2009; Nakajima et al. 2020). Considerando estas
propriedades biofisicas, a ativacdo de genes curtos como LOC110380585 seria uma

estratégia de resposta aos IPs nove vezes mais rapida que a ativagdo de genes longos como
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LOC110372637, e a um custo metabdlico menor. Embora modelos indicam que a taxa de
transcricdo pode ser independente do comprimento do gene. Por exemplo, o numero de
transcritos pode ser igual ao numero de polimerases espacadas por centenas de nucleotideos
ao longo do gene, denominadas de comboios de RNA polimerases (Tantale et al. 2016).

As etiguetas de reconhecimento destes genes longos que marcam os que devem ser
desativados estdo sendo reveladas em outros organismos. Em camundongos, a expressao
de genes longos das células neuronais é reprimida via metilacdo de DNA (Boxer et al. 2020).
Proteinas repressoras de ligagdo ao DNA metilado (MeCP2) se ligam ao corpo de genes
longos densamente metilados e reprimem a taxa de iniciag&o transcricional (Boxer et al. 2020).
Genes de serino peptidases da H. armigera séo ricos em ilhas CG, o qual sugere que a
metilacdo do DNA poderia ter um papel no controle traducional.

4.3.2. A arquitetura do promotor revela pistas sobre a ativacdo de genes
serino peptidase

Motivos regulatérios poderiam estar atuando como interruptor na regulacdo dinamica
dos genes serino peptidase. Regides conservadas foram identificadas no promotor de genes
serino peptidase (Figura 1-2), embora, ndo foram associadas aos mecanismos de resposta
aos IPs. Motivos regulatorios foram envolvidos na regulacdo de genes responsaveis pela
adaptacdo da H. armigera a plantas hospedeiras, resisténcia a inseticidas (Xu et al. 2018), no
reconhecimento de ferombnios sexuais (Wang et al. 2018). Muitos outros motivos poderiam
estar esperando ser caracterizados nos promotores da H. armigera. Em Drosophila
melanogaster existem pelo menos 656 motivos descritos nas bases de dados MEME (Bailey
et al. 2009).

Os resultados do RepBase indicam que existem elementos de transposic¢éo (ETs) na
regido regulatéria em seis genes de serino peptidases (Tabela 11). No entanto, o grupo de
genes que foi diferencialmente expresso na presenca dos IPs ndo apresentou uma sequéncia
regulatéria conservada no promotor. Alguns padrdes foram identificados. Por exemplo, o
mesmo ET foi identificado no promotor (250 kb) dos genes LOC110379016 e LOC110380579,
0 que sugere que a insercao ocorreu antes da duplicacdo génica. O mapeamento de ETs
promotor ao longo de 1 kb revelou que todos os genes possuem pelo menos um ET na regido
regulatéria (Figura S3-S4) e ndo seria surpreendente que tenham contribuido a formacéo de
multigenes de serino peptidases. Em macacos, por exemplo, a duplicacdo do gene y-globina
parece ser o resultado de recombinacdo entre os ETs que flanqueiam o gene ancestral
(Maeda e Smithies 1986). Em genes de quimotripsinas foram identificados 57 fragmentos de

ETs (Figura S3), em abundancia similar para as classes de transposons, retrotransposons
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LTR e retrotransposons Non-LTR (19, 19 e 16, respetivamente). Em genes que codificam
tripsinas foram identificados 65 fragmentos de ETs (Figura S4), foram mais predominantes as
classes de transposons em relacdo aos retrotransposons LTR e retrotransposons Non-LTR

(35, 11 e 18, respetivamente).

Tabela 1. Presenca de ETs no promotor de genes de serino peptidase de H.

armigera.
Locus Classe Score
LOC110379016 LTR/Copia 217
LOC110380579 LTR/Copia 249
LOC110380585 DNA/Polinton 208
LOC110380588 DNA/Helitron 442
LOC110383548 NonLTR/L1 215

LOC110384561 DNA/EnSpm/CACTA 272

O grupo de genes que foi altamente expresso na presenca dos IPs ndo apresentou
ETs na regido promotora mais proxima ao inicio da transcricdo (250 pb). A auséncia de ETs
poderia ser uma das caracteristicas necessarias para o aumento do processo transcricional.
O efeito negativo da presenca de ETs sobre a taxa da transcricdo € conhecido desde a
descoberta de ETs por Barbara McClintock, no final da década de 1940 (McClintock 1950).
Atualmente, abundante literatura mostra o papel dos ETs no controle transcricional de
diferentes espécies (revisado por Fambrini et al. 2020; Young et al. 2020).

Raramente as inser¢des de ET trazem valores adaptativos imediatos nos
hospedeiros. Alguns estudos mostram o papel dos ETs na adaptacao de lepidépteros como
Biston betularia a predacao (Hof et al. 2016) e H. armigera aos inseticidas (Klai et al. 2020).
O maior efeito dos ETs sobre a transcricdo de genes € causado por alteracées no estado da
cromatina. ETs podem propagar marcas epigenéticas repressivas como H3K9me?2 por até 20
kb nas proximidades do sitio de insercéo (Lee e Karpen 2017). Por outro lado, ETs podem
também reduzir ou abolir 0 processo transcricional pela ruptura do sitio de iniciacdo

transcricional ou de regides regulatorias (cis-elements) (Fambrini et al. 2020).

4.3.3. Os genes de serino peptidases séo enriquecidos com ilhas CG

predominantemente na regido codante

A andlise in silico indicou que quase todos os genes de tripsinas e quimotripsinas

estudados possuem pelo menos uma ilha CG (Figura 13). Dentre as 50 sequéncias de genes
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de serino peptidases, o gene LOC110383665 foi o0 Unico desprovido de regides
significativamente enriquecidas com dinucleotideos CG. Os outros 49 genes podem ter até 6
ilhas CG que com frequéncia estéo espalhadas na regido codante (Figura 13). O comprimento
médio das ilhas CG nas regides codantes foi também maior entre 10-24 pb, comparado com
o comprimento das ilhas CG das regides regulatorias (upstream e downstream).

A presenca de ilhas CG nos genes serino peptidases revelam uma histéria evolutiva
interessante. Existe uma diferenca discrepante entre grupos de genes que possuem
abundantes ilhas CG e outros que carecem deste tipo de sequéncias, 0 que poderia ser o
resultado de processos evolutivos sobre a arquitetura do genoma de H. armigera. A auséncia
de ilhas CG na regido codante do gene de tripsina LOC110383665 sugere que pode ser uma
cOpia de recente duplicacdo. Ao menos em mamiferos, tem sido demostrado que regides
promotoras ricas em ilhas CG possuem maior polimorfismo e evoluem mais rapidamente que
promotores pobres em ilhas CG (Carninci et al. 2007). De tal forma que, as ilhas CG séo
consideradas por alguns pesquisadores como sequéncias de cdpia Unica ho genoma, embora
possam compartilhar regies conservadas como sitios de ligacdo para fatores de transcri¢cao
(Antequera e Bird, 2018). Provavelmente, a pressdo de selecdo teve certa influéncia no

surgimento das ilhas CG deixando uma marca evolutiva no genoma da H. armigera.
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Figura 13. Distribuicdo de ilhas CG para genes de tripsinas e quimotripsinas de H.
armigera. O mapeamento de ilhas CG foi realizado ao longo do corpo dos genes e em 5 kb

das regides regulatorias (upstream e downstream).
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O arranjo dos genes em tandem e o alto contetdo de CG, séo caracteristicas dos
genes das serino peptidases e sugerem que a expressao poderia estar sendo regulada por
modificacBes epigenéticas. Suficiente literatura mostra o papel das ilhas CG no controle de
expressao genes através da metilacdo do DNA e modificagdes de histonas (revisado por
Antequera e Bird, 2018). Existe uma relacao significativa entre metilacdo do DNA e controle
de expresséao de genes (Antequera e Bird 2018; Field et al. 2004; Hsieh 2016) como tem sido
demostrado em H. armigera analisando dados de metiloma e trascriptoma (Jones et al. 2018).

Assim, a estrutura dos genes de serino peptidases indicou a metilagdo do DNA como
0 mecanismo direto de regulacdo génica de enzimas digestivas. Nao obstante, os resultados
do WGBS (Whole-Genome Bisulfite Sequencing) e BSP (Bisulfite Sequencing PCR)
revelaram que o mecanismo de controle transcricional de genes de serino peptidases pode

ser ainda mais complexo.
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4.4. Conclusodes

Genes de serino peptidases altamente expressas nas condi¢cdes experimentais
carecem ETs na regido regulatéria upstream. Nem todos os genes deficientes de ETs na
regido promotora foram ativados positivamente. Trés motivos conservados podem estar
atuando na regulacdo transcricional dos genes de serino peptidases, mas que ndo foram
associados a resposta provocada pela alimentacéo das lagartas com IPs. O mapeamento de
ilhas CG revelou que quase a totalidade de genes de serino peptidase possui pelo menos
uma ilha CG, concentradas predominantemente na regido codante. A estrutura dos genes
serino peptidase da H. armigera sugere que sao passiveis de modificacdes epigenéticas e
podem estar associados a plasticidade transcricional do sistema digestivo.
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Figura S1. Alinhamento da triade catalitica (His57, Aspl02 e Serl195) das sequencias de

tripsinas de H. armigera. O alinhamento de Asp189 é conservado para tripsinas. Os nimeros

foram estabelecidos com base na quimotripsina bovina Bos taurus (UniProt: PO0766).
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Figura S4. Mapeamento de elementos de transposicdo em 1 kb da regido promotora dos

genes de tripsinas. A andlise foi realizada usando os parametros padrdo do programa

RepBase.
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Figura S4. Continuagdo. Mapeamento de elementos de transposi¢cdo em 1 kb da regido

promotora dos genes de tripsinas. A analise foi realizada usando os parametros padrdo do
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5. CAPITULO 4 — PAPEL DA METILACAO DO DNA NA RESPOSTA MOLECULAR DE
Helicoverpa armigera AOS INIBIDORES DE PEPTIDASE DE SOJA

Resumo

A metilacdo do DNA é a maior forca de variagcdo epigenética, a partir da
modificagdo da estrutura do genoma afetando a acessibilidade da maquinaria
transcricional. O objetivo do presente capitulo foi estudar um possivel papel da
metilagdo do DNA na resposta molecular do sistema digestivo da H. armigera aos
inibidores de peptidase de soja (IPs). Realizamos a andlise do sequenciamento
do genoma completo tratado com bissulfito (WGBS, whole-genome bisulfite
sequencing) do sistema digestivo de lagartas alimentadas com e sem IPs e das
progénies de lagartas expostas aos IPs. Epialelos de metilacdo do DNA
resistentes a reprogramacao germinal foram identificados estudando o metiloma
das progénies de larvas de H. armigera expostas aos IPs. Para comprovar a
relacdo entre a metilacdo do DNA e a expressao de genes, lagartas de ultimo
instar de H. armigera foram injetadas com duas doses de 5-azacytidina (40 mM)
a cada 24h. Os niveis de expressao de genes de tripsinas, quimotripsinas e genes
metiltransferase de DNA (DNMTs) foram quantificados por RT-qPCR. Os
resultados revelaram um total de 99 genes diferencialmente metilados quando as
lagartas foram expostas a dieta artificial com IPs. Aproximadamente 20% dos
padrdes de metilacdo foram transmitidos por herancga epigenética a descendéncia.
Os genes de tripsinas e quimotripsinas foram quase por completo hipometilados
em todos os tratamentos, inclusive no genoma dos tecidos dos adultos. N&o
obstante, as inje¢cbes com o inibidor de metilacdo do DNA inativaram 0s genes
serino peptidase estudados, 0 que sugere um mecanismo indireto de regulacdo
transcricional. No presente trabalho s8o apresentados potenciais genes
candidatos que podem estar associados aos fendmenos epigenéticos adaptativos
da H. armigera aos IPs.

Palavras-chave: epimutacgtes, epialelos, lepidoptera, insetos generalistas.

Abstract

DNA methylation is the greatest force of epigenetic variation, affecting the
genome structure to accessibility of the transcriptional machinery. The aim of this
chapter was to study a role of DNA methylation in the molecular response of the
H. armigera digestive system to soybean peptidase inhibitors (SPI). We performed
whole-genome bisulfite sequencing (WGBS) analysis of the digestive system of
larvae fed with and without SPI. DNA methylation epialleles resistant to germinal
reprogramming were identified by studying the methylome of progenies of H.
armigera larvae exposed to SPI. To prove the relationship between DNA
methylation and gene expression, last instar larvae of H. armigera were injected
with two doses of 5-azacytidine (40 mM) every 24 hours. The expression levels of
trypsin, chymotrypsin and DNMTs genes were quantified by RT-qgPCR. The results
revealed a total of 99 differentially methylated genes when the caterpillars were
exposed to the artificial diet with SP1. Approximately 20% of methylation patterns
were transmitted by epigenetic inheritance to offspring. Trypsin and chymotrypsin
genes were almost completely hypomethylated in all treatments, including in the
adult tissue genome. Nevertheless, the injections with the DNA methylation
inhibitor inactivated the studied serine peptidase genes, which suggests an indirect
mechanism of transcriptional regulation. In the present work, potential candidate
genes that may be associated with the adaptive epigenetic phenomena of H.
armigera to SPI are presented.
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5.1. Introducéo

A metilagdo do DNA é a principal fonte de variagdo epigenética. A porcentagem de
5-metil-citosina em eucariotos pode variar desde 30% em plantas, 5-10% em vertebrados e
até 0-3% em insetos (Zemach et al. 2010). Lagartas de H. armigera apresentam no maximo
0,9% das citocinas metiladas em dinucleotideos CG localizadas predominantemente da regido
codante (Jones et al. 2018). As funcdes da metilacdo do DNA sdo bastante diversas em
eucariotos, embora em insetos ainda sejam pouco compreendidas. Estudos sugerem uma
correlagdo positiva entre a metilacdo do DNA e a expressdo de genes, principalmente
associados a funcdes de manutencéo celular (Hunt et al. 2013; Jones et al. 2018; Xu et al.
2021).

A metilagdo do DNA é catalisada por proteinas metiltransferase de DNA (DNMT).
Estas enzimas transferem o grupo metil do doador universal S-adenosil-metionina (SAM) ao
carbono cinco do residuo de citosina do DNA. Novos padrdes de metilagdo (de novo) séo
estabelecidos por DNMT3 em fitas de DNA n&o modificadas, que geralmente sdo mantidos
em cada ciclo de replicagéo principalmente por DNMT1 (Goll e Bestor 2005). A DNMT2 tem
especificidade e protege sequencias do RNA (Schaefer et al. 2010), ndo contribuindo
significativamente ao metiloma (Goll et al. 2006). A H. armigera e outros insetos perderam o
gene DNMT3 em algum ponto evolutivo e tem sido sugerido que a DNMTL1 é responsavel pela
metilacdo de novo (Lyko 2018). Proteinas com dominios MBD (MBDs, Methyl-CpG-binding
domain) ou metalloproteinas de zinco sé&o outros componentes chaves no controle epigenético
traducional vinculado a metilagdo do DNA. Em insetos, as proteinas MBD se ligam a
fragmentos de DNA metilado e recrutam a acetiltransferase de histona Tip60 para promover
a ativacdo génica (Xu et al. 2021).

Os mecanismos epigenéticos sao responsaveis por diversas caracteristicas
fenotipicas nos insetos. O papel das DNMTs na plasticidade comportamental tem sido
estudado extensivamente em himendpteros (formigas, abelhas, vespas e moscas-serra) (Yan
et al. 2015). Por exemplo, o metiloma é responsavel pela divergéncia fenotipica das abelhas
(operérias ou rainhas) que é determinado pelo estado nutricional das larvas (Kucharski et al.
2008). A dieta pode alterar os padrdes de metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas (Burdge
et al. 2007; Faulk e Dolinoy 2011) e é um dos principais fatores de variacdo epigenética em
insetos (Chittka e Chittka 2010; Mukherjee et al. 2015). Perturbacbes do metiloma podem
afetar também processos do desenvolvimento dos insetos ou do sistema imune (Baradaran
et al. 2019; Cook et al. 2019).
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Algumas marcas epigenéticas sao resistentes a reprogramacao germinal. Caracteres
fenotipicos (incluindo os moleculares) podem ser gerados por estimulos ambientais e
transmitidos por heranca epigenética (Mukherjee e Vilcinskas 2019). Os insetos sado
excelentes modelos de estudos de fendmenos epigenéticos pois possuem um curto ciclo de
vida e podem ser mantidas grandes populaces em um espaco reduzido no laboratério.
Durken (1923a) revelou o primeiro epialelo identificado em Pieris brassicae induzido pela luz.
A cada ano crescem de forma exponencial a evidéncia de caracteristicas herdadas séo
influenciadas pelo background parental. Alguns exemplos de heranca epigenética
transgeracional de caracteristicas adquiridas incluem diapausa prolongada em Sarcophaga
bullata (Henrich e Denlinger 1982), fotoperiodo em Acyrthosiphon pisum (Le Trionnaire et al.,
2009), resisténcia a inseticidas em Aedes albopictus (Oppold, Kref3, Bussche, et al., 2015),
reprogramacao transcricional em H. armigera (Capitulo 2, este estudo). O presente trabalho
foi desenvolvido para estudar o papel da metilacdo do DNA na regulacédo de transcritos do
sistema digestivo e na formacao de epialelos em insetos de H. armigera expostos aos IPs.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Anélise funcional da metilacdo do DNA em lihas CG de genes serino
peptidase

O estudo da metilacdo do DNA em ilhas CG foi avaliado mediante o sequenciamento
do DNA tratado com bissulfito de sédio e PCR (BSP, bisulfite sequencing PCR), usando um
protocolo similar & metodologia descrita por Xu et al. (2018). A extracdo do DNA gendmico e
a andlise de qualidade foi realizado como descrito no item 5.2.3. Para estudar o papel a
metilagdo do DNA nas ilhas CG de genes de serino peptidases no desenvolvimento do inseto,
usamos o tecido das pernas, cabeca e térax de adultos de H. armigera. Os perfis de metilagdo
foram comparados com os padrdes de metilacdo do DNA das lagartas de H. armigera
alimentadas com e sem IPs. As citosinas no metiladas de 1 ug de DNA foram convertidas em
uracila usando o EpiJET Bisulfite Conversion Kit (Thermo Scientific), seguindo as instrucdes
do fabricante. Os primers foram desenhados para amplificar ilhas CG usando o programa
MethPrimer  (https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi) seguindo o0s
parametros padrdo do software Pick primers for bisulfite sequencing PCR (Li and Dahiya
2002). Trés genes de serino peptidase responsivos aos |IPs foram selecionados para a analise
BSP usando primers degenerados. As reacdes de amplificacdo foram realizadas usando 5 ng
de DNA tratado com bissulfito durante 40 ciclos (95 °C durante 30S, 72 °C durante 2 min). Os
fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose 2%. Finalmente, os produtos de

PCR foram sequenciados para identificar as citosinas metiladas. A andlise de metilacéo



101

diferencial em dinucleotideos CG foi realizada wusando o programa BISMA
(http://services.ibc.uni-stuttgart.de/BDPC/BISMA/) (Rohde et al. 2010).
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Tabela 1. Primers para a analise de metilagcdo do DNA de ilhas CG de genes de serino

peptidase
Gene Primers usados na técnica BSP
LOC110384510 F TTTTTAGGTTTAAAGATTAAATAATTTATT
LOC110384510 R CAAATAACTCACCAAAAATAACAAC
LOC110376134 F TTTTTAATTTATATAATGGTGGTGGTG
LOC110376134 R AATCATAAATAAACCTTTATCAATTCTC
LOC110378565 F AAATTAGGGTTTTGAGTAGTTG
LOC110378565 R TTAAAAAAAATCCAAAATATATAAC

5.2.2. Inducéo de desmetilacdo do DNA com 5-azacytidina

Inicialmente, foram incorporadas na dieta artificial doses crescentes de 5-azacitidina,
entretanto ndo foi observada nenhuma resposta fenotipica (dados nao apresentados). Existe
a possibilidade de que o produto tenha sido degradado antes de que as larvas fossem
expostas a uma dose prejudicial. As especificacdes do fabricante indicaram que a perda do
produto pode alcancar valores de até 10% nas primeiras 2 horas a temperatura ambiente.

Resultados mais interessantes foram observados injetando a 5-azacitidina no
segundo segmento dorsal com uma seringa fina tipo Hamilton, conforme proposto por
(Baradaran et al. 2019). Lagartas de H. armigera foram alimentadas com dieta artificial até o
comeco do ultimo instar. Injetamos duas vezes 5 pL de 5-azacitidina (40 mM) nas lagartas de
sexto-instar de H. armigera com intervalos de 24h. As larvas do tratamento controle foram
injetadas com agua destilada. Um grupo de lagartas de cada tratamento (n = 50 para cada
tratamento) foi criado para avaliar o efeito do inibidor de metilacdo de DNA no peso e
mortalidade das pupas. Os intestinos larvais foram removidos de um segundo grupo 24h ap6s
a ultima injecdo, e as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C. Foram realizadas quatro repeti¢cdes bioldgicas para cada tratamento
com cinco insetos por cada réplica biolégica. A extracdo de RNA e a analise de expresséo
génica de genes serino peptidase foram realizadas como descrito anteriormente. A expressao
dos genes DNMT1 e DNMT?2 foi realizada usando os primers reportados por Baradaran et al.
(2019).
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5.2.3. Caracterizacdo do genoma completo da metilacdo do DNA

A caracterizacdo completa do metiloma dos tratamentos propostos foi realizada em
parceria com o Dr. Ben Hunt e o Dr. Chris Bass, do College of Life and Environmental
Sciences, Biosciences, University of Exeter, Penryn Campus, Penryn, Cornwall, UK. A criacdo
de geracbes de insetos de H. armigera em dieta suplementada ou ndo com IPs foi realizada
conforme descrito no Capitulo 3, item 3.3.1 - 3.2.3. O DNA genbmico foi extraido de amostras
de intestinos de lagartas da primeira geracao (alimentadas ou ndo com dieta suplementada
com inibidores) e das progénies das lagartas expostas aos IPs. Cada tratamento teve trés
replicatas experimentais para um total de nove unidades experimentais. Grupos de 10
intestinos de cada tratamento foram macerados em nitrogénio liquido. O DNA gendmico foi
extraido usando o kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN). A preparacado da biblioteca e o
sequenciamento foram realizados pela empresa Novogene. Nesta empresa foi realizado
também o tratamento com bissulfito. O controle de qualidade foi realizado usando o programa
Trimmomatic V. 0.38, incluindo uma forte trimagem da regido 5 dos reads pareados (--clip_R1
10 --clip_R2 25) devido a preparagéo da biblioteca. Posteriormente, os reads foram alinhados
ao genoma de referéncia da H. armigera
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/13316?genome_assembly_id=319039) usando o
programa Bismark v0.22.1. Os arquivos de saida foram importados para o programa Methykit
(1.8.1) na versao do R 3.5.2. Contextos CG diferencialmente metilados foram analisados em
relacdo a uma distribuicdo binomial para identificar regibes com niveis de metilacao
significativos dos loci ndo metilados. Os loci restantes foram sujeitos a testes de pares entre
grupos usando o teste de Fisher, corrigido para testes maltiplos com o método SLIM. Loci com
uma diferenca de metilagdo de pelo menos 25% e um g-ajustado por FDR 0.01, foram

considerados diferencialmente metilados.

5.3. Resultados e Discusséao

5.3.1. O tratamento com a 5-azacytidina altera os padrdoes de expresséo de

genes de tripsinas e quimotripsinas do sistema digestivo de H. armigera

O tratamento com 5-azacitidine causou uma reducéo significativa (p<0.05) de 16,9%
na biomassa de pupas da H. armigera (Figura 1). Enquanto a mortalidade aumentou em
16,7% nas lagartas tratadas com o inibidor de metilacdo do DNA em compara¢cdo com 0
controle (dgua destilada). Os biélogos evolutivos frequentemente usam analogos bioquimicos
da citidina para estudar o papel da metilacio do DNA em um amplo conjunto de

caracteristicas. Usualmente, os inibidores de metilagdo do DNA causam alteracdes na
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expressao de genes em varias espécies de insetos, e em consequéncia, mudancas
fenotipicas (Baradaran et al. 2019; Cook et al. 2019). Exemplos destes fenbmenos estudados
incluem o dimorfismo sexual e diapausa em Nasonia vitripennis (Cook et al. 2015, 2019;
Pegoraro et al. 2016), o comportamento reprodutivo de Bombus terrestris (Amarasinghe,

Clayton, e Mallon 2014), o sistema imune de H. armigera (Baradaran et al. 2019).
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Figura 1. Influéncia do tratamento com 5-azacitidine em lagartas de H. armigera sobre o peso

de pupas.

O inibidor de metilacdo do DNA silenciou parcialmente genes de tripsinas e
quimotripsinas (Figura 2). Os resultados indicam uma possivel relacdo (direta ou indireta)
entre a metilagdo do DNA e a sintese de transcritos de genes de serino peptidases no sistema
digestivo. As enzimas metiltransferase 2 foram mais afetadas pelo tratamento, provocando a

ativacao significativa dos genes DNMT2 quando as lagartas foram tratadas com azacitidine.
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Figura 2. Log2 da expresséo relativa de genes de serino peptidase usando RT-gPCR. Os
valores de expressao génica foram plotados como uma medida relativa do tratamento com 5-
azacytidine versus agua destilada 24 h depois da ultima injecdo. Os resultados foram
normalizados usando genes RSP18 e RPL27. As barras de erro standard representam o erro

padréo.

O composto 5-azacytidine foi sintetizado inicialmente por pesquisadores
checoslovacos Piskala e Sorm (1964), usada posteriormente na Europa e Estados Unidos a
finais da década dos 70s em estudos clinicos contra o cancer (Von, Slavnik, e Muggia 1976).
Em células malignas, os genes envolvidos em importantes vias regulatérias como o reparo do
DNA estdo silenciadas transcricionalmente pela hipermetilagdo de ilhas CG de regides
regulatérias. A azacitidine € um agente hipometilante usado em terapias epigenéticas para a
reativacao transcricional no tratamento de doencas via apoptose. De forma similar, o efeito da
5-azacytidina poderia sugerir que existe uma relacdo ao menos indireta entre a metilagéo do
DNA e a ativacdo de genes de serino peptidases no intestino da H. armigera, como foi
demostrado por Baradaran et al. (2019); Jones et al. (2018). No entanto, a caracterizacao do

metiloma completo ndo forneceu evidéncias suficientes para assegurar que genes
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responsivos aos IPs possuem padrdes especificos de metilacdo do DNA, ao menos nas
regides mais proximas.

Efeitos colaterais como a hipermetilacdo do DNA precisam ser considerados. Alguns
estudos mostram que a exposicdo a azacitidine em insetos pode causar aumentos no
conteudo de citosinas metiladas em regides, aparentemente de forma aleatéria (Amarasinghe
et al. 2014; Cook et al. 2019). Nao podemos excluir a possibilidade de que o inibidor de
metilacdo do DNA tenha causado mudancas diretas na maquinaria transcricional. Ha
evidéncia suficiente na literatura para pensar que as DNMTs estdo envolvidas em um
complexo circuito regulatério no interior do ndcleo celular, devido a presenca de dominios de
ligacdo ao DNA e de interagéo proteina-proteina na regido N terminal (Espada 2012; Schulz
et al. 2018). De tal forma que a degradacéo das enzimas DNMTs poderiam silenciar os genes
de serino peptidase ao reprimir diretamente a transcricédo, independentemente do estado de
metilacdo do DNA.

5.3.2. Genes serino peptidase sdo quase por completo hipometilados

A expressao diferencial de enzimas digestivas € o principal mecanismo de resposta
aos IPs (Capitulo 2). Com a informacdo disponivel, ndo foi possivel identificar genes
diferencialmente metilados de forma significativa, que tivessem func¢des proteoliticas.
Curiosamente, genes que codificam enzimas serino peptidase sdo quase por completo
hipometilados em qualquer tratamento (Figura 3A-C). Inclusive em tecidos do adulto, as ilhas
CG parecem resistentes a metilagdo do DNA de tripsinas (Figura 3A-C). Por tanto, ndo
identificamos uma relacdo direta entre a metilacdo do DNA e a expressdo de genes de
resisténcia aos IPs. Na verdade, como 0s genes gque séo altamente expressos no intestino
foram desmetilados na regido codante, é praticamente um enigma. Em insetos, abundante
literatura mostra uma correlagdo positiva entre a metilagdo das sequencias codantes e o
aumento da expressao génica (Brevik et al. 2021; Glastad et al. 2019; Hunt et al. 2013; Jones
et al. 2018) e no proceso de splicing alternativo (Flores, Wolschin, e Amdam 2013).
Aparentemente, a plasticidade transcricional do sistema digestivo depende do cross-talking
entre 0s mecanismos regulatérios. Recente literatura indica que a metilagdo do DNA em
insetos esta funcionalmente vinculada a outras marcas epigenéticas (Xu et al., 2021). Aqui
identificamos pelo menos 32 genes diferencialmente metilados com funcdes regulatorias,

muitos dos quais levantam questionamentos intrigantes.
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Ref. Gene LOC110384480 0 0 0 0 0 0 0 0
TTGTCGGTGGTTTTATTTTRAGT - —TTCGGTGTATTTTT-TTATTAGGCGEG-TTTTTTCGTTATT TTCGTTAGCGGATAGGETGTTTGCGETGEGTTTTTTGTTTAATAATAGGAGGGTTTTTAT CGTCGTTTATTGTTGEGTTCGATGGTCGTRAATTAGGTTAGGAGTTTTATAGTTGTTTT:

A-TTTTACGGCNGG-TTTTTTTGTTATTTTTGTTAGTGGATAGGETGTTTGTGETGGTTTTTTGTTTAATAR' GRAGGGTTTTTATTGTTGTTTATTGTTGGTTTGATGGTTGTAATTAGGTTAGGACGTTTTATAGTTGTTTTTG
——-TTTTTTAGGTTTARAGA——-TTARATAATTTATTATTTTTAGGTNGG-TTTNTTTGTTATTTTTGT TAGTGEGATAGGETGTTTGTGETGGTTTTTTGTTTNATAATAGGAGEETTTTTAT TNT TGTTTATTGTTGGTTTGATGGTTGTAATTAGCTTAGGACTTTTATAGTTGTTTTTG
—-—-TTTTTTAGGTTTARAGA--TTAAATAATTTATTNT T TTTAGGTNGG-TTTTTTTGTTATTTT TG T TAGTGGATACGGE TG T T TG TGETGGTTTTTTGT T TAAT AATAGGAGCCTTTTTAT TGT TG TTTAT TGTTGCTTTGATGGTTGTAATTAGCTTAGGACTTTTATAGTTGTTTTTG
e A-TTTTNGGGCHNNG-TTTTTTTGTTATTTTTGT TAGTGGATACGETGTITTGTGETGCTTTTTTGTTTAATAR GAGGETTTTTATTGTTGTTTATTGT TCCTTTGAT GGTTGTAATTAGGTTAGGAGTTTTATAGTTGTTTITTG
———RAN-NNANGGNNNNGA-TTTIITTGT TATTT T TGT TAGTGCATAGGETGI TTCTGCTGETITTI TG TTAATAATANCGAGGETTTTTAT TGT TG TTTATICTITGGCTITGATGGTTCNAATTAGGTTANGAGCTTTATACTTGTITITTG
~TTTTNGGCNTGG-TTTTTTTGTTATTT TNGTTAGTGGATAGGETGTTTGTGGTGEGTTTTTTGTTTRAATAATAGEAGGGTTTTTAT TGTTGTTTATTGTTGCTTTGATGGTTGTAATTACGGTTAGGAGTTTTATAGTTGTTTTTG
11—~ ——— ATCTAGCTGG-CTTTTT-GTTATTTTTGTTAGTGGATAGGETGTTTGTGETGECTTTTTITGTTTAATAAS GRAGGGTTTTTATTGTTGTTTATTGTTGGTTTGATGGTTGTAATTAGCTTAGGACGTTTTATAGTTGTTTTTG

A——-TTAAATAATTTAT TN T T TTTAGGTNGG-TTTT T T TGTTAT T T TTGT TAGTGGATACGGE TG T TTGTGETGCTTTTTTGT T T AAT AR TAGGAGGCTTTTTAT TG T TG T T TATTGTTCCT I TGAT GG T TGTAATTAGGTTAGGACGTTTTATAGTTCTTITTTC
ATTTTAGCTGG-CTTTTTTGT TATTT T TG T TAGTGGATAGGETGTTTGTGGTGETTTTT TGTTTAATAATAGGAGGCTTI TTTAT TGTTGTTTATTGTTGCTTTGAT GG TTGTAATTAGGTTAGGACTTTTATAGTTCTTTITTC
GRAGGGNNNNTATTGTTGTTTATTGTTGGTTTGATGGTTGTAATTAGCGTTAGCGACGTTTTATNGTTGTTTTTG

2 -———— NNTTTTAGENTTANAGAT-—TNANTNATTTNTNN-TNNTNNNNNGGG-TNTTTTTGT TATTT T TGTTAGTGEATAGGETGT TTGTGETGETTTTTTGTTTNATAATAGGAGEETTTTTAT TNT TGTTTAT TGTTGETTTGAT GET TGTAATTAGGTTAGGAGTTTTATAGTTGTTTTTG
3 TTTTTTAGCTTTARAGATTARAT————— AATTTATATCN-TT-TTNGNTCEN-NTTTTTTGTTATT TTTCT TAGTCCATACGETGT TTGTCETGCTTTTTTGT TTAATAATAGGAGGCNNNNTATTCTTCTTTATTGTTGCTTTCATGET TCTARTTAGCT TACGACTTTTATNGTTGTTTTTC
B

AG-NTTNTTTGTTATTTTTGTTAGTGGATACGETGITTGTGETGCTTTTTTGTTTNATAR GAGGETTTTTATTNT TGTTTATIGT TCCTTTGAT GGTTGTAATTAGGTTAGGAGTTTTATAGTTGTTTTTC
1 TTT T T AGGT T T AR AGAT TAAAT - ARTTTAT TNT TIN T - ANNNANGGTNNGN T T T T T T TG T TAT T T T TG T TAGTGEATAGGE TG I T TG TGE TG TT I TI TG I T TAAT AR TAGCGAGEGTI T TTAT TGT TG T T TAT TCTTGETITGATGETTCTARTTAGCT TAGGACGNTTTATACGTTGTTTITTG
2 TTTTTTAGGTTTRARRGATTARATARTTTATTNTTTNT CN-CNNGRAGGNTTGG-TTTNTT TG T TATTTT TG T TAGTGEATAGGETGTTT T GETEETTTTT TGTTTAATARTAGEAGEGTTTTTAT TGTTGTTTATTGTTGET T TGAT GETTGTARTTAGETTRAGGAGTTTTATAGTTGTTCT TG
AN - PTPTTTOTT A MT T TP A 2T AT A AT T T TR AT AT T TT T AT T T A AT A ATA G ACEETTTTT AT MM ET T AT T TP EATTREATEETTETA ATTA RETTACERCNTTTATA CTTETTTMEG

2 2 2 2 2 3 3 3
0 2 4 3 8 1] 2 4
Ref. Gene LOC110384480 0 0 o 0 0 1] Q 4]

c
c

GTTTAGTGCCGTTTGTTIT-
TGGTTTAGTGCCTTTGTTT-
TGGTTTAGTGTGTTTGTTT-
TGETTTAGTGTGTTTGTTT -
TGGTTTAGTGTGTTTGTTT -
TGGTTTAGTGTGTTTGTTT -

CTGETATTAG-ATTGRAATATCCTTAGCCGTGGTTATGTACG-G-T-AGTT-GGAATTTTAA-
-G-N-CGCC-CNARCCTCNA-
A TTGAATATTGTTTGCGTGGTTACGTATGCG-T-AGCTNGGAATCTC
LI TGAATATTGTINGTGTGGTIATCTATG- G- T-AGTT-GCARTTTTAR

A TTNAATATTGTTAGTGTGGTTCTGTATG-G-T-AGCT-GGARATCTCARA-

TTTTATTCGTAA

TCTTATTTGNCATG
ATTCTNTTTGTACCN-
TTTTATTTGTAATG-A
TTTTATTTGTNATG

ATATCGT-TATAATTAATTTGTTTTTTAACCTTGTTATTTTTIGGTAATATCCTTTTTATTIGTITTTIGTTTTTITG
ATCCC-NCCNATTAATTTGNTTTTTNNTGTCNTTATTTCTGNNNAAATATTTG-—————————————————
~ACCNT-CNTNATCCCCCCARCCCTTA
ATTGT-TATNARNARNTTC-
ATTGT-TATNATTAATTTGTTTTTTRAATGTCCTTATTTCTGGTGANATATTTG:

GTGETGETATTAC-ATTGRATATTGTTACNGTGGCTATCCATG-G-T-ACCC-CCCATTCNN TTTTACCCACA-TG ATCCT-CCTRATTAATTTGTTCTTTCATGTTCTTATTTCTGGTGAGTTACTTGATC-—
TGNTTTAGTGNGTTTGTTT- ANTGCTGCTATTAG-ATTNAATATTGTTAGTGTGGNTATGCATG-G-N-ANCC-CNARCTTTNA--TTTTATTTCNCATG-ATAT TGT-TATGAT TAATTTGNT TTTTNNTGTCGTTATTCCTGNNGAAATATTTG-
TGCTTTANTGCGTTTGTTT- CTGETGCTATTACCATTNAATATTGTTACCGTGNNCCTGCACG-N-N-CNCC-CNARCCNCNA- -NCTTATTTAACATG ACCCN-CCNARAARATTTNNNTTATTTAGTCTTTARACCTAARARAATATTTG-
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2 TGETTTAGTGTGTTTGTTT- GTGETGETATTAG-ATTGAATATTGTINGTGTGGTTATGTATG-G-T-AGTT-GGRATTTTAR -~ TTTTATTTGTRATG . TTGT-TATNATEARTTTGTA:
3 TGETTTANTGTGTTTGTTT- ENTGGTGETATTAG-ATTNARTATTGTTAGTGTGETTATGCATG-G-N-CNCC-CTARCTTCTA-—TTTTATTTRACATG-ATAACCCACCTARRRRRTTTGNT TTTTTTTGTCTTTRARTCTTGARARRATATTTG
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4
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3

TGGTTTAGTGTCTTTGTTT-—-————- NGTGGTGCTATTNN-NTNNAATATTCTTANTGTGNNT ANNNANN-NNC-ANNN-GGANNNNT AR - - NNNNANTNNNAANN-ANACCCA-CCTNNNATATTAACNNTTTCCAACCTTTARCCCTCAARAANCCTTT-—— - - ——————————————
TGGTTTAGTGTGTTTGTTIT——————— CTGETGETATTAG-ATTGRAATATTGTTITGCCTGGTTACCTATGCG-T-AGCTNGGAATCTCTACATTCTNTTTGTACCN-G-ACCNT -CNTNATCCCCCCARCCCTTA
TGETTTAGIGTGTTTGT I TG I TIGT I TAGTGETGETATTAG-ATTGAATATTGTINGTGTGGITATGTATG- G- TCAGT T-GEARTTTTAA--TTTTATTTGTAATG-ATA-———————————————=——
TGGTTTAGTGTGTTTGTTT GTGGTGGETATTAG-ATTGRATATTGTTTGCGTGGTTACGTATGCG-T-AGCTNGGARATCTCTACATTCTNTTTGTA-———
TGGTTTAGTGTGTTTGTTT - AGTGGETGETATTAN-ATTGRATATTGTTANTGTGGNTATNNATG- G- T-ANNN-NNNATTNTAA--TTTTANNNNNAATG-ATATNNT-NNTAATTAATTTGTTCTTTCATGTTCTTATTTCTEGGTGACT
TGCTTTAGTGCCGTTTGTTT- ACTGETGCTATTAG-ATTGAATATTGTINGCGTGGTTACGTATC-G-T-AGTN-GENATNTTAC--NTNNATTTGTACCNNACNTCGC-CACNCCNACNTTTTC
TGGTTTAGTGTGTTTGTIT——————— CTGETGETATTAN-ATTGRAATAT-—-TGGTGTGGTTATCTATG-G-T-AGTT-GGAATTTTAA--TTTTATTTCTAATG: AT TGT-TATNAT - ————— == === — =~~~ —

A

Figura 3A. Resultados da andlise BSP (Bissulfite Sequence PCR) para o gene de tripsina LOC110384480. As amostras do tecido foram

obtidas do sistema digestivo de lagartas de H. armigera alimentadas com dieta suplementada com e sem IPs (A) e tecidos da cabeca, patas e 0

torax (A, B, C). As ilhas CG s&o quase por completo hipometiladas na regido codante tanto no sistema digestivo como em tecidos do adulto.
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Torax

Identidade

Cabega

Adulto

Torax

1 z Z 2 Z 2 3
8 0 2 4 & 8 a
Ref. Gene LOC110376134 0 0 0 0 a 4] a

ATTTTTAGAGCGGCGETGEATTTTTTTAGTAGT TGTAGTACG T TGATATTAAT TTTATTAATTAGGAGTTTTGTGTTGAGCGTTACGTTTTTTTGAAGATTTAGTT TGGTTATTAGAATTGGTTCGATATTATCGATAATATGTTGTGCETTGGTAT
1 ATCTG-AGTATGATGGATTAGTATTTRAATTAGTTTATGTATGTTGATATTAATGTTATTAATTAANAATTGTGTGTTGAGTGTTATGT T INT TTGARGATGTAGTTAAGGTNTGARRATTGGTTTGATATTATTGATRAATATGATGTGTIGTTGGTAT
2 GTATTTANNATGATGGANTAARTAT TTAATTATTTNATGANTGTTGATATTATTGTTATTATTTAATAATTGNGNGNTGANGGGTNTGNTGAT TTGATGATGTNGT TATGGNNTNARRATAGGTNNGATGTTATTGATNATATGATGAGNGGTGGTGT
3 ——-CACGAGTATGATGGATTAGTATTTAATTAGTTTATGTATGTTGATATTAATGTTATTAATTAANARATTGTGTGTTGAGTGTTATGTTTAT TTGARGATGTAGTTAAGGTATGARRATTGGTTTGATATTATTGATARNATGATGTGTIGTTGGTAT
4 ATTTTTAGTATGATGGATTAGTATTTAATTAGT TTATGTATGTTGATATTRATGTTATTRATTAATARTTGTGTGTTGAGTGTTATGTTTAT TTGARGATGTAGTTATGGTATGARRATTGGTTTGATATTATTGATAATATGATGTGTIGTTGGTAT
1 ATTTTTNGTNTGATGGATTAGTAT TTAATTAGT TTATGTANGNGGATATTAANGTTATTAATTAATAATTGCGTGNTGAGCGTTATGTTTATTTGAAGANGTAGCTATGGTATGARRAANTGGTTTGANNTTATTGATAATANGANGNGNGT TGGTAT
2 ATTTTTAGTATGATGGATTAGTAT TTAATTAGT TTANGTANGNNGATATTAANGT TATTAATTAATAATTGNGTGTTGAGTGTTATGTTTAT TTGARGANGTAGT TANGGTATGARARAANTGGTTTGATNTTATTGATAATANGANGNGNGTTGGTAT
3 ATTTTTCGTNTGACGGCTTCGTATTTAATTAGT TTATGTATGTTGATATTAATGT TATTAATTAATAATTGTGTGTTGAGTGTTATGTTTTTTTGARGACGTAGTTTTGGTATGARRATTGGTTTGATATTATTGATAATATGATGTGTGTTGGTAT
4 ATTTTTNGTNTGATGGATINGTAT TTAATTAGT TTATGTANG T TGATATTAANGT TATTAATTAARA AN T GNGNGNTGAGTGTTATGTTTTTTTGARAGACGTAGTTAAGGTTTGARAANTGGTTTGATATTATTGATAATATGANGNGNGNTGGTNT

3 3 3 3 4 4
2 4 & 8 0 2
Ref. Gene LOC110376134 a o} 0 0 0 0
TTTTGGATGTCGECGETARGCGACGTTTGTTAGGGAGATTTC ————————————— GCGG——T-——-T-——TTTTCGTTTATAATAGTAATATTATCETTGGTGT TG TGTTTTGGGGTITTTAGTGCGTTGATTTTTTTTATTIT——GGT -GTTAA
1TTTTGRATGTTGGTGGTAAGGATGTTTGTTTGGGNGATTTT ————————————— GETGG——T-———T———TTTTTTTTTATAA———TRATGTGATTGTAGGAATTATTTTTTNGNGANTTGAGTGTGTANATTTTTTNTGNTNNNNGGTNACTGGAG
2TTTTGARNGTTGGNGGGNAGGAGGNTNGTTTGTTTGATTTT ———————————— GTTGN——T-—-T———TTTTTTTTTTTINTATTGNGATG——-GTGGGAATTATTTTTTGGGGTTTTGGGGGGGGAAATTTTTTTTTTTITT——TTT-GTTNGGG
3TTTTGAATGTTGGTGGTRAAGGATGTTTGTTTGGGNGATTTT— -GGTGEG--T--—-T-—-TTTTTTTTTATRAER———-TAATGTGATTGTAGGAARTTA-—TTTTNNGGNTRRAGGTTTATTTAGANTG
4TTTTGAATGTTGGTGGTAAGGATGTTTGTTTGGGTGATTTT ————————————— GETGG——T-———T———TTTTTTTTTANAA———NAANGNGNTTGNNGGAATTNTTTTTTGGGGAT TTGNGGGGGNCCATTTTTTTTATTTT- - GGG-GTTNGGG
1TTTTGAANGTTGGNGGNAAGGACGTTTGTTTIGGGCGATTTC————————————— AATTG-—A-——— A AAATTTGGCGGNTTTTTTTTGGT TTTTATAATAATGTGATGTAGGAATTATTTTTTTTTGANARANGGTTTATTT——AG——ATARANG
2 TTTTGARCGTTGGNGGTAAGGANGTTTGTTTGGGCGATTTC————————————— ARTTG-—ARRAAT——-TTGGCGEGNTTTTTTT-TGGTTTTTATAATAATGTGATGTAGGAATATTTTTGGGANARNGGI TTATTTATGATA-—ARA-GGTGACT
3TTTTGAATGTTGGNGGTAAGGANGTTINTTTGGGNGNTTTCAAT TGAARAAT TTGGCGGNTT—— - T——— TTTTTGGT TTTTATAATAATGT GAT TGTAGGAAT TATTTTTTGGGGAT TTGAGTGTGTAGATTTTTTTTATTTT——GGT - GTTAGTG
4 TTTTGARCGTTGGNGGNAAGGNCGTTTGTTTGGGGGNNTTC————————————— ARTTG-—A-——-AAAATTTGGNGGNTTTTTTTTGGT TTTTATAATAATGTGAT TGTAGGAATATTTTTTTGANAAAGGTTTNT TTATGAT ——ARAAGGTGACT

Figura 3B. Resultados da andlise BSP (Bissulfite Sequence PCR) para o gene de tripsina LOC110376134. As amostras do tecido foram

obtidas do sistema digestivo de lagartas de H. armigera alimentadas com dieta suplementada com e sem IPs (A) e tecidos da cabeca, patas e 0

térax (A, B,

C). As ilhas CG séao quase por completo hipometiladas na regido codante tanto no sistema digestivo como em tecidos do adulto.
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TTARATTAGGGTTTTGAGTAGT TGCGT TACGT T TAGT TGGT TAT TAT AR AT TAGAATATTTGTAGARATAATTATGTTATTCGTTTTATTG—-T-GATTAACG-AGRATATGATTTGTGTCEGTTGGTTTTTTGGTGGTCGTGA
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3-———————— - GNTCNGNATGATTANTATTAG-———— ATATTTGTAGARRTAATTATGTTATT TEGTNNTNTTA- - TTGGTTAATG-ANAATATGATTIGTGTTGGTTGEGTITINTGGTGGTTGTGR
1---—— TATCTGGATGAT-TGTATTAGARTATTTGTAGRARAATAATTATGTTATTTGTGGTGTTT - T-GGTTART G- AGRATATGATTIGTGTIGGTTIGGTITITTGGTGGETTGTGA
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Ref. Gene LOC110378559 ) ) ) a
ATTAGTGTTAGGGAGAT TTCEGTGGT T TTTT T TATTATAACGGTATCGT IGTCGGTGTTAGT T TTTTCGGTAT TGGATGCGGTAACGTTTTTTTTTTTGGCGT TAGTGTTCGTGTTTTTCGTTATATATTTTGGATTTTTTTTAA!
1ATTAGTGTTAGGGAGATTTTGGTGGTTTTTTTTATTATAATGGTATTGTTGTTGGTGTTNGT TTTTTTGGTANNNANTGTGGTGATGTTTTTTTTTTNGGNGTNAGNGT TNGNGT TTTTNGTNANNNNT TTNGNNTTTTTTTNAA -~
2 NTTAGTGTTAGGGAGATTTTGGTGGTTTTTTITTATTATAATGGTATTGTTGTTGGTGTTTGTTTTT T TGGNNNNAATTGTGGTGATGTTTTT TTTTTNGGNGTNAGNGT TNGNGT TT TTNGTNNNNNNT TTNGNNTTTTTTTNARR ~
3 ATTAGTGTTAGGGAGATTTTGGTGGTTTITTTTATTATAATGGTATTGTTGTTGGTGTTNGTTTTTTTGGTAT TAANTGNGGTGATGTTTT TTTTT TNGGNGTNAGNNT TNGNNT T TTTNNTNNNNNNT T TNGNNTTTTTTTNAAA -
1 ATTAGTGT TAGGGAGATTTTGGTGGTTTTTTTTATTATAATGGTATTGTTGT IGGTGTTTGTTTTTT IGGTATTAATTGTGGTGATGTTTTTTTTTTNGGNGT TAGNNT TNGNNT TTTTNGTNNNNNNT TTNGNNTTTTTTTNARAR—
2 ATTAGTGTTAGGGAGATTTIGGTGGTTTTTT T TAT TATAATGGTATTGT IGT TGGTGTTNGT TTTTT T GGTAT TARANTGTGGTGATGTTTTTTTTTTTGGNGTNAGGGT TTGNGTTTTTTGT TANANNTTTNGNATTTTTTTTAA——
3 ATTAGTGTTAGGGAGATTTTGGTGGTTTTTITTAT TATAATGGTATTGTIGT IGGTGTTTGT T TT T T TGGTNT TAANTGTGGTGATGTTTTTTTTTTTGGNGT TAGNGT TTGNGTTTTTNGT TANANNT TTNGNNTTTTTTTNAAC-
4 ATTANTGTTAGGGAGATTTTGGTGGTTTTTTTTATTATAATGGTATTGTTGTTGETGTTNGT TTTT TTGNCNNNAANTGNGGTGATGTTTTTTTTTT TGGNGT TAGNGTTTGNGTTTTTNGNNANANNT TTNGNNTTTTTTTTAA——

=

Figura 3C Resultados da andlise BSP (Bissulfite Sequence PCR) para o gene de tripsina LOC110378559. As amostras do tecido foram

obtidas do sistema digestivo de lagartas de H. armigera alimentadas com dieta suplementada com e sem IPs (A) e tecidos da cabeca, patas e 0

térax (A, B, C). As ilhas CG sao quase por completo hipometiladas na regido codante tanto no sistema digestivo como em tecidos do adulto.
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5.3.3. Papel da metilagdo do DNA na resposta molecular de H. armigera aos
IPs

A caraterizacdo do metiloma das células intestinais revelou uma lista de 99 genes
diferencialmente metilados (Tabela S1) que podem estar envolvidos em mecanismos
moleculares de resposta aos IPs. Um grupo de 19 genes conservou a marca epigenética na
segunda geragdo, mesmo quando as lagartas ndo foram expostas aos IPs (Figura 4). A
heranga transgeracional destes fenétipos moleculares € uma prova direta de que algumas

marcas de metilagdo do DNA podem resistir ao processo de reprogramacgao germinal.

IPs vs. Ctl

Epialelos
potenciais

SG vs. Ctl

Figura 4. Epialelos potenciais de metilagdo do DNA.
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Tabela 2. Epialelos potenciais de metilacdo do DNA induzidos pelos IPs no genoma do

sistema digestivo da H. armigera

Citl

Locus IVF? gvalue Produto de proteina CtSI(\gs. gvalue
S
LOC110384175 -28,2 0,01 uncharacterized LOC110384175 -29,0 0,00
LOC110369926 -30,5 0,00 pre-rRNA processing protein FTSJ3 -40,7 0,00
LOC110369936 -29,8 0,01 A-kinase anchor protein 10, mitochondrial -29,6 0,00
LOC110370916 -34,3 0,00 oyiochrome b-cl complex subunit6, 265 0,01
mitochondrial-like
LOC110371715 -32.4 0,00 microp(ocess_or complex subunit DGCRS, 28,6 0,00
transcript variant X1
LOC110372825 -39,1 0,00 THO complex subunit 4 -35,0 0,00
LOC110372886 -31,5 0,01 Dbeta-arrestin-1, transcript variant X1 -28,3 0,00
LOC110374361 -33,5 0,00 regulator of nonsense transcripts 1 homolog -31,4 0,00
LOC110374662 -36,2 0,00 nudC domain-containing protein 1 -30,2 0,00
LOC110374778 -35,9 0,01 acetyl-coenzyme A transporter 1 32,9 0,00
LOC110375095 34,5 0,00 uncharacterized LOC110375095 31,5 0,00
LOC110375190 38,0 0,00 uncharacterized LOC110375190 28,6 0,01
LOC110375794 37,3 0,00 voltage-dependent anion-selective channel-like 32,3 0,00
LOC110377217 -25,2 0,01 uncharacterized LOC110377217 -32,9 0,00
LOC110380153 -25,6 0,00 uncharacterized LOC110380153 -25,6 0,00
LOC110381188 -29,3 0,00 uncharacterized LOC110381188 25,4 0,00
LOC110382008 30,0 0,01  zinc finger protein 2-like 30,7 0,00
LOC110383013 34.6 0.01 thioredoxin—relatgd tran_smembrane protein 2 27.9 0.00
homolog, transcript variant X1
LOC110383900 -27,7 0,00 thiamine transporter 2-like -30,8 0,00

Epialelos potenciais de metilagdo do DNA estdo associados predominantemente ao

controle transcricional. Pode parecer contraintuitivo, mas tanto a metilagdo/desmetilagédo pode
ser responsavel pela resposta molecular aos IPs, em um ajuste estreito com multiplas marcas
epigenéticas. Em Galleria mellonella, por exemplo, estudos revelaram que modificacdes
epigenéticas associadas a resisténcia a Bacillus thuringiensis operam tanto no nivel pre-

transcricional como também pés-transcricional (Mukherjee et al. 2017).

Genes envolvidos no processamento de RNA (LOC110372825, LOC110374361,
LOC110369926) e na biossintese de microRNAs (LOC110371715) foram hipometilados no
genoma das lagartas expostas aos IPs e no genoma das progénies (Tabela 1). Ha estudos
que mostram o papel dos microRNAs na regulacao dindmica de genes de serino peptidases
do sistema digestivo da H. armigera (Jayachandran et al. 2013; Lomate et al. 2014; Chandra
et al. 2018). Mais estudos serdo necessarios para determinar a relagdo entre perda da
metilacdo do genoma associado ao processamento de RNA e a plasticidade transcricional do

sistema digestivo dos insetos polifagos. Recentemente foi revelado um dos mecanismos
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epigenéticos que mostra um vinculo entre proteinas com dominios de ligacdo ao DNA
metilado (MBD2/3) e acetiltransferase de histona (Tip60) promovendo a atividade
transcricional em Bombyx mori (Xu et al. 2021). O gene LOC110382008 homdlogo ao fator de
transcricdo com dominios de zinco (Zn) do genoma humano, foi hipermetilado no intestino das
lagartas expostas aos IPs e na prole. Proteinas com dominios Zn podem recrutar
remodeladores da cromatina, como tem sido demostrado em Drosophila (Walther et al. 2020)
e Bombyx mori (Li et al. 2012). A H. armigera tém pelo menos de 398 Loci que codificam
proteinas com dominios Zn, mas as func¢des de quase a totalidade destas proteinas séo por
completo desconhecidas na maioria dos insetos (Wu et al. 2019). Por outro lado, em
humanos, muitas proteinas estdo envolvidas no cross-talking com a marcas epigenéticas
como a metilacdo do DNA e modificacfes de histonas (Hudson e Buck-Koehntop 2018; Yusuf
et al. 2021). Mais estudos serdo necessarios para determinar o papel destes genes nos

mecanismos de controle transcricional do sistema digestivo da H. armigera.

5.4. Conclusdes

A metilagdo do DNA faz parte da resposta molecular da H. armigera aos IPs. Os
inibidores causam mudancas nos padrdes de metilagdo do genoma em regides regulatorias.
Aproximadamente 20% das marcas de metilagdo induzidas pelos IPs resistiram a
reprogramacdo germinal. Estes epialelos potencias de metilagdo do DNA sé&o fortes
candidatos ao controle dos processos de regulacé@o de transcritos no intestino da H. armigera.
As enzimas DNMTs poderiam estar vinculadas a ativagéo de genes serino peptidase. Os
genes candidatos descritos neste trabalho fornecem pistas sobre estudos futuros para o
entendimento das bases moleculares dos processos de regulacdo transcricional e 0s

fenbmenos epigenéticos na H. armigera.
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Material suplementar

Tabela S1. Genes diferencialmente metilados na presenca dos IPs.

No. de
Gene Proteina sitio
LOC110378315  ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 3
LOC110384175 uncharacterized LOC110384175 3
probable bifunctional methylenetetrahydrofolate
LOC110370397 dehydrogenase/cyclohydrolase 2, transcript variant X1 2
LOC110375315 ER membrane protein complex subunit 1, transcript variant X1 2
LOC110379868 RNA-binding protein lark, transcript variant X1 2
LOC110382346  acylglycerol kinase, mitochondrial 2
LOC110369599  zinc finger Y-chromosomal protein 2-like 1
LOC110369894  kinesin heavy chain 1
LOC110369910 serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit 3-like 1
LOC110369926  pre-rRNA processing protein FTSJ3 1
LOC110369936  A-kinase anchor protein 10, mitochondrial 1
LOC110370106  acyl-protein thioesterase 1 1
LOC110370345 maternal protein pumilio, transcript variant X1 1
LOC110370365 46 kDa FK506-binding nuclear protein 1
LOC110370373  ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 3-like 1
LOC110370633 lipoma-preferred partner homolog 1
serine/threonine-protein phosphatase 4 catalytic subunit,
LOC110370777  transcript variant X1 1
LOC110370916  cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial-like 1
LOC110370979  tumor suppressor candidate 3 1
LOC110371225 tumor susceptibility gene 101 protein 1
LOC110371715 microprocessor complex subunit DGCRS8, transcript variant X1 1
LOC110371742  PHD finger protein 12, transcript variant X1 1
LOC110372656 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP10 1
LOC110372825 THO complex subunit 4 1
LOC110372886  beta-arrestin-1, transcript variant X1 1
LOC110372934 elongation factor 1-alpha, transcript variant X1 1
LOC110373071 39S ribosomal protein L3, mitochondrial 1
LOC110373091 elongation factor Ts, mitochondrial, transcript variant X1 1
LOC110373572  coatomer subunit alpha 1
LOC110373693  mucolipin-3-like 1
LOC110374162  zinc finger SWIM domain-containing protein 8-like 1
LOC110374222 ras-related protein Rab-21 1
LOC110374361 regulator of nonsense transcripts 1 homolog 1
polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 35A, transcript
LOC110374522  variant X1 1
LOC110374523  nuclear pore complex protein Nup153-like 1
LOC110374600 serine/threonine-protein kinase tricorner, transcript variant X1 1
ankyrin repeat domain-containing protein 11, transcript variant
LOC110374608 X1 1
LOC110374662 nudC domain-containing protein 1 1
LOC110374702 uncharacterized LOC110374702, transcript variant X1 1
interferon-inducible double-stranded RNA-dependent protein
LOC110374741  kinase activator A homolog, transcript variant X1 1
LOC110374778  acetyl-coenzyme A transporter 1 1
LOC110375090 39S ribosomal protein L1, mitochondrial 1



LOC110375095
LOC110375190
LOC110375331
LOC110375512
LOC110375794
LOC110375967
LOC110376098

LOC110376292
LOC110376416
LOC110376630
LOC110377207
LOC110377217
LOC110377968
LOC110377970
LOC110377971
LOC110378337

LOC110378675
LOC110378917
LOC110379071
LOC110379128
LOC110379255
LOC110379285
LOC110379390
LOC110379455
LOC110380153
LOC110380382
LOC110380385
LOC110380387
LOC110380458
LOC110380558
LOC110380563

LOC110380616
LOC110380775
LOC110381017
LOC110381117
LOC110381188
LOC110381189
LOC110381195
LOC110381293
LOC110381308
LOC110381400
LOC110381584
LOC110382008
LOC110382341
LOC110382796

LOC110383013
LOC110383163
LOC110383207
LOC110383246

uncharacterized LOC110375095

uncharacterized LOC110375190

uncharacterized LOC110375331, transcript variant X1
transmembrane protein 64

voltage-dependent anion-selective channel-like
spermatogenesis-associated protein 5

lipoma-preferred partner homolog

cysteine and histidine-rich protein 1 homolog, transcript variant
X1

serine/threonine-protein phosphatase 5

uncharacterized LOC110376630, transcript variant X1

hsp90 co-chaperone Cdc37

uncharacterized LOC110377217

folliculin

protein LSM14 homolog B-like, transcript variant X1
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NAD(+)]-like
polynucleotide 5'-hydroxyl-kinase NOL9, transcript variant X1
alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB homolog 7,
mitochondrial

proteasomal ubiquitin receptor ADRM1, transcript variant X1
BTB/POZ domain-containing protein 2-like

ephrin type-B receptor 2

treacle protein-like, transcript variant X1

ornithine carbamoyltransferase-like

rhythmically expressed gene 2 protein-like
lymphokine-activated killer T-cell-originated protein kinase-like
uncharacterized LOC110380153

apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial-like

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33

prolyl 3-hydroxylase sudestadal

transcription elongation factor B polypeptide 3-like
GTP-binding protein Rheb homolog

ran-binding protein 3

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin subfamily B member 1-A, transcript variant X1
UPFO0553 protein C9orf64 homolog

nucleolysin TIAR, transcript variant X1

uncharacterized LOC110381117

uncharacterized LOC110381188

m7GpppX diphosphatase

pre-mRNA-splicing factor CWC22 homolog

UMP-CMP kinase

protoporphyrinogen oxidase

transcriptional repressor CTCF-like, transcript variant X1
DNA repair protein XRCC1

zinc finger protein 2-like

transcriptional protein SWT1-like, transcript variant X1
polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, mitochondrial
thioredoxin-related transmembrane protein 2 homolog, transcript
variant X1

26S protease regulatory subunit 8

inorganic pyrophosphatase

baculoviral IAP repeat-containing protein 3-like
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LOC110383296
LOC110383539
LOC110383900
LOC110384069
LOC110384234
LOC110384235
LOC110384601

protein IWS1 homolog

zinc finger protein on ecdysone puffs-like, transcript variant X1
thiamine transporter 2-like

ruvB-like helicase 1

mucin-5AC-like

nuclear cap-binding protein subunit 1

DNA repair protein REV1
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6. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, ampliamos o conhecimento sobre a adaptacdo do inseto polifago H.
armigera aos IPs. Estes inibidores ndo causaram efeitos evidentes nos parametros avaliados
do inseto. H. armigera possui um amplo repertério de enzimas digestivas e oxidoreductases
que podem ser regulados de forma dinamica em fun¢des das necessidades alimentares do
inseto. As lagartas expostas aos efeitos antinutricionais dos IPs ativam um conjunto de
enzimas proteoliticas, predominantemente do tipo tripsinas. A analise comparativa das
sequencias de tripsinas e quimotripsinas revela eventos recentes de duplicacdo, que foram
transmitidos em bloco. Curiosamente, o perfil transcricional sugere que em algum ponto
evolutivo ocorreu a divergéncia funcional, embora a maioria de genes de serino peptidases
estudadas tende a ser responsivos aos IPs. O mais surpreendente foi que os fendtipos
moleculares de expressao génica foram transmitidos por heranca epigenética. Grande parte
dos padrdes de expressao de genes induzidos pelos IPs sao herdados a geracao seguinte,
mesmo na auséncia dos inibidores na dieta das progénies. Estes fenbmenos sugerem que
mecanismos epigenéticos estdo envolvidos no controle transcricional de expresséo de genes
e na formacéo de epialelos moleculares. A presenca de ilhas CG e ETs em genes de tripsinas
e quimotripsinas apontaram a metilagdo do DNA como o0 mecanismo subjacente da regulagéo
génica. Nao obstante, ndo foi possivel identificar uma relagdo direta entre os genes
diferencialmente metilados e diferencialmente expressos. Inclusive, as ilhas CG parecem ser
regides resistentes a metilagdo do DNA, mesmo em processos do desenvolvimento. Contudo,
a complexidade transcricional das serino peptidases pode estar sujeita ao cross-talking entre
marcas epigenéticas. Neste trabalho ndo é descartada a participagdo das DNMTs nos
processos ndo cataliticos associados a regulacdo génica. Os resultados mostram que a
inibicdo das enzimas DNMTs provoca o silenciamento parcial dos genes de tripsinas e
guimotripsinas. Além disso, € apresentado um conjunto de genes responsivos a metilagdo que
podem estar envolvidos na resposta molecular aos IPs e serdo alvos importantes de estudos

futuros.



