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PEZENTI, Larissa Forim. Analise transcricional comparativa entre linhagens de
Anticarsia gemmatalis resistentes e suscetiveis desafiadas com a cepa HD-73 de Bacillus
thuringiensis. 2017. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818, (Lepidoptera: Erebidae) ou lagarta-da-soja, ¢ um dos
desfolhadores mais comum da soja no Brasil, sendo que as d-endotoxinas produzidas pelo
Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (Bt) tém sido amplamente utilizadas
como bioinseticida para o seu controle. O modo de ag¢do destas toxinas ¢ bem caracterizado
em lepidopteros, no entanto existem muitas questdes a respeito dos mecanismos de resisténcia
as toxinas Bt. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo comparar o padrao de
expressdo génica para a identificacdo de locos candidatos ao mecanismo de resisténcia a
linhagem Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-73, produtora da proteina bioinseticida
CrylAc em A. gemmmatalis. Para tanto, o RNA total de linhagens suscetiveis e resistentes de
A. gemmatalis desafiadas com essa bactéria foi extraido e sequenciado via Illumina® Hiseq
2500. Os 241.776.712 reads paired-end de 126 pb gerados foram montados em 25.757
transcritos. Desses, 17.900 apresentaram alinhamentos significativos com as proteinas do
banco de dados de proteinas ndo-redundantes do NCBI. A andlise de expressdo diferencial
entre as linhagens de 4. gemmatalis resistentes e suscetiveis a Bt HD-73 identificou 422
transcritos expressos diferencialmente (log, fold change > 2 e padj < 0,1), dos quais 195
foram regulados positivamente e 227 regulados negativamente nas lagartas resistentes. Os
genes regulados negativamente nas linhagens resistentes estdo relacionados principalmente a
atividades proteoliticas, incluindo a tripsina, a quimotripsina € a carboxipeptidase, que
participam do processo de ativacdo das protoxinas Cry de Bt. Por outro lado, os genes
regulados positivamente sdo, em sua maioria, envolvidos com processos de desintoxicagao,
incluindo a esterase, genes que desencadeiam respostas imunes inatas, tal como a lectina do
tipo C e a hemolin, bem como genes que regulam a defesa contra patdgenos, como o0s
inibidores de proteases, que podem atuar inibindo proteases endogenas ou fatores de
viruléncia de patogenos. Este estudo apresenta as primeiras informacdes do transcriptoma de
Anticarsia gemmatalis utilizando novas tecnologias de sequenciamento, € corrobora com a
hipétese de uma base genética complexa das respostas fisiologicas e dos mecanismos de
resisténcia selecionados mediante a utilizagao de Bt.

Palavras-chave: Lagarta-da-soja. Resisténcia a CrylAc. Transcriptoma. RNA-seq.



PEZENTI, Larissa Forim. Comparative transcriptional analysis between resistant and
susceptible Anticarsia gemmatalis strains challenged with the Bacillus thuringiensis HD-
73 strain. 2017. 75 p. Dissertation (Master’s Degree in Genetics and Molecular Biology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818, (Lepidoptera: Erebidae) or velvetbean caterpillar, is one
of the most common defoliants of soybeans in Brazil, and the d-endotoxins produced by
Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (Bt) have been widely used as a bio-
insecticide for their control. The mode of action of these toxins is well characterized in
Lepidoptera, however there are many questions regarding the mechanisms of development of
resistance to Bt toxins. Thus, the present work had as objective to compare the gene
expression pattern for the identification of candidate genes for the resistance mechanism to
the Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 strain, which produces the bioinseticida
CrylAc protein in A. gemmmatalis. To that end, total RNA from susceptible and resistant A.
gemmatalis strains challenged with this bacterium was extracted and sequenced by Illumina®
Hiseq 2500. The 241,776,712 paired-end 126-bp reads generated were assembled into 25,757
transcripts. Of these, 17,900 showed significant alignments with the NCBI non-redundant
protein database proteins. Differential expression analysis between resistant and susceptible
strains of A. gemmatalis identified 422 differentially expressed transcripts (log2 fold change >
2 and padj <0.1), of which 195 were down-regulated and 227 down-regulated in resistant
velvetbean caterpillars. The negatively regulated genes in the resistant strains are related to
proteolytic activities, including trypsin, chymotrypsin and carboxypeptidase, which
participate in the activation process Cry protoxins. On the other hand, positively regulated
genes are involved in detoxification processes, including esterase, genes that trigger innate
immune responses, such as type C lectin and hemolin, as well as genes that regulate defense
against pathogens, such as protease inhibitors, which may act to inhibit endogenous proteases
or pathogen virulence factors. This study presents the first information of the transcriptome of
Anticarsia gemmatalis using new sequencing technologies and corroborates the hypothesis of
a complex genetic basis of the physiological responses and mechanisms of resistance selected
through the use of Bt.

Keywords: Velvetbean caterpillar. Cryl Ac Resistance. Transcriptome. RNA-seq.
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] (Fabaceae) ¢ uma importante fonte de proteina
vegetal, utilizada tanto para alimentagdo humana quanto animal. Ela possui alto teor de oleo,
sendo utilizada para diversos fins associados a alimentagdo e a produgdo de biocombustiveis.
Atualmente, a soja ¢ um dos mais importantes produtos agricolas da economia mundial e o
Brasil possui participacdo significativa dentro deste cendrio, sendo o segundo maior produtor
(HIRAKURI & LAZZAROTTO, 2011; MASUDA & GOLDSMITH, 2009).

A produtividade da soja pode ser negativamente afetada por uma série de fatores
bioticos e abioticos. Dentre os estresses bioticos, o ataque de insetos pode causar
consideraveis perdas de produtividade dos graos. No Brasil, destaca-se a presenca da lagarta-
da-soja, Anticarsia gemmatalis, devido sua abundancia e frequente ocorréncia em todas as
regioes onde existe o seu cultivo (MOSCARDI et al., 2012).

Durante os primeiros instares na fase larval, a lagarta-da-soja apresenta coloragdo
verde, ja as lagartas maiores podem apresentar coloragdo escura, possuindo trés linhas
longitudinais brancas no dorso. Os adultos s3o mariposas de coloracdo que varia entre o cinza
e 0 marrom e uma linha transversal escura ao longo das asas. As fémeas depositam seus ovos
principalmente na parte inferior das folhas durante o periodo da noite, sendo que a eclosao das
lagartas ocorre em aproximadamente trés dias. Embora o consumo foliar das lagartas nos trés
primeiros instares seja baixo, do quarto ao sexto instar este passa a ser de 100 a 120 cm” por
lagarta. Assim, quando ndo controladas, populacdes de A. gemmatalis podem provocar
grandes desfolhas, causando perdas significativas na produtividade da soja (SOSA-GOMEZ
etal., 2014).

O controle de Anticarsia gemmatalis pode ser realizado por meio da aplicagdo de
inseticidas quimicos e, mais recentemente, mediante o uso da soja geneticamente modificada,
que expressa as proteinas bioinseticidas CrylAc de Bacillus thurigiensis, Intacta RR2 PRO,
desenvolvida pela Monsanto (St Louis, MO) e registrada para uso comercial em 2011 no
Brasil, fornecendo altos niveis de controle contra A. gemmatalis (BERNARDI et al., 2011).

A producdo das proteinas bioinseticidas Cry ocorre por meio da atividade
entomopatogénica desenvolvida pela bactéria Gram-positiva Bacillus thuringiensis, que €
caracterizada pela producao de inclusdes cristalinas parasporais durante a fase de esporulagao.
Essas inclusdes sdo compostas de uma ou mais proteinas Cry (8-endotoxinas), codificadas por

genes cry. Diferentes estirpes de B. thuringiensis produzem diversos tipos de protoxinas, que
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apresentam atividade inseticida especifica contra insetos das ordens Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera (BRAVO, et al., 2007; MAAGD, et al., 2001).

O B. thuringiensis vem sendo extensivamente utilizado como inseticida bioldgico a
partir de diferentes manipulagdes biotecnoldgicas, devido ao fato de ndo oferecer risco a
saude humana e nao afetar organismos ndo-alvos. Contudo, sua utilizagdo a longo prazo pode
levar a sele¢do de insetos apresentando mecanismos de resisténcia, principalmente devido a
utilizag¢do de plantas transgénicas (TABASHNIK et al., 2013).

Em lepidopteros, a resisténcia as proteinas de Bt ¢ normalmente relacionada com
modificagdes nos sitios receptores das toxinas no intestino médio dos insetos, como mutacdes
em genes que codificam os receptores caderina, aminopeptidase-N e fosfatase alcalina. No
entanto, eventos de resisténcia também podem ocorrer em decorréncia de falhas no processo
de ativacdo da toxina por proteases digestivas, sequestro das toxinas por esterases ou
glicolipidios, mecanismos de desintoxicacdo e respostas imunes, ou seja, a resisténcia as
toxinas Cry apresenta base genética extremamente complexa (PARDO-LOPEZ et al., 2013).

A evolugao da resisténcia a diferentes inseticidas ameaga a eficiéncia de controle dos
insetos, podendo comprometer os programas de manejo de pragas. O aumento no nimero de
insetos-pragas resistentes a diferentes inseticidas e os avangos na area de gendmica funcional
vem estimulando o desenvolvimento de pesquisas visando a identificagdo de genes de
resisténcia. Dentro deste contexto, os estudos que avaliam os padrdes de expressdo génica
obtidos a partir do estudo dos transcriptomas tém fornecido informagdes relevantes a respeito
das bases genéticas associadas com a resisténcia de insetos as proteinas bioinseticidas de
Bacillus thuringiensis (FABRICK, et al., 2014; MUNSTER, et al., 2007; NAGAMATSU, et
al., 1998).

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo comparar o padrido de
expressdo génica entre Anticarsia gemmatalis resistentes e suscetiveis a linhagem HD-73 de
Bacillus thuringiensis, produtora da proteina bioinseticida CrylAc, visando a compreensao

dos mecanismos de resisténcia nessa espécie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da soja |Glycine max (L.) Merrill]

A soja € uma leguminosa da familia Fabaceae, também conhecida como feijao-soja ou
feijao-chinés, que vem sendo extensivamente utilizada na agroindustria de alimentos devido
ao seu alto teor de 6leo e proteina. O farelo da soja ¢ utilizado principalmente na industria de
racdes ¢ o Oleo serve como matéria-prima para producdo de oleo refinado e gorduras
hidrogenadas, entre outros. Este também tem sido amplamente utilizado na industria de tintas,
lubrificantes, solventes e, mais recentemente, se transformou na principal matéria-prima para
producio de biodiesel (PIPOLO et al., 2015).

O complexo da soja apresenta papel extremamente importante para o agronegocio
global. Segundo a United States Department of Agriculture (USDA) (2016) a sua produgao
mundial esta projetada em 336,1 milhdes de toneladas para a safra 2016/2017. O Brasil possui
participagdo significativa dentro do cendrio mundial de cultivo da soja, sendo o segundo
maior produtor. Dessa forma, o complexo da soja desempenha papel fundamental para o
produto interno bruto (PIB) brasileiro (HIRAKURI & LAZZAROTTO, 2011). Conforme o 3°
Levantamento de safra 2016/2017 - Acompanhamento da safra brasileira de graos, realizado
pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), existe uma projecdo de crescimento
de 7,3%, com a expectativa de producdo de 102,4 milhdes de toneladas, cultivada em 33,9
milhoes de hectares do territdrio nacional. O cultivo da soja no Brasil concentra-se nas regioes
Sul e Centro-Oeste do pais, € os maiores produtores sdao os estados de Mato Grosso, Parana,
Rio Grande do Sul, Goids e Mato Grosso do Sul (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2016).

2.2 Insetos-praga da soja

Perdas significativas de produtividade e diminui¢do da qualidade de graos e/ou
sementes ocorrem devido ao ataque de diferentes insetos em vérias fases do desenvolvimento
da cultura da soja. No Brasil, os dois principais grupos de insetos-pragas que causam
prejuizos no cultivo da soja sdo: os percevejos sugadores da familia Pentatomidae, Euschistus
heros Fabricius, 1798, Piezodorus guildinii Westwood, 1837 e Nezara viridula Linnaeus,
1758; e as lagartas desfolhadoras da ordem Lepidoptera, Chrysodeixis includens Walker,

1858, Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 e Helicoverpa armigera Hiibner, 1805
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(MOSCARDI et al., 2012; PANIZZI, et al, 2012; SPECHT, et al, 2013).

Anticarsia gemmatalis também conhecida como lagarta-da-soja, destaca-se por sua
abundancia e frequente ocorréncia em todas regides do pais onde existe o cultivo da soja
(MOSCARDI et al., 2012). Os adultos sdo mariposas que apresentam aproximadamente cinco
cm de envergadura, com uma coloracao que varia entre cinza, marrom ou bege e normalmente
apresentam uma linha transversal escura ao longo das asas. Na face inferior do segundo par de
asas, exibem pequenos circulos brancos proéximos a margem externa. As fémeas depositam
seus ovos na parte inferior das folhas, caules ou ramos, preferencialmente no final da tarde e
durante a noite. Os ovos apresentam aproximadamente 0,6 mm de diametro e coloracao verde
clara assim que depositados, tornando-se marrom proximo a eclosao das lagartas, o que ocorre
em aproximadamente trés dias apos a deposi¢do (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000;
MOREIRA & ARAGAO, 2009; MOSCARDI et al., 2012; SOSA-GOMEZ et al., 2014).

A fase larval tem duracdo de 12-15 dias, passando normalmente por seis instares
(Figura 1A e B). Nos primeiros instares, as lagartas possuem de 3-9 mm e se locomovem
medindo palmos, devido as pernas abdominais ndo terem se desenvolvido completamente,
sendo por isso confundidas com a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae). Estas apresentam inicialmente coloragdo verde com estrias
longitudinais brancas no dorso, porém, as maiores, também podem apresentar coloragao
escura. Nos ultimos instares possuem quatro pares de propernas abdominais e um par
terminal, podendo atingir 40 mm de comprimento. Inicialmente, as lagartas raspam pequenas
areas das folhas e, quando maiores, podem provocar desfolhas de mais de 30%, quando nao
controladas. Dependendo do estdgio de desenvolvimento, alimentando-se inclusive das
nervuras das folhas, peciolos e hastes (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; MOSCARDI et
al., 2012; SOSA-GOMEZ et al., 2014).

As lagartas se transformam em pupas apds os seis instares larvais (Figura 1C). A pupa
recém-formada tem coloragdao verde-clara e, posteriormente, torna-se marrom escura €
brilhante, sendo normalmente encontrada no solo. A fase de pupa dura cerca dez dias, quando

emergem as mariposas (MOSCARDI et al., 2012).

Figura 1: Lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis. (a) e (b) lagarta (c) pupa.
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2.3 Controle de Anticarsia gemmatalis

O controle da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis, tem se baseado na utilizagdo de
inseticidas quimicos, o que traz um grande risco a saude humana e aos ecossistemas. O seu
uso frequente e indiscriminado pode provocar a contaminagdo de aguas superficiais e
subterraneas, prejudicar insetos benéficos e organismos nao-alvos, além de desencadear uma
série de doencas agudas ou cronicas nos seres humanos (DEVINE & FURLONG, 2007,
GUEDES et al, 2012; TRAVISI et al., 2006).

No Brasil, a partir da década de 1960, com a identificagdo desses riscos, foram
desenvolvidas grandes mudangas nas praticas de controle de pragas. Esses programas,
denominados Manejo Integrado de Pragas (MIP), visam o seu controle efetivo por meio de
técnicas de combate selecionadas com base em pardmetros econdmicos, ecoldgicos e sociais,
procurando interferir minimamente no agroecossistema. O MIP integra taticas de
reconhecimento das pragas e de seus inimigos naturais, o monitoramento dos insetos e 0s
niveis de a¢do, para que sejam tomadas as decisdes na condugdo da lavoura (BUENO et al.,
2012). Uma das praticas adotadas no MIP ¢ a adocdo do controle bioldgico, principalmente
com o desenvolvimento de diversos inseticidas bioldgicos. Estes consistem em uma ampla
gama de pesticidas microbianos ou bioquimicos obtidos de fontes naturais, e que sao
extremamente eficientes contra diversas pragas em diferentes culturas (CHANDLER et al.,
2011; GUPTA & DIKSHIT, 2010).

Segundo Chandler et al., (2011), diversas bactérias, fungos, virus e protozodrios sao
usados para o controle bioldgico de insetos, patogenos e ervas daninhas. O biopesticida
microbiano mais utilizado e também mais bem-sucedido ¢ obtido a partir da bactéria

entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) (SANAHUJA et al, 2011).

2.4 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva que apresenta atividade
entomopatogénica, caracterizada pela produgdo de inclusoes cristalinas parasporais durante a
fase de esporulagdo. Essas inclusdes sdao compostas de uma ou mais proteinas Cry (0-
endotoxinas), codificados por genes cry. Diferentes estirpes de B. thuringiensis produzem
diversos tipos de protoxinas, que apresentam atividade inseticida contra insetos das ordens
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hemiptera ¢ Hymenoptera, também apresentando atividade

contra alguns nematoides (BRAVO, et al., 2007; MAAGD et al., 2001).
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As proteinas Cry constituem o maior grupo de proteinas inseticidas produzidas por B.
thuringiensis. Segundo a base de dados “Bacillus thuringiensis toxin nomenclature”
(CRICKMORE et al., 2016), atualmente existem mais de 700 sequéncias de genes cry
descritos, classificados em 74 grupos (cryl- cry74), de acordo com a homologia das
sequéncias de aminoacidos, apresentando terminologia especifica formulada por ntimeros e
letras dependendo de sua filogenia (CrylAa, Cryl5a, Cry6B, Cry4Ba, entre vérias outras)
(CRICKMORE et al., 1998).

Em relagdo a especificidade, inicialmente foi proposto que as toxinas do grupo I (hoje
Cryl) apresentavam atividade restrita a insetos da ordem Lepidoptera, o grupo III (hoje Cry3)
especifico para ordem Coleoptera, o grupo IV (hoje Cry4) especifico para ordem Diptera e, as
toxinas do grupo II (hoje Cry2), as unicas conhecidas por apresentarem atividade contra a
ordem Lepidoptera e Diptera (HOFTE & WHITELEY, 1989). No entanto, o niimero de
proteinas Cry testadas em inimeros bioensaios t€ém aumentado consideravelmente e, sabe-se
hoje que inimeras toxinas apresentam atividade cruzada entre as ordens de insetos. A toxina
CrylAc ja foi descrita por apresentar atividade contra mais de 50 espécies da ordem
Lepidoptera, principalmente as das familias Noctuidae, Pyralidae, Plutellidae, Tortricidae,
Sphingidae, Lymantridae, Gelechidae e Bombycidae, bem como também foi relatado sua
atividade contra um representante da ordem Diptera (Glossina mortisans)
(FRANKENHUYZEN, 2009).

As proteinas Cry apresentam normalmente 27 a 140 kDa. Essas protoxinas sdo
clivadas por diferentes proteases digestivas, produzindo fragmentos de toxinas ativas com
cerca de 60 kDa (HOFTE & WHITELEY, 1989). A estrutura terciaria de diferentes proteinas
Cry ja foram determinadas (XU, et al., 2014), sendo que, o seu centro toxico ativo possui trés
dominios globulares estruturais. O dominio I, localizado no sentido N-Terminal, consiste em
sete a-hélices (seis hélices anfipaticas e uma hidrofobica central) envolvidas na insercao na
membrana, possivel oligomerizagdo da toxina e na formacao dos poros. Um dominio II, -
prisma, possui trés folhas-f antiparalelas envolvidas no reconhecimento do receptor. E o
dominio III, C-terminal, apresenta duas folhas-f antiparalelas também relacionadas ao
reconhecimento do receptor, via interagdes especificas no intestino dos insetos (MAAGD et
al., 2001; BRAVO et al., 2011; SCHNEPF, et al., 1998).

Diferentes modos de a¢do das toxinas Cry tém sido propostos, principalmente em
lepidopteros. Segundo Vachon, et al., (2012) existem trés modelos que tentam explicar o
modo de agdo das toxinas Cry nesses insetos: o modelo classico, o modelo da ligacao

sequencial e o modelo via de sinalizagdo. O modelo classico propde que, quando as
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protoxinas sdo ingeridas, estas sdo inicialmente solubilizadas em pH alcalino no intestino
médio dos insetos, liberando protoxinas soliveis que sdo entdo clivadas por diferentes
proteases digestivas para se tornarem ativas. Em seguida, a toxina ativa liga-se a receptores
especificos na membrana das células epiteliais do intestino médio, conduzindo a formacgao de
poros permeaveis a pequenas moléculas (ions, aminoacidos e agtcares) nas microvilosidades
apicais das membranas. A presenga destes poros provoca um desequilibrio i6nico intracelular,
o que resulta em lise celular. Com isso, ocorre a ruptura da integridade intestinal, e os insetos
consequentemente morrem devido a septicemia (SCHNEPF, et al., 1998; VACHON, et al.,
2012).

O segundo modelo, ou modelo de ligagdo sequencial, propdem que, apos a ativacao
das toxinas via clivagem por proteases intestinais, estas se ligam ao receptor caderina. Essa
ligagdo favorece clivagens adicionais na exterminadade N-terminal das toxinas, eliminando a
a-hélice 1 do dominio I da toxina, permitindo a sua oligomerizacao. Os oligdbmeros formados
ligam-se a receptores como a aminopeptidase e a fosfatase alcalina, favorecendo a inser¢ao da
estrutura pré-poro na membrana. A formag¢do de poros na membrana apical das células
intestinais leva a um choque osmoético, conduzindo o inseto & morte devido ao processo de
septicemia (SOBERON, et al., 2009; VACHON, et al., 2012).

O terceiro modelo recentemente descrito, ou modelo de acdo de via de sinalizagao,
propdem que a citotoxidade das proteinas bioinseticidas de Bt ¢ mediada pela ligacdo destas
com receptores caderina. Esta ligagdo ativa uma cascata de sinalizagdo dependente de Mg e
uma via de sinalizagdo estimulada pela proteina G e a adenilil-ciclase. Isso promove um
incremento na producao intracelular de AMP ciclico (AMPc) que ativa a proteina kinase A,
conduzindo a uma via metabolica que leva a morte celular (VACHON, et al., 2012; ZHANG,
et al., 2006).

Dessa forma, o Bacillus thuringiensis € uma bactéria de grande interesse agrondmico e
cientifico, e vém sendo extensivamente utilizada como inseticida biologico pelo fato de ndo
oferecer riscos a saude humana, ndo afetar organismos ndo-alvos, além de reduzir a
necessidade de aplicagdo de inseticidas convencionais e de ser completamente biodegradavel
(BETZ et al., 2000; GUPTA & DIKSHIT, 2010). Diversas formulagdes comerciais baseadas
em Bt sdo produzidas no mundo inteiro, apresentando um longo histérico de utilizagdo bem
sucedida. Dentre estas, destacam-se: Acrobe, Dipel, Delfin e Javelin (KAUR, 2000).

As plantas geneticamente modificadas que expressam os genes cry de Bacillus
thuirngiensis (Bt), sdo uma alternativa ainda mais eficaz para o controle de diferentes pragas

agricolas. E o que acontece com a cultivar de soja Intacta RR2 PRO desenvolvida pela
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Monsanto (St Louis, MO) e registrada para uso comercial no Brasil em 2011. Esta expressa o
gene crylAc de Bt, que confere resisténcia a varios lepidopteros, fornecendo altos niveis de
controle de 4. gemmatalis (BERNARDI et al, 2011; YU et al, 2012). Em plantas transgénicas,
as proteinas Cry sdo expressas continuamente nos tecidos das plantas, fornecendo prote¢ao

durante todo periodo vegetativo (BRAVO et al, 2011).

2.5 Resisténcia as proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis

A evolugdo da resisténcia das pragas aos inseticidas e as plantas transgénicas tém se
tornado um dos grandes empecilhos aos programas de controle de pragas. Os mecanismos de
resisténcia possuem base hereditaria e devem-se, principalmente, a evolugdo de respostas
adaptativas que ocorrem pelo efeito da selecdo natural sobre a variagdo genética das
populagdes (DENHOLM & ROWLAND, 1992).

Em Lepidopteros, a resisténcia as proteinas Bt ¢ normalmente relacionada com
modificagdes nos sitios receptores das toxinas no intestino médio dos insetos. Além destas,
outros mecanismos podem bloquear a sequéncia de fatores que possibilitam a acdo das
proteinas Cry, tais como: falhas na dissolu¢do do cristal, no processamento da protoxina, na
formagdo do poro ou na sua lise osmoética (PARDO-LOPEZ et al., 2013).

Diversos trabalhos tém demostrado eventos de resisténcia as toxinas Cry em
decorréncia de alteragdes na sua ativacdo por proteases digestivas (FORTIER, et al., 2007;
OPPERT, et al., 1997; PEREIRA, et al., 2010), sequestro das toxinas por esterases ou
glicolipidios (GRIFFITTS, et al.,, 2005; GUNNING, et al., 2005; MA, et al., 2012),
desintoxicacdo e respostas imunes (MUNSTER, et al., 2007) e, principalmente, devido a
mutagdes em genes de receptores das toxinas Cry (HARA, et al., 2003; GAHAN, et al., 2001;
XU, et al., 2005).

Mutacdes nos genes que codificam receptores caderina estdo associadas a elevados
niveis de resisténcia a Bt em diferentes insetos da ordem Lepidoptera: Diatraea saccharalis
(YANG, et al., 2011), Chloridea virescens (GAHAN, et al., 2001), Pectinophora gossypiella
(MORIN, et al., 2003) e Helicoverpa armigera (XU, et al., 2005). Essas mutacdes afetam a
expressdo das proteinas no intestino médio larval, removendo os alvos de ligacdes das
toxinas.

Mutagdes em outros receptores como a aminopeptidase-N (APN) e a fosfatase alcalina
(ALP) também estao relacionados com diferentes niveis de resisténcia em lepidopteros. Em

Manduca sexta (SANGADALA, et al., 1994), Spodoptera exigua (HERRERO, et al., 2005) e
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Trichoplusia ni (TIEWSIRI & WANG, 2011), alteracdes na expressdo de genes das
aminopeptidases foram associados ao aumento da suscetibilidade as proteinas Cry. Do mesmo
modo, mutacdes nos genes da fosfatase alcalina (ALP) foram descritas para as espécies
Chloridea virescens, Helicoverpa armigera e Spodoptera frugiperda, ocasionando diferentes
niveis de resisténcia (JURAT-FUENTES, et al., 2011).

Mutagdes em genes que codificam membros da familia de transportadores ABC
(proteinas transmembranas), ABCC2, também foram relatadas como estando associadas com
a resisténcia em insetos as proteinas inseticidas de Bt, tendo isso sido observado em Bombyx
mori (ATSUMI, et al., 2011) e C. virescens (GAHAN, et al., 2010).

Embora em diferentes espécies as bases genéticas da resisténcia as proteinas Cry
tenham sido estudadas, em Anticarsia gemmatalis as pesquisas envolvendo gendmica
funcional visando a detec¢do dos mecanismos de resisténcia a essas proteinas sao escassas ou
inexistentes. Além de permitir descobrir o papel de diferentes genes no mecanismo de
resisténcia de A. gemmatalis, esse tipo de estudo pode auxiliar no desenvolvimento de

estratégias futuras de controle desse inseto-praga.

2.6 Novas tecnologias de sequenciamento no estudo do transcriptoma

Os padrdes de expressdo génica obtidos a partir do estudo dos transcriptomas tém
fornecido informagdes relevantes a respeito das bases genéticas associadas com a resisténcia
de insetos as proteinas bioinseticidas de Bacillus thuringiensis (FABRICK, et al., 2014;
MUNSTER, et al., 2007; NAGAMATSU, et al., 1998).

O transcriptoma ¢ o conjunto de transcritos de uma célula, tecido ou organismo em um
periodo especifico do desenvolvimento ou condicdo fisioldgica. Assim, os principais
objetivos da transcriptomica sdo: catalogar todos transcritos (mMRNAs, RNAs nao codificantes
e pequenos RNAs), determinar a estrutura transcricional dos genes, identificar padrdes de
splicing e outras modificagdes pos-transcricionais ou quantificar os niveis de expressdo de
cada transcrito sob diferentes condigdes. A compreensdo do transcriptoma ¢ fundamental para
interpretar os elementos funcionais do genoma e assim, compreender o desenvolvimento de
determinadas doencas, mecanismos de resisténcia, interagdo hospedeiro-patégeno, ente outros
(WANG et al, 2009; WESTERMANN et al, 2012).

Virias tecnologias tém sido desenvolvidas para a analise de transcriptomas, entre elas
a abordagem RNA-seq, que permite analisar os perfis dos transcriptomas utilizando novas

tecnologias de sequenciamento (NGS — New Generation Sequencing) (MOROZOVA et al,
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2009). Existem atualmente diversas tecnologias disponiveis para o sequenciamento em larga
escala, como as plataformas Solexa/Illumina, SOLiD System da Applied Biosystems, Ion
Torrent da Life Technologies e a PacBio da Pacific Biosciences. Essas plataformas diferem
entre si principalmente quanto ao mecanismo quimico empregado, tamanho e quantidade de
reads gerados. No entanto, todas estas plataformas sdo capazes de produzir um enorme
volume de dados associado a um menor custo, por meio do sequenciamento de milhdes de
pares de bases em uma Unica corrida (DIJK et al., 2014; METZKER, 2010).

O RNA-seq permite analisar os perfis dos transcriptomas, identificar a estrutura
transcricional dos genes, identificar novos genes e isoformas expressas (provenientes de
splicing alternativo ou outras modificagdes poOs-traducionais), além de quantificar os niveis de
mudangas de expressdo de cada transcrito sob condi¢des diferentes. Para a realizagdo deste
tipo de abordagem ¢ necessaria a criagdo de uma biblioteca de cDNAs. Para tanto, o RNA ¢
fragmentado e transformado em cDNA por uma transcriptase reversa, sendo adicionados
adaptadores a uma ou a ambas extremidades para nao se perder a direcionalidade do
transcrito. Cada molécula de cDNA (amplificada ou ndo) ¢ sequenciada com um método de
alto rendimento visando obter sequéncias curtas de um dos lados (single-end) ou de ambos os
lados (paired-end). Os reads compreendem em até 10 kb, dependendo da tecnologia de
sequenciamento utilizada (MARTIN & WANG, 2011; QUAIL, et al. 2012; WANG, et al.
2009).

Apbs o sequenciamento, os reads gerados devem ser processados para a eliminagao de
artefatos de sequenciamento, como a eliminacdo das sequéncias adaptadoras adicionadas
durante o processo, remo¢ao de sequéncias curtas e de baixa qualidade, bem como a
eliminagdo de sequéncias contaminantes. O processo de limpeza das sequéncias pode ser
realizado por softwares como o SeqTrim (FALGUERAS, et al., 2010), PRINSEQ
(SCHMIEDER & EDWARDS, 2011) e Trimmomatic (BOLGER, et al., 2014), entre outros.

As andlises de dados de RNA-seq exigem que os reads sejam montados, este processo
pode ser guiado por um genoma ou transcriptoma de referéncia. Neste tipo de montagem os
reads sdo alinhados/mapeados contra a referéncia, por meio de softwares como o Bowtie
(LANGMEAD, et al., 2009), CuffLinks (TRAPNELL, et., 2012) e TopHat (TRAPNELL, et
al., 2009). Para organismos ndo-modelos, como Anticarsia gemmatalis, diferentes algoritmos
de montagem de novo como o Trinity (GRABHERR, et al., 2011) e o Oases (SCHULZ, et al.,
2012) podem facilitar a reconstru¢cdo do transcriptoma, mesmo sem se ter um genoma de
referéncia. Estes algoritmos trabalham baseados na redundancia dos reads para criar

sobreposi¢des € montar 0s transcritos.
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Para comparar a expressdo diferencial entre diferentes condigdes € necessario
transformar os milhdes de reads em uma quantificagdo de expressao, por isso ¢ realizado o
mapeamento dos reads contra uma referéncia. A aplicagdo de estatisticas sobre essas
contagens alinhadas/mapeadas, a fim de inferir a expressdo diferencial em determinadas
condigdes pode ser realizada a partir de programas como o DESeq2 (LOVE, et al., 2014) e o
EdgeR (ROBINSON, et al., 2010).

Apb6s a detecgdo das sequéncias diferencialmente expressas, estas devem ser
identificadas e anotadas. Ou seja, deve-se atribuir a elas um significado biologico, a fim de se
obter informagdes importantes do genoma, genes e seus produtos, além de suas
funcionalidades e vias metabolicas envolvidas. Diferentes algoritmos facilitam o processo de
anotacdo funcional nas suas varias etapas. O Blast2GO permite a anotagdo funcional
automatica, sendo uma abordagem efetiva para analise de dados em larga escala. A anotagdo
funcional baseada na ontologia génica realiza a categorizacao de genes em classes funcionais.
O sistema de ontologias utilizadas pelo Blast2GO provém do Gene Ontology Consortium
(GO) (http://geneontology.org/) e os termos GO podem descrever funcdes moleculares,
processos bioldgicos e componentes celulares (CONESA et al., 2005).

O aumento no numero de espécies de insetos-pragas resistentes a diferentes inseticidas
e os avangos e facilidades atualmente encontrados na drea de gendmica funcional vem
estimulando o desenvolvimento de diversas pesquisas visando a identificagdo de genes de
resisténcia. Os estudos sobre os perfis de expressao génica, t€ém fornecido importantes
informacdes sobre a regulagdo e os mecanismos moleculares envolvidos na evolucao da
resisténcia nessas espécies. Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como proposta
utilizar as ferramentas de sequenciamento de nova gera¢do e de bioinformatica a fim de
descobrir genes candidatos envolvidos com os mecanismos genéticos associados com
resisténcia a linhagem HD-73 de Bacillus thuringiensis, produtora da proteina bioinseticida

CrylAc.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo comparar o padrdo de expressdo génica entre
Anticarsia gemmatalis resistentes e suscetiveis a linhagem HD-73 de Bacillus thuringiensis
produtora da proteina bioinseticida CrylAc, visando a compreensdo dos mecanismos de

resisténcia nessa espécie.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar, por meio da técnica de RNA-seq, o perfil transcricional de 4. gemmatalis

resistentes e suscetiveis apods serem desafiadas com a linhagem Bt HD-73.

e Identificar genes diferencialmente expressos a fim de associd-los a mecanismos de

resisténcia a linhagem Bt HD-73 e relaciona-los com os dados obtidos em literatura.
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4. CAPITULO I

Artigo cientifico

Andlise do transcriptoma revela miltiplos mecanismos moleculares da resisténcia de
Anticarsia gemmatalis a toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis



Este artigo sera submetido ao periodico Cellular and Molecular Life Sciences
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Andlise do transcriptoma revela multiplos mecanismos moleculares da resisténcia de
Anticarsia gemmatalis a toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis

Larissa Forim Pezenti'; Daniel Ricardo Sosa—G(')mez2; Rogério Fernandes de Souzal; Laurival
Antonio Vilas- Béasl; Katia Brumatti Gongalves]; Carlos Roberto Maximiano da Silval;
Gislayne Trindade Vilas-Bdas'; Adrivanio Baranoski'; Renata da Rosa'.

: Departamento de Biologia, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana,
Brasil
*Embrapa Soja Londrina, Londrina-PR

Resumo

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) ¢ uma das principais pragas desfolhadoras da
soja no Brasil. Uma das formas de controle desse inseto ¢ a utilizagdo das o6-endotoxinas
produzidas pelo Bacillus thurigiensis (Bt). O modo de acdo destas toxinas no intestino médio
¢ bem caracterizado em lepidopteros, no entanto existem muitas questdes a respeito dos
mecanismos de resisténcia as toxinas Bt. Neste trabalho analisamos as diferengas
transcricionais, via RNA-seq, entre os estadgios larvais de linhagens resistentes e suscetiveis de
A. gemmatalis desafiadas com a linhagem HD-73 de Bacillus thuringiensis, produtora da
proteina bioinseticida CrylAc. O transcriptoma de referéncia montado a partir de 241.776.712
reads paired-end de 126 pb gerou 25.757 transcritos com tamanho médio de 1.270 pb. Destes,
17.900 sequéncias apresentaram alinhamentos significativos com proteinas do banco de dados
de proteinas ndo-redundantes do NCBI, evidenciando elevados niveis de similaridade com
outros lepidopteros. Foram identificados 422 transcritos expressos diferencialmente (log; fold
change > 2 e padj < 0,1), dos quais 195 regulados positivamente e 227 negativamente nas
lagartas resistentes. Varios genes regulados negativamente estao relacionados, principalmente,
com atividades proteoliticas (tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase), participando do
processo de ativacdo das protoxinas Cry de Bt. Por outro lado, os genes regulados
positivamente estdo, em sua maioria, envolvidos com processos de desintoxicagdo (esterase),
com o desencadeamento de respostas imunes inatas (lectina do tipo C e hemolin), bem como
com a regulacdo da defesa contra patdgenos (inibidores de proteases). Este ¢ o primeiro
estudo a investigar os mecanismos de resisténcia a CrylAc em Anticarsia gemmatalis
utilizando tecnologias de sequenciamento em larga escala. Nossos dados corroboram a
hipotese da base genética complexa das respostas fisioldgicas e também dos mecanismos de
resisténcia selecionados mediante a utilizagdo de Bt. Além disso, os resultados trazem luz
sobre os mecanismos moleculares e celulares de resposta a utilizagdo de Cryl Ac que poderao
ser utilizados em estratégias futuras para o controle de pragas agricolas.

Palavras-chave: Lagarta-da-soja, toxinas Cry, resisténcia a CrylAc, RNA-seq, expressao
génica.
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4.1. Introducao

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818, (Lepidoptera: Erebidae) ¢
uma das principais pragas desfolhadoras da soja [Glycine max (L.) Merrill] (Fabaceae:
Phaseoleae) no Brasil. A principal medida para o controle desse e de outros insetos-praga na
soja ¢ realizada por meio da aplica¢ao de inseticidas quimicos, que trazem sérios prejuizos a
saide humana e ao ambiente. Diversas estratégias que visam a diminuicdo desses prejuizos
tém sido desenvolvidas, dentre elas, o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas
(GM) que expressam genes cry de Bacillus thuirngiensis (Bt) [1,2]. O Bacillus thuringiensis
Berliner (Bacillales: Bacillaceaec) ¢ uma bactéria Gram-positiva que produz inclusdes
cristalinas parasporais compostas de uma ou mais proteinas Cry (d-endotoxinas), que
apresentam atividade inseticida especifica contra os estagios larvais de insetos de diferentes
ordens [3,4]. A cultivar de soja Intacta RR2 PRO, desenvolvida pela Monsanto (St Louis,
MO) e registrada para uso comercial em 2011 no Brasil, expressa o gene crylAc de Bt. Este
confere resisténcia a varios lepidopteros e fornece altos niveis de controle contra A.
gemmatalis [1,2].

O modo de acdo das toxinas Cry em lepidopteros envolve a interagao sequencial com
diferentes proteinas do intestino médio larval. Quando ingeridas pelo inseto suscetivel, as
protoxinas Cry sdo inicialmente solubilizadas em pH alcalino no intestino médio. As
protoxinas soluveis liberadas sdo clivadas por diferentes proteases, resultando em fragmentos
toxicos ativos compostos por trés dominios estruturais, com aproximadamente 60-70 kDa. Em
seguida, as toxinas ativas se ligam a diferentes receptores nas microvilosidades apicais das
membranas do intestino médio, ocorrendo a inser¢do das toxinas nas membranas e
conduzindo a formagdo de poros permedveis a pequenas moléculas. A presenca destes poros
provoca um desiquilibrio i6nico, resultando em lise celular. Com a ruptura da integridade
intestinal, o inseto morre devido a um processo de septicemia. Alternativamente, também ¢
proposto que a ligacdo das proteinas Cry aos receptores caderina ativa uma via de sinaliza¢ao
dependente de Mg”**, bem como outras vias que estimulam a proteina G e a adenilil ciclase.
Isso resulta no aumento dos niveis de cCAMP e na ativacdo da proteina quinase A, o que
conduz a morte celular necrética [3-6].

O B. thuringiensis vém sendo extensivamente utilizado como inseticida biologico,
tanto a partir de formulagdes pulverizdveis como pela expressdo de genes cry em plantas
transgénicas. Isso se deve ao fato deste ndo oferecer riscos a saide humana, ndo afetar

organismos nao-alvos, além de reduzir a necessidade de aplicacio de inseticidas
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convencionais. No entanto, sua utilizagdo a longo prazo pode levar a selecdo de insetos
resistentes [7,8].

Diferentes mecanismos de resisténcia as proteinas de Bt ja foram relatados para
diversos lepidopteros selecionados em condi¢cdes de laboratorio, como Pectinophora
gossypiella (9], Diatraea saccharalis [10] e Helicoverpa armigera [11]. Nestas espécies, 0s
mecanismos de resisténcia estdo normalmente relacionados com modificagdes nos sitios
receptores das toxinas no intestino médio dos insetos, tais como mutagdes em genes que
codificam os receptores caderina, aminopeptidase-N e fosfatase alcalina. Porém, eventos de
resisténcia também podem ocorrer em decorréncia de falhas no processo de ativacdo da toxina
por proteases digestivas, sequestro das toxinas por esterases ou glicolipidios, elevagao da
resposta imune, entre outros. Isso indica que a resisténcia as toxinas Cry apresenta base
genética complexa [7].

Embora a base molecular da resisténcia as toxinas Cry tenha sido estudada em varias
espécies, ndo existem informagdes sobre os mecanismos associados a resisténcia de
Anticarsia gemmatalis as proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. Neste estudo analisamos a
diferenga transcricional entre os estagios larvais de duas linhagens de A. gemmatalis
(resistentes e suscetiveis) desafiadas com a linhagem HD-73 de Bacillus thuringiensis
produtora da proteina bioinseticida CrylAc, visando compreender os mecanismos celulares e

moleculares associados com a resisténcia a essa proteina.

4.2. Material e métodos

Selecdo das amostras e bioensaios

Colonias de Anticarsia gemmatalis foram estabelecidas com individuos coletados no
municipio de Sertandpolis-PR, Brasil em 2011. Os insetos foram submetidos a uma pressao
de selecdo por meio da incorporacdo da bactéria Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
linhagem HD-73 na dieta de Greene et al. 1976 [12] durante 56 geragdes. A dieta foi
disponibilizada aos insetos durante 48 horas e, posteriormente, as lagartas sobreviventes
foram transferidas para uma dieta sem a presenca da bactéria, a fim de completarem o seu
ciclo de vida. Paralelamente, foi mantida uma populagdo suscetivel, proveniente da mesma
colonia, a qual foi utilizada como referéncia para estabelecer as razdes de resisténcia que, ao
final das 56 geracdes (aproximadamente 5 anos), se situavam entre 90-95 vezes.

Os bioensaios foram conduzidos a partir da selecdo de individuos resistentes e

suscetiveis de Anticarsia gemmatalis de terceiro instar, expostos a bactéria linhagem HD-73
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de Bacillus thuringiensis incorporada a dieta artificial na concentragdo de 300 pg/ml durante
24 horas. Apos este periodo, os insetos foram congelados em nitrogénio liquido, sendo
mantidos em freezer a -80°C até o momento da extracao de RNA.

Extra¢do de RNA e sequenciamento

Trés lagartas de cada grupo foram selecionadas para a extragdo de RNA e
sequenciamento. Os individuos pertencentes ao grupo suscetivel, desafiados com Bt HD-73,
foram identificados como S-1189, S-1196 e S-1197, e, os resistentes, como R-1205, R-1206 ¢
R-1209.

O RNA total de cada uma das seis amostras foi isolado usando um protocolo adaptado
com o TRIzol® Reagent (Invitrogen) e o SV Total RNA Isolation System — Promega Z3100.
As lagartas foram maceradas em 600 pL de TRIzol® Reagent (Invitrogen) e, em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos tubos, sendo entdo incubados durante cinco minutos a temperatura
ambiente. Para a extracdo organica, adicionou-se 120 pL de cloroféormio e agitou-se
vigorosamente por 15 segundos. Depois de incubadas durante 3 minutos a temperatura
ambiente, estas foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa
superior incolor, contendo RNA foi transferida para um novo tubo.

Para a purificagdo do RNA, adicionou-se 200 pL de etanol 95% e homogeneizou-se
delicadamente. O conteudo foi transferido para a coluna de rotagdo do SV Total RNA
Isolation System — Promega Z3100 e centrifugado a 12.000 x g durante um minuto. Em
seguida, adicionou-se 600 uL do RNA Wash Solution e centrifugou-se a 12.000 x g durante
um minuto. Apds a centrifugacdo, a solu¢do do fundo foi descartada, adicionou-se 50 puL da
solu¢do DNA incubation mix (40 pL Yellow core buffer, 5 pL MnCl, 0.09M e 5 pL DNase I)
e incubou-se as amostras durante cinco minutos a temperatura ambiente. A a¢do da DNase foi
interrompida com a adicdo de 200 uL de DNA Stop Solution seguida por centrifugacao a
12.000 x g durante um minuto. Entdo, adicionou-se 600 pl. de RNA Wash Solution e
centrifugou-se a 12.000 x g durante um minuto. Este processo foi repetido adicionando-se 250
uL de RNA Wash Solution. Finalmente, a coluna de rotagdo foi transferida para um novo tubo
de microcentrifuga, e foram adicionados 100 pL de agua ultrapura livre de nucleases, sendo
novamente centrifugado a 12.000 x g durante um minuto para a obtencdo do RNA. As
amostras foram armazenadas em freezer a -80°C.

A qualidade do RNA isolado foi avaliada utilizando o BioDrop™ (Isogen Life
Science) e o Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). As bibliotecas de cDNA

foram construidas utilizando o Illumina® TruSeq Stranded mRNA Library Prep de acordo
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com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. O sequenciamento foi realizado no sistema
[llumina® Hiseq 2500 com leituras paired-end de 125 pb em meia lane pelo Centro de
Genomica Funcional — Universidade de Sdo Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz” (ESALQ-USP), em Piracicaba — SP.

Andlises de bioinformatica

A qualidade das bibliotecas obtidas a partir do sequenciamento foram analisadas
utilizando-se a ferramenta FastQC v0.11.3 [13]. Em seguida, utilizando o Prinseq v0.20.4
[14], foram removidas as sequéncias adaptadoras, bem como os reads com tamanho inferior a
40 pb e com qualidade inferior a 20 na escala Phred. A montagem do transcriptoma de
referéncia de Anticarsia gemmatalis foi realizada utilizando a estratégia de novo, pois nao
existem genomas de referéncia descritos para esta espécie. Os transcriptomas de cada uma das
seis bibliotecas sequenciadas foram montados na plataforma Trinity v2.1.1 [15]. A fim de
reduzir a redundancia dos transcritos, os conjuntos resultantes foram processados pelo
software CD-HIT-EST com nivel de similaridade de 90% [16]. Somente transcritos com mais
de 700 pb foram mantidos nas andlises subsequentes. O mapeamento e a contagem dos reads
no transcriptoma de referéncia foi realizado com o software Bowtie2 v2.2.0 [17]. A analise de
expressdo génica diferencial entre ambos os grupos de A. gemmatalis foi avaliada com o
pacote DESeq2 [18], implementados no programa RStudio em linguagem R. Por fim, esses

transcritos foram anotados utilizando a ferramenta Blast2GO v3.3.5 [19].

4.3. Resultados

Montagem de novo do transcriptoma de referéncia de Anticarsia gemmatalis

O sequenciamento das seis bibliotecas de cDNA geraram 241.776.712 reads paired-
end de aproximadamente 126 pb. Estas apresentaram boa qualidade, de tal forma que poucos
reads foram eliminados durante a sua limpeza (Anexo A e B). A montagem gerou, em média,
60.450 transcritos e 47.593 unigenes por biblioteca, e o N50 variou entre 1.146 ¢ 1.520 pb
(Tabela 1). Apos a unido dos contigs e a remocao das sequéncias redundantes, a montagem do
transcriptoma de referéncia de Anticarsia gemmatalis resultou em 25.757 transcritos, com

tamanho médio de 1.270 pb (Figura 1).
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Tabela 1: Resumo dos resultados de montagem realizado com o software Trinity v2.1.1 para as bibliotecas de
Anticarsia gemmatalis suscetiveis e resistentes, desafiadas com a linhagem HD-73 de Bacillus thuringiensis, que
codifica a proteina CrylAc.

Estatistica S-1189 S-1196 S-1197 R-1205 R-1206 R-1209
Reads totais 41.078.346 42.440.182 40.496.448 41.266.852 36.791.722 39.703.162
Reads filtrados por qualidade  41.078.331  42.440.169 40.496.434 41.266.852 36.791.707 39.703.144
Total transcritos 59.901 64.502 60.322 59.728 60.393 57.854
Total “genes” 46.583 49.129 46.832 47.919 48.613 46.487
N50 1.339 1.152 1.146 1.520 1.340 1.180

Total de bases montadas 48.879.313 47.816.313 44.575.613 53.408.227 49.652.368 43.664.378
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Figura 1: Distribui¢ao do tamanho dos transcritos do transcriptoma de referéncia de Anticarsia gemmatalis.

Anotagdo funcional

Os 25.757 transcritos obtidos foram alinhados contra as sequéncias do banco de dados
de proteinas ndo-redundantes (NR) do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
com o auxilio do algoritmo BLASTx. Usando um e-value de corte de 107, um total de 17.900
transcritos apresentaram correspondéncia com as sequéncias disponiveis no banco de dados,
predominantemente para Lepidoptera. Embora tenhamos usado um limiar de e-value de 107,
os alinhamentos apresentaram e-values superiores a 10" em aproximadamente 48,30% das

sequéncias analisadas, com altos niveis similaridade as proteinas disponiveis no banco de
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dados. Os lepidopteros Amyelois transitella Walker, 1863 (Lepidoptera:Pyralidae), Bombyx
mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) e Papilio xuthus Linnaeus, 1767 (Lepidoptera:
Papilionidae) apresentaram-se no topo dos hits de similaridade com os dados analisados
(Figura 2). Apenas alguns hits apresentaram correspondéncia com E. coli, o que pode ser

devido a contaminacao durante o processo de extracdo do RNA total.

Top-Hit Species Distribution [Anticarsia_gemmatalis]
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Figura 2: Espécies com maior quantidade de hits correspondentes aos 17.900 transcritos de Anticarsia
gemmatalis obtidos a partir da anotacdo funcional realizada com o software Blast2GO.

Usando a plataforma Blast2GO [19], 10.682 sequéncias foram anotadas
funcionalmente com os termos do Gene Ontology (GO), varias destas em mais de uma
categoria. Dentre as trés categorias do Gene Ontology, 8.287 sequéncias foram anotadas na
categoria “Funcdo molecular” (38,28%), distribuidas em sete grupos funcionais; 7.426
sequéncias foram anotadas para a categoria “Processos biologicos” (34,30%) e 5.938
sequéncias para a categoria “Componente celular” (27,42%), distribuidas em 11 e 7 grupos

funcionais, respectivamente (Figura 3).
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Andlise da expressdo diferencial

A andlise transcricional comparativa, entre Anticarsia gemmatalis resistentes e
suscetiveis revelou 5.504 locos diferencialmente expressos (padj < 0,1), dos 25.757 avaliados.
Destes, 422 apresentaram uma elevada modificagdo na sua taxa de expressdo (log, fold
change > 2) (Anexo C), sendo 195 regulados positivamente e 227 negativamente nas lagartas
resistentes. Os resultados obtidos para a andlise de expressao diferencial e as descrigdes das
sequéncias com os melhores alinhamentos no BLASTx para esses dois grupos de locos sdo
reportados nos Anexos D e E, respectivamente.

A anotagdo funcional das sequéncias diferencialmente expressas revelou genes
envolvidos com atividades cataliticas do tipo hidrolase/peptidase, bem como processos
metabodlicos de macromoléculas e protedlise. Além disso, dentro da categoria componente
celular, varias sequéncias foram anotadas principalmente com termos associados 8 membrana
celular (Anexo D e E).

A partir destes resultados, foram elencados quatro grupos de genes candidatos ao
mecanismo de resisténcia de Anticarsia gemmatalis a Bt: (i) genes envolvidos com atividades
proteoliticas; (ii) genes que regulam mecanismos de defesa contra patdgenos; (iii) genes
relacionados a mecanismos de desintoxicacao e (iv) genes envolvidos em respostas imunes.
Dos 15 genes diferencialmente expressos envolvidos com atividades proteoliticas, 10 foram
anotados como tripsina, dois como quimotripsina e trés como carboxipeptidase. 18 sequéncias
foram anotadas como inibidores de serino proteases, incluindo as serpinas, e dois inibidores
com motivos Kazal, que sdo potencialmente envolvidos em mecanismos de defesa contra
patogenos. Dentre os genes envolvidos com mecanismos de desintoxica¢do, identificamos
apenas uma sequéncia que codifica a esterase. Para os oito genes diferencialmente expressos
envolvidos em respostas imunes, seis foram anotadas como lectina do tipo-C e duas como

hemolin (Figura 4).



-10 00 10 20

32

trypsin, partial(4)

trypsin, partial(3)

trypsin(2)

trypsin, partial(2)

trypsin, alkaline C-like(3)

trypsin, alkaline C-like(2)

trypsin, alkaline C-like

trypsin, partial

trypsin-like serine protease precursor

trypsin

chymotrypsin—like protease, partial

chymotrypsin, partial

carboxypeptidase precursor

carboxypeptidase B-like(2)

carboxypeptidase B-like

Kazal-type serine protease inhibitor(2)

Kazal-type serine protease inhibitor

serine protease inhibitor serpin 1a(4)

serine protease inhibitor serpin 1a(3)

serine protease inhibitor serpin 1b(3)

serine ase protease inhibitor serpin 1a

serine protease inhibitor serpin 1b(2)

serine protease inhibitor serpin 1a(2)

serine protease inhibitor serpin 1a

| serine inhibitor serpin 1b

inter-alpha—trypsin inhibitor heavy chain H4-like(8)

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain Ha-like(7)

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4-like(B)

inter-alpha—trypsin inhibitor heavy chain H4-like(5)
(4)
(3)
(2)

inter-alpha—trypsin inhibitor heavy chain H4-like(
inter-alpha—-trypsin inhibitor heavy chain H4-like
inter—alpha—trypsin inhibitor heavy chain H4-like(
inter—alpha—trypsin inhibitor heavy chain H4-like
esterase

C-type lectin 11 isoform X1(2)

C-type lectin 11 isoform X1

C-type lectin 8, partial

C-type lectin(2)

C-type lectin

C-type lectin 10(2)

C-type lectin 10

C-type lectin 7

hemolin(2)

hemolin

S.1189
S.1196
S.1197
R.1205
R.1206
R.1209

Figura 4: Heatmap dos genes diferencialmente expressos entre Anticarsia gemmatalis suscetiveis e resistentes
(log2 fold change > 2 ¢ padj < 0,1), candidatos aos mecanismos de resisténcia.

4.4. Discussao

Neste estudo, avaliamos o padrdo de expressdao génica entre linhagens de Anticarsia
gemmatalis resistentes e suscetiveis a Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki linhagem HD-73,
que codifica a proteina bioinseticida CrylAc. A abordagem de RNA-seq revelou uma série de
genes diferencialmente expressos, entre eles potenciais candidatos ao mecanismo de
resisténcia de CrylAc em A. gemmatalis, uma vez que essa linhagem produz apenas essa
toxina [20].

A agdo das toxinas Cry de Bt em lepidopteros envolve diversas etapas como: ingestao
e solubilizag@o das protoxinas no intestino médio do inseto; ativagdo proteolitica das toxinas;
ligacdo das toxinas com diferentes receptores; interacdo e a insercdo das toxinas na
membrana; ¢ a formagdo de poros que provocam um desequilibrio osmético e a lise celular,
conduzindo o inseto & morte por septicemia. Dessa forma, a alteragao em qualquer um desses
alvos pode levar a selecdo de mecanismos de resisténcia [21].

Vellichirammal et al. (2015) [22], utilizando uma abordagem semelhante com o
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lepidéptero Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Cambridae) resistente a CrylF, identificaram
transcritos que codificam os receptores caderina e fosfatase alcalina, bem como as serino
proteases tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase, todos regulados negativamente nos
individuos resistentes expostos a CrylF. Embora, os mecanismos de resisténcia em
lepidépteros tenham sido principalmente associados com modificagdes nos receptores das
toxinas e alteracdes em proteases digestivas, em nosso estudo identificamos quatro grupos de
genes envolvidos com mecanismos de resisténcia: genes relacionados com atividades
proteoliticas, genes que regulam mecanismos de defesa contra patdogenos, genes ligados a

mecanismos de desintoxicagdo e genes envolvidos em respostas imunes inatas (Figura 5).

Grupo 1 - Genes envolvidos com atividades proteoliticas (digestdo)

Os genes que codificam as serino proteases, tripsina € quimotripsina foram regulados
negativamente nas linhagens resistentes de 4. gemmatalis expostas a Bt HD-73. Essas
proteinas sdo endopeptidases que catalisam a hidrolise das ligagdes peptidicas, reconhecendo
aminodcidos especificos e clivando as ligagdes. A tripsina reconhece os aminoacidos bésicos
Lys ou Arg e cliva a ligagdo peptidica do aminodcido adjacente C-terminal, enquanto a
quimotripsina reconhece e cliva as ligacdes peptidicas a partir dos aminoacidos Phe, Tyr e
Trip [23].

A ativagdo proteolitica das d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis no intestino dos
insetos envolve a remoc¢do de alguns peptideos em sua regido N-terminal, bem como uma
série de peptideos na regido C-terminal em algumas protoxinas, gerando toxinas ativas com
cerca de 60 kDa [24]. A serino proteases, tripsina € quimotripsina sdo consideradas enzimas
digestivas primarias em lepiddpteros, estando envolvidas no processo de ativagdo proteolitica
das protoxinas Cry de B. thuringiensis, apresentando papel fundamental no modo de agao
destas toxinas [25].

Dessa forma, a diminui¢ao do nivel dessas proteinases pode prejudicar a ativagdo das
protoxinas de Bt, estando assim associadas com a resisténcia e/ou com a diminui¢do da
eficiéncia das toxinas nas linhagens resistentes. Recentemente, resultado semelhante também
foi observado em pesquisas envolvendo RNA-seq no lepidoptero Ostrina nubilalis, onde foi
constatada a diminui¢do na expressao de genes de serino proteases nas linhagens resistentes e
expostas a toxina CrylF [22]. O mesmo foi observado por Li et al. (2004) [26], ao
constatarem que a atividade de uma protease semelhante a tripsina em Ostrinia nubilalis
resistente a CrylAb era reduzida a metade em relagdo aquela encontrada nos individuos

suscetiveis. Outro estudo utilizando uma abordagem protedmica em Plodia interpunctella
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(Lepdoptera: Pyralidae) resistente a Bt, também identificou uma diminui¢do na atividade de

uma proteinase semelhante
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Figura 5: Representacdo esquematica dos mecanismos de resisténcia a Bacillus thuringiensis em Anticarsia
gemmatalis selecionadas em laboratorio. a) Grupo 1: genes envolvidos com atividades proteoliticas, a baixa
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a quimotripsina no intestino médio [27]. E, segundo os autores, isso consequentemente
resultaria numa diminuicdo da ativagdo da toxina Cry no intestino destes insetos. Assim,
baixa expressdo tanto da tripsina quanto da quimotripsina em Anticarsia gemmatalis podem
estar impedindo a acdo das toxinas Cryl Ac nos individuos resistente (Figura SA).

Embora as endopeptidades participem primariamente do processo de hidrdlise na
digestdo das proteinas, as exopeptidases como a aminopeptidase N e a carboxipeptidase
participam secundariamente, degradando peptideos maiores a partir da extremidade N-
terminal ou C-terminal, respectivamente [28]. No presente estudo, o gene codificador da
carboxipeptidase também foi regulado negativamente nas linhagens resistentes de A.
gemmatalis. As carboxipeptidases sdo altamente reguladas durante o desenvolvimento e
respondem rapidamente & composicdo da dieta, conforme demonstrado por Sparks, et al.
(2013) [29], durante a analise do transcriptoma de Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae), em resposta a infeccdo por Bacillus thuringiensis. Neste estudo, os autores
identificaram a expressado diferencial de genes envolvidos em processos digestivos, incluindo
a o-amilase, a lipase e a carboxipeptidade. Estes concluiram que tais exopeptidases podem
servir para otimizar a utilizacao de produtos da digestao das endopeptidases nas lagartas sob
estresse alimentar. Assim, as carboxipeptidases sao potenciais candidatas ao mecanismo de

resisténcia as proteinas bioinseticidas de Bacillus thuringiensis.

Grupo 2 - Genes que regulam mecanismos de defesa contra patégenos

No presente estudo, inibidores de serino proteases do tipo Kazal e serpinas foram
expressos diferencialmente, sendo ambos regulados positivamente nos individuos resistentes.
Os inibidores de proteases desempenham papel fundamental na regulacdo de diferentes
processos bioldgicos, atuando na inibicdo da atividade de diversas proteases, sejam elas
enzimas digestivas, fatores de viruléncia de patdogenos ou alvos especificos, como
determinados componentes de cascatas de sinalizagdo [30].

Os inibidores com motivos Kazal apresentam atividade inibitdria sobre a tripsina, a
quimotripsina, a trombina, a elastase, a proteinase K e a subtilisina em invertebrados. E a
especificidade inibitoria € orientada por residuos de aminoacidos especificos do inibidor [31].
As serpinas funcionam como inibidores de substrato suicida, causando a inibigdo por
deformagdo [32]. Como descrito por Kanost, (1999) [33] os inibidores de serino proteases
atuam na protecdo a infeccdo por patdgenos ou parasitas, pois além inibirem proteinases

endogenas, também atuam inibindo proteases patogénicas. Dessa forma, a superexpressao
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desses genes em 4. gemmatalis poderia estar relacionada tanto com a inibicao de proteases e,
por conseguinte a ndo formagdo da toxina CrylAc em seu estado funcional, quanto com a
inibi¢ao de fatores de viruléncia.

Zhao et al. (2012) [34] também relataram, por meio de ensaios de microarray e RT-
PCR, a regulagdo positiva de alguns genes de inibidores de serino proteases em Bombyx mori,
apo6s a infeccao oral com Escherichia coli, Bacillus bombysepticus, Beauveria bassiana € o
virus de poliedrose nuclear de Bombyx mori (BmNPV). Estes autores sugeriram que tais
inibidores podem estar envolvidos com a resisténcia a microrganismos patogénicos. Dessa
forma, os inibidores de serinos proteases também sdo candidatos ao mecanismo de resisténcia
em A. gemmatalis, pois desempenham importante papel na regulagao de diferentes processos

fisiologicos, podendo inibir proteases patogénicas (Figura 5b).

Grupo 3 - Genes relacionados a mecanismos de desintoxica¢do

As esterases apresentaram expressao diferencial positiva nas linhagens resistentes de
A. gemmatalis. Estas enzimas sdo hidrolases encontradas no intestino dos insetos que vém
sendo implicadas com mecanismos de resisténcia a inseticidas em inumeras pragas, por sua
habilidade de hidrolisar ligagdes éster e sequestrar xenobidticos. Altos niveis na expressao das
esterases foram observados na lagarta do algodao, Helicoverpa armigera, resistente a toxina
CrylAc presente no algoddo transgénico (Ingard) [35]. O mecanismo de resisténcia nestes
insetos foi associado aos altos niveis de esterases, baseado em estudos que demostraram que
as esterases ligam-se tanto a protoxina quanto a toxina ativa, ocorrendo o “sequestro” e a
desintoxicacdo de grande quantidade de CrylAc. Logo, este processo de “sequestro” realizado
por esterases pode estar ocorrendo na populacao de A. gemmatalis resistentes analisadas neste

estudo (Figura 5c).

Grupo 4 - Genes envolvidos em respostas imunes inatas

Nas linhagens resistentes de A. gemmatalis estudadas neste trabalho, genes
relacionados a mecanismos de imunidade inata foram regulados positivamente. Isso também
foi descrito por Song, et al. (2015) [36] em Spodoptera litura. Estas proteinas funcionam
como receptores de reconhecimento de padrdes, ligando-se a componentes microbianos e
estimulando respostas imunes [37] (Figura 5d).

A hemolin ¢ uma proteina de ligagdo a carboidratos de 47 kDa da familia das
imunoglobulinas, encontrada na hemolinfa dos lepidopteros. A sintese de hemolin aumenta

apods a exposicdo a patdgenos, pois funcionam como proteinas de reconhecimento padrdo na
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imunidade inata. Por sua vez, as lectinas do tipo C sdo proteinas de ligagdo a carboidratos
dependentes de calcio, sendo que muitas delas apresentam ao menos um dominio de
reconhecimento de carboidrato de 110-130 residuos, que também desempenham papel no
reconhecimento de padrdes [37, 38].

Embora, essas proteinas sejam normalmente encontradas na hemolinfa dos insetos, ¢
conhecido que o epitélio intestinal também funciona como uma importante barreira a invasao
de patdgenos. Alguns estudos tém relacionado a ativagdo de respostas imunes em lepidopteros
apos a ingestao de Bacillus thuringiensis, como Broderick, et al. (2010) [39] que descreveram
a presenca de uma modulacdo quimica da resposta imunoldgica inata em Lymantria dispar
apos a ingestao de Bacillus thuringiensis. No entanto, segundo os autores, ainda ndo esté claro
como os efetores desencadeiam a resposta imunoldgica.

Os dados observados em nosso estudo evidenciam uma diferenca de expressdo entre
linhagens suscetiveis e resistentes € nos permitem classificar esses genes em quatro grupos
diferentes. Alguns genes comumente observados por outros autores em insetos resistentes a
Bt, como os genes de caderinas [9], ndo apresentaram uma diferenca de expressdao
significativa em nosso trabalho. Entretanto, ndo podemos descartar a hipotese de que
diferencas estruturais podem ocorrer nessas proteinas e ainda assim influenciar na resisténcia
ao bioinseticida. Dessa forma, estudos futuros que envolvam a analise estrutural dessas

proteinas podem auxiliar na compreensdo de outros mecanismos envolvidos nesse processo.

4.5. Conclusoées

Este estudo apresenta as primeiras informacdes do transcriptoma de Anticarsia
gemmatalis utilizando novas tecnologias de sequenciamento. A analise transcricional
comparativa entre 4. gemmatalis resistentes e suscetiveis desafiadas com a linhagem HD-73
de Bacillus thuringiensis produtora da proteina bioinseticida CrylAc, corroboram a hipdtese
de uma base genética complexa das respostas fisioldgicas. Este também evidencia alguns dos
mecanismos de resisténcia selecionados mediante a utilizagcdo de Bt, identificando alguns dos
possiveis genes envolvidos nesse processo. A identificacdo destes genes esta de acordo com
os observados em outros lepidopteros. Estes resultados podem contribuir para o
desenvolvimento de estratégias que resultem em tecnologias aplicadas para o

aumento/melhora da cadeia produtora da soja no Brasil.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A evolucao da resisténcia ou a redugdo da eficiéncia das proteinas bioinseticidas de

Bacillus thuringiensis em pragas tem se tornado um dos grandes empecilhos em programas de

controle de pragas. Nosso estudo revelou quarto diferentes mecanismos de resisténcia a

CrylAc de Bacillus thuringiensis em linhagens de Anticarsia gemmatalis selecionadas em

laboratorio:

1.

Diminui¢do no nivel de expressdo das proteases tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase, que podem impedir a agdo das toxinas CrylAc nos individuos
resistentes, pois participam no processo de ativagdo proteolitica das proteinas
bioinseticidas de B. thuringiensis.

A alta expressao de inibidores de proteases, como as serpinas e os inibidores com
motivos Kazal, que atuam na regulacdo de diferentes processos fisiologicos,
podendo inibir as proteases enddgenas, ndo permitindo a formagdo da toxina
CrylAc em seu estado funcional, além de inibir proteases patogénicas.

A alta expressdo de uma esterase relacionada a processos de desintoxicagdo, pois
as esterases sdo capazes de hidrolisar ligacdes éster e sequestrar xernobidticos,
permitindo desintoxicag¢ao de grande quantidade de CrylAc.

Respostas imunes inatas desenvolvidas pelas proteinas hemolin e lectina do tipo-C,
que funcionam como receptores de reconhecimento de padrdes, ligando-se a

componentes microbianos e estimulando respostas imunes.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram a hipotese da base genética complexa

das respostas fisiologicas e também mecanismos de resisténcia selecionados mediante a

utilizacao de Bt e trazem os genes envolvidos neste processo nessa espécie. Este resultado

poderdo ter importancia para o desenvolvimento de estratégias que resultem em tecnologias

aplicadas para o aumento/melhora da cadeia produtora da soja no Brasil.
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7. ANEXO

ANEXO A: Qualidade por base sequenciada das leituras R1 e R2 das bibliotecas de Anticarsia gemmatalis
suscetiveis antes e depois da limpeza. O eixo x do grafico representa a posi¢do de cada base no read, e o eixo y
representa o score de qualidade.
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ANEXO B: Qualidade por base sequenciada das leituras R1 e R2 das bibliotecas de Anticarsia gemmatalis
resistentes antes e depois da limpeza. O eixo x do grafico representa a posi¢do de cada base no read, € o eixo y
representa o score de qualidade.
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ANEXO C: MA-plot, diagrama da distribui¢do dos valores log, fold change para as amostras resistentes e
suscetiveis de Anticarsia gemmatalis plotadas contra a média de valores de expressdo. O eixo x representa a
expressdo sobre a média de contagens normalizadas, e o eixo y mostra a diferenca entre eles. Os genes
diferencialmente expressos sdao representados por pontos vermelhos (padj < 0,1), os genes diferencialmente
expressos com log?2 fold change > 2 sdo plotados nas extremidades.

log; fold change
0
|

oy

e v w v ke S oow e vrvwwww wowmww v vww | v b v wew vev v v we dv wwov

T T T
1e+01 1e+03 1e+05

mean of normalized counts



55

ANEXO D: Sequéncias de Anticarsia gemmatalis reguladas negativamente nos individuos resistentes, em relag@o aos individuos suscetiveis, (log2 fold change >2 e padj <0,1) obtidos a partir do
pacote DESeq?2. E descri¢@o e anotagdo funcional das sequéncias com melhores alinhamentos no Blast2GO.

Taman Expressao diferencial - DESeq2 Blast2GO
Sequéncia log fold
ho change pvalue padj Descri¢ao e-value GO
S-1189 dn10190 c0 gl il 1594  -2,41878E+14 1,33E+03 1,51E+05 NA - -
S-1189 dn10494 c0 gl il 1411 -2,10724E+14  5,33E+00 1,01E+03 £i390627066|chymotrypsin, partial 8,76E-102 P:proteolysis; F:serine-type endopeptidase activity
S-1189 dn10784 c0 g2 il 1044 -2,01385E+14 1,42E+09 0,000332 NA - -
S-1189 dnl1114 c0 g2 il 909 -2,11134E+14  2,36E+08 7,46E+09 NA - -
S-1189 dn11210 c0_gl il 1481 2.56717E+14  7.86E+03  6.47E+06 21|930655999|Putative inorganic phosphate 0.00E+00 P:transmembrane transport; C:integral component of
- - - cotransporter membrane
S-1189 dn11815 c0 gl il 1560 -2,5895E+14  8,01E+03  7,91E+04 NA - -
S-1189 dn11855 c0 gl il 1603  -2,52442E+13  8,04E-01 1,45E+03 NA - -
F:G-protein coupled receptor activity; F:zinc ion binding;
S-1189 dnl11899 c0 gl il 1356  -2,52598E+14 1,56E+02 2,10E+04  gil49168687|carboxypeptidase precursor  0,00E+00 P:G-protein coupled receptor signaling pathway;
F:metallocarboxypeptidase activity; P:proteolysis;
C:integral component of membrane
S-1189 dn12294 cl1 g2 il 1088  -2,05026E+12 8,26E+06 3,88E+08 NA - -
S-1189.dnl2770 0 g2 2 894  LITSIEI4 L6AER0 O31Eso7  EIPRTIHOOZNDIN I SCNe IO 5905100 piprotcolysis: Fiserine-type endopeptidase activity
S-1189 dn12847 c0 gl il 2155 3.18305E+14  SA9E-01 1.23E+02 gi|913325995|facilitated Frehalose transporter 4.32E-155 F:transmembrane transporter activity; C:membrane;
- - == Tretl-like P:transport
S-1189_dn12990 c0 gl il 876 -2,45848E+14  2,66E+06 1,44E+08 NA - -
S-1189 dn12990 c0 g2 il 856 -3,3478E+14  7,19E+00 1,33E+03 NA - -
S-1189 dn13207_c0_g2 il 759 -2,885E+14  1,33E+01 2,31E+03 NA - -
S-1189 dn14238 c0 gl i2 961 -2,52476E+13  2,50E+04 2,26E+06 NA - -
S-1189 dn14889 c0 gl i5 783 -2, 71865E+14  2,43E+01 3,90E+03 gi|354549513|larval cuticle protein 1 2,87E-34 F:structural constituent of cuticle
S-1189 dn15132 c0 gl il 875 -2,74231E+14  4,92E-04 1,57E-01 NA - -
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F:iron ion binding; F:metal ion binding; F:oxidoreductase
activity, acting on paired donors, with incorporation or

S-1189 dn15404 c0 g5 il 856 -2,6721E+14  1,09E+04 1,05E+06  gi|657941303|cytochrome P450 CYP340Gl1 7,47E-55 reduction of molecular oxygen; F:oxidoreductase activity;
P:oxidation-reduction process; F:monooxygenase activity;
F:heme binding
S-1189 dn15463 c0 gl il 1693 -2,74254E+14  3,61E-06 1,63E-03 gi|914564127|putative cuticle protein 2’1919€+17 F:structural constituent of cuticle
S-1189 dnl15463 c0 gl i2 1665 -2,72035E+14  5,04E-05 1,90E-02 gi|914564127|putative cuticle protein 4,1E+179 F:structural constituent of cuticle
S-1189 _dn15599 c0 g2 i5 733 -2,25438E+13  2,33E+05 1,69E+07 2i|302347126|gloverin 2,93E-40 -
S-1189 dn15621 c0 g2 i3 1820  -2,08491E+14 5,55E+03 5,66E+05 NA - -
S-1189 dn15794 c0 gl i10 3066  -2,11593E+14 6,60E+03 6,61E+05 NA - -
S-1189 _dn15794 c0 gl i5 3045  -2,16604E+14 3,21E+02 4,06E+04 NA - -
S-1189 dnl6143 c0 g2 il 1830  -2,18954E+14 3,19E+07 132B+09 &i768418898[glucose dehydrogenase [FAD, ) »p 1 ;
quinone]-like
. . . F:oxidoreductase activity; P:metabolic process;
S-1189 dnl6172 c0 g2 il 1379  -3,05984E+14  6,63E-13  6,21E-10 gi[930672351[3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] 1,13E-76 C:membrane; C:integral component of membrane;
reductase FabG . b
P:oxidation-reduction process
S-1189 _dn16175 c0 gl il 841 -2,13266E+14  8,61E+07 3,11E+09 NA - -
. . . P:neurotransmitter transport; F:neurotransmitter:sodium
S-1189 dn16585 c0 gl i3 795 -2,48343E+14 5,87E+01 8,62E+03 g1\768441-303|spd1um-dependen’¥ nutrient 3,24E-95 symporter activity; P:transmembrane transport; C:integral
amino acid transporter 1-like
component of membrane
. L F:secondary active sulfate transmembrane transporter
S-1189 dnl6674 0 gl il 1683  -2,07051E+14 1,17E+09 0000285  Si°30066841[Sodium-independent sulfate o 15500 activity: Ciintegral component of membrane; P:sulfate
anion transporter
transmembrane transport
S-1189 dn16721 c0 g2 il 1337 2.19121E+14  7.32E405  3.52E+08 gi|768428139|carbonyl rfeductase family 2.59E-106 F:ox1doreducFase.act1v1ty; lf:metabohc process;
- — o= member 4-like P:oxidation-reduction process
S-1189 dnl16724 c3 g3 il 885 -2,32239E+14  2,24E+03 2,45E+05  gi|914544492|putative cuticle protein CPH38 1,87E-9 -
S-1189 dn16848 c0 gl il 1213 -2,46586E+14 1,06E+06 6,28E+07 NA - -
. F:oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of
S-1189 dn17221 c0 gl il 2165  -498946E+14 286E-19 482E-16 Si°12917574jglucose dehydrogenase [FAD, ) 5 ) donors; F:flavin adenine dinucleotide binding;
quinone]-like SR .
P:oxidation-reduction process
S-1189_dn17485 0 gl il 1402 -2.03477E+14  3,72E408  0,00011 gil5 12922127|om1th1ne arpmotransferase, 0.00E+00 F:pyridoxal phosphate blndlpg; F:transaminase activity;
- - == mitochondrial P:metabolic process
S-1189 dn17586 c0 gl i4 1428  -4,53532E+14 3,08E-48 3,89E-44 NA - -



S-1189_dn17680 c0_gl il

S-1189_dn17956_c0 gl i2

S-1189_dn17980 c5 g3 il

S-1189 dn18280 c0 gl i2

S-1189 dn18298 c2 g2 il

S-1189_dn18701 c0 gl i2
S-1189_dn18736 c0 gl i2

S-1189 dn18737 c0 gl i2

S-1189 dnl18841 c5 g4 il
S-1189 dn18843 c4 g2 il
S-1189 dnl18879 c5 g7 il

S-1189_dn19030 c0_gl i3

S-1189 dn19030 c0 gl i5

S-1189_dn19248 ¢2 gl i2

S-1189 dn19314 c0 gl il

S-1189_dn19314 c0_gl i5
S-1189_dn19331 c0_gl i3

801

1813

934

1776

1954

2276

1975

3105

1796
880
1046

3958

4057

1779

2512

862
1293

-2,85376E+14

-2,04999E+14

-2,0653E+13

-3,69915E+14

-2,05496E+14

-2,54112E+14
-3,57603E+14

-2,30998E+14

-2,50565E+13
-4.84189E+14
-2,8984E+14

-2,13909E+14

-2,12715E+14

-2,14483E+13

-3,86958E+14

-2,97289E+14
-2, 71762E+14

2,00E+02

5,36E+06

1,97E+09

9,65E-15

5,38E+03

2,06E+06
6,34E-17

2,23E+03

6,07E-07
8,08E-17
4,66E-05

8,76E+02

1,53E+04

6,24E-06

1,66E-26

2,02E+02
5,50E+01

2,65E+04

2,67E+08

0,000434

1,I1E-11

3,51E+07

1,14E+06
9,42E-14

2,03E+06

3,07E-04
1,14E-13
1,51E-01

8,55E+05

1,44E+06

2,67E-03

4,20E-23

2,66E+03
8,18E+03

21|293226|trypsin, partial
£1|363896150|UDP-glucuronosyltransferase
UGT340C2
NA

21|399108409|cytochrome CYP324A6, partial

gi|914562595|0Organic cation transporter

£i|914568377|0rganic cation transporter
protein

21|913334400(luciferin 4-monooxygenase-like

21909574824 |uncharacterized protein
LOC106107008

NA
NA

NA

gi|913326714|endoplasmic reticulum
metallopeptidase 1-like isoform X1
£i|913326714|endoplasmic reticulum
metallopeptidase 1-like isoform X1

gi|657941381|cytochrome P450 CYP9A14v2

2190957602 1|sodium-dependent nutrient
amino acid transporter 1-like

£i|909576021|sodium-dependent nutrient
amino acid transporter 1-like

NA

1,88E-89

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

1,47E+11
9

2,87E-130

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

7,23E-104
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F:serine-type peptidase activity; C:extracellular region

F:transferase activity, transferring hexosyl groups;
C:membrane; P:metabolic process

F:iron ion binding; F:oxidoreductase activity, acting on
paired donors, with incorporation or reduction of
molecular oxygen; C:integral component of membrane;
P:oxidation-reduction process; F:monooxygenase activity;
F:heme binding

P:transmembrane transport; F:transmembrane transporter
activity; C:integral component of membrane

C:membrane; F:transporter activity

F:catalytic activity; P:metabolic process

F:iron ion binding; F:oxidoreductase activity, acting on
paired donors, with incorporation or reduction of
molecular oxygen; P:oxidation-reduction process;

F:monooxygenase activity; F:heme binding

P:neurotransmitter transport; F:neurotransmitter:sodium
symporter activity; P:transmembrane transport; C:integral
component of membrane



S-1189 dn19331 c0 gl i4
S-1189 dn19331 c0 gl i8
S-1189_dn19471 cl g7 i5
S-1189_dn19506_c0_gl il
S-1189_dn2473 c0_gl il

S-1189_dn26080 c0 gl il

S-1189_dn26289 c0_gl il
S-1189_dn27587 c0_gl il
S-1189_dn28309 c0 gl il

S-1189_dn3363 c0 gl il
S-1189 dn34173_c0_gl il
S-1189 dn35351 c0 gl il

S-1189_dn3631 c0 g2 il

S-1189 dn4242 c0 gl il

S-1189 dn5015 c0 g2 il
S-1189_dn7026_c0 gl il

S-1189_dn7095 c0 gl il
S-1189_dn7273 c0_gl il

S-1189_dn7670 c0_gl il

S-1189 dn7848 c0 g2 il
S-1189_dn7945 c0_gl il

S-1189_dn7986 c0 gl il

1418
1394

1639

878
824

888

870
1560
828

1073
1020
907
732
709

1351
754

732

1233

2376

1168
935

777

2,53221E+14
-2,66635E+14

-2,34044E+14

-2,76232E+14
-3,4745TE+14

-2,42401E+14

-3,22954E+14
-3,53585E+13
2,73717E+14

-2,41531E+14
-2,05652E+14
-3,12727E+14
-2,3682E+14
-2,47864E+14

2,65E+14
-2,04586E+14

-3,33001E+14

-4,49071E+14

-2,10955E+13

-2,16277E+14
-2,00464E+13

-3,38645E+14

3,69E+01
5,16E+01

1,50E+05

6,74E+04
6,33E-04

5,80E+07

1,30E+02
5,23E-09
1,48E+05

3,42E+06
5,48E+08
3,38E+03
9,92E+05
9,21E+06

4,16E+05
1,97E+09

7,61E+01

5,81E-22

1,93E+08

3,95E+08
1,82E+09

7,62E+01

4,62E+04
7,81E+03

1,16E+07

5,68E+06
1,98E-01

2,22E+09

1,78E+04
3,07E-05
8,50E+07

1,80E+08
0,000151
3,54E+05
5,90E+07
4,30E+08

2,82E+07
0,000435

1,09E+04

1,33E-18

6,29E+08

0,000115
0,000406

1,09E+04

21|943972746|E3 ubiquitin- ligase MARCH1-

gi|641654081RNA-directed DNA pol from

NA -

NA -
£1|909558081|alpha-tocopherol transfer

protein-like

NA -

NA -
gi|768448044uncharacterized protein

LOC105395769, partial

£1|943936707[uncharacterized protein
LOC106717627

NA -

gi|913306356[uncharacterized protein
LOC106129555

NA -
NA -
NA -
NA -
NA -

2i|815808161|zinc finger BED domain-
containing 4-like
NA -

1,51E-165

1,98E-107

1,49E-63

3,76E-67

3,05E-80

hke 8,58E-114

mobile element jockey-like 3,06E-82

£i|512889065|multiple epidermal growth
factor-like domains 10

NA -
NA -

0,00E+00

21|938243465|putative desaturasedes3 2,7E-107
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P:transport; C:intracellular; F:transporter activity

P:macromolecule metabolic process; P:primary metabolic
process

F:nucleic acid binding; P:DNA integration

F:binding
F:zinc ion binding; C:integral component of membrane

F:RNA-directed DNA polymerase activity; P:RNA-
dependent DNA biosynthetic process

C:membrane; C:integral component of membrane

F:oxidoreductase activity; F:metal ion binding; P:lipid
metabolic process; C:integral component of membrane;
P:oxidation-reduction process; F:heme binding



S-1189_dn8195 c0 g2 il

S-1189 dn8369 c0 g3 i3

S-1189_dn9788 c0 gl il
S-1196_dn10521 c0_gl il
S-1196_dn10611_c0_g2 il
S-1196 _dn11216 c0 gl il
S-1196_dn11413_c0_gl il
S-1196_dn11479 c0_g2 il
S-1196_dn11507 c0_gl il
S-1196_dnl11611_c0_gl il
S-1196_dn11703_c0_gl il
S-1196_dn11895 c0 gl il

S-1196_dn11922_c0_gl il

S-1196_dn12065 c0_gl il
S-1196_dn12390 c0 gl i2

S-1196_dn12496 c0_gl il

S-1196_dn12616_c0_gl_i2
S-1196_dn12628 c0_gl il
S-1196_dn12962 c0_gl il
S-1196_dn13693 c0_gl il
S-1196_dn13814 c0_gl il

S-1196_dn14113_c0_gl il

S-1196_dn1466_c0_g2 il

S-1196_dn14957 c0_gl il
S-1196_dn15071_c0_g2 i2

1302

1268

961
852
788
769
1033
942
882
702
731
798

1336

839
909

1221

1371
844
1163
738
1704

1178

986

893
787

-4,5898E+14

-2,74725E+14

-2,02086E+14
-2,09668E+14
-2,90392E+14
-2,32809E+14
-2,18466E+14
-2,10514E+14
-2,09799E+14
-2,49332E+14
-2,10671E+14
-2,4445E+14

-4,67647E+14

-2,24278E+13
-2,2939E+13

-3,7505E+14

-2,81081E+14
-2,6093E+14
-2,10602E+14
-3,59653E+14
-2,29221E+14

-3,02127E+14

-4,12498E+14

-2,45486E+14
-2,45731E+14

3,53E-11

2,10E-03

1,90E+07
3,69E+08
1,51E+03
1,58E+08
6,28E+08
7,58E+07
2,38E+08
2,68E+07
1,39E+08
2,38E+06

1,31E-13

1,68E+08
9,74E+04

9,47E-02

1,74E+00
3,41E+05
3,30E+05
3,29E-07
2,12E+05

3,50E+03

4,37E-07

2,02E+07
2,13E+05

2,71E-08

6,17E-01

8,36E+08
0,000109
1,70E+05
5,30E+09
0,000169
2,80E+08
7,49E+09
1,13E+09
0,000327
1,02E+09

1,32E-10

5,56E+09
7,84E+06

2,26E+01

3,61E+00
2,37E+07
2,31E+06
1,51E-03
1,17E+08

3,66E+04

2,25E-04

8,86E+08
1,59E+07
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F:oxidoreductase activity; F:metal ion binding; P:lipid
metabolic process; C:integral component of membrane;
P:oxidation-reduction process; F:heme binding

£i/659495102|desaturase 0,00E+00

P:metabolic process; C:extracellular region; F:carboxylic

£i|768430699|pancreatic lipase-related 2-like ester hydrolase activity

1,34E-136

NA
2i|827555375|trypsin, alkaline C-like 4,54E-58 F:hydrolase activity

NA - -
NA - -
NA - -
NA - -
NA - -
NA - -
NA - -

NA - -

21/910313418|uncharacterized protein
LOC106123499

NA - -
2i|909556405|trypsin, alkaline C-like 3,71E-74

1,25E-144 -

F:peptidase activity

F:oxidoreductase activity; F:metal ion binding; P:lipid
metabolic process; C:integral component of membrane;
P:oxidation-reduction process; F:heme binding

£1/659495102|desaturase 2,22E-85
NA - -
2i|90955641 1 |trypsin, alkaline C-like 1,11E-72 F:peptidase activity
NA - -
NA - -
NA - -

F:RNA-directed DNA polymerase activity; P:RNA-

gi|57506586|reverse transcriptase, partial dependent DNA biosynthetic process

4,14E-56

21|913334308|uncharacterized protein
LOC106141768

NA - -
NA - -

6,49-E-8 -



S-1196_dn15799 c0_gl il

S-1196_dn16408 c0 gl i2

S-1196 _dnl6661 c0 g2 il
S-1196 dn17226 cl g2 il

S-1196_dn17416_c0 gl i2

S-1196_dn17690 _c0_gl il
S-1196_dn17690 _c0_g2 il

S-1196_dn17923 c0_gl il
S-1196_dn18099 c0 g2 il
S-1196_dn18935 c0_gl il
S-1196_dn18935 c0 gl i2
S-1196_dn19038 c0 gl il
S-1196_dn19213 c0_gl il
S-1196 dn19231 c0 gl i2
S-1196_dn19247 c0 gl il
S-1196 dn19311 c0 gl il
S-1196_dn19333 c0 gl i2
S-1196_dn19596_c0_gl il
S-1196_dn19674 c0_gl il

S-1196_dn19929 cl g2 il

S-1196_dn20047 c0 gl il

895

938

1541
1587

833

1490
937

971
711
1302

1340

2703
722
1720
1635

800

1040
1533
2600

1740

1146

-2,237T7T7TE+14

2,03122E+14

-2,10655E+14
-2,5044E+14

-2,24227E+13

-4,67947E+14
-4,03757E+14

-2,39202E+14
-2,19339E+14
2,43234E+14

-2,40277E+13

-2,44623E+14
2,92E+13
-2,13284E+14
-2,54484E+14

-2,28795E+14

-2,16789E+14
2,01721E+14
-2,5649E+14

-4,02287E+14

-2,29421E+13

6,94E+04

2,38E+08

4,10E+06
2,12E+03

5,89E+07

6,41E-48
2,48E-33

5,37E+04
5,79E+06
1,97E+05

3,42E+05

5,93E+02
7,17E-02
5,86E+05
1,07E+06

1,34E+05

6,93E+02
2,07E+09
7,03E+04

8,99E-62

7,65E+05

5,83E+06

7,49E+09

2,10E+07
2,31E+05

2,25E+09

5,41E-44
8,94E-30

3,51E+07
0,000159
1,48E+07

2,37E+07

7,17E+04
1,76E+01
3,76E+07
6,31E+07

1,05E+06

8,30E+04
0,000454
5,89E+06

2,27E-57

4,71E+07

NA

21|943951486|peroxidase-like

NA

NA

21/553949483 |hypothetical protein SHD 0280,
partial
NA

NA
21|512912791 |fumarylacetoacetate hydrolase
domain-containing 2-like
NA
gi|512916219|general transcription factor 3C
polypeptide 6
g1|512916219|general transcription factor 3C
polypeptide 6
NA
NA
NA

NA
2i|18698335|juvenile hormone diol kinase

gi|223671135|putative cuticle protein
NA
21913307171 luciferin 4-monooxygenase-like

21|768441303|sodium-dependent nutrient
amino acid transporter 1-like

£i|930661728|Cytochrome P450 4Cl1

1,03E-82

1,3E-150

3,47E-54

4,77E-54

6,71E-93

8,01E-64

0,00E+00

0,00E+00

5,7E-96
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F:peroxidase activity; P:response to oxidative stress;
P:cellular oxidant detoxification; P:oxidation-reduction
process; F:heme binding

P:metabolic process; F:hydrolase activity

F:calcium ion binding; P:phosphorylation; F:kinase
activity

F:structural constituent of cuticle

F:catalytic activity; P:metabolic process

P:neurotransmitter transport; F:neurotransmitter:sodium
symporter activity; P:transmembrane transport; C:integral
component of membrane

F:iron ion binding; F:oxidoreductase activity, acting on
paired donors, with incorporation or reduction of
molecular oxygen; F:oxidoreductase activity; F:metal ion
binding; P:oxidation-reduction process;
F:monooxygenase activity; F:heme binding



61

£1|930679980|facilitated trehalose transporter
Tretl

2i|1048008803|zinc finger BED domain-

S-1196_dn20165 c0 gl il 898 -3,92513E+14  9,53E-20 1,72E-16 8,32E-42 C:membrane

F:nucleic acid binding; F:DNA binding; F:protein

S-1196_dn20194 cl gl il 2308  -2,94207E+14 426E+01 528E+04 containing 4.like 0,00E+00 dimerization activity
S-1196 dn20237 cl g2 il 744  -2,00624E+14 802E+02 1,04E+05 gi|91457675@%%%3;?;3“ protein 5.43E-41 -
S-1196_dn20407 cl g3 il 901  -2,51876E+14 4,90E+05 3,24E+07 NA - -
S-1196_dn20407 cl g3 i2 2163  -2,26733E+13  2,37E+01 3,82E+03 NA - -
S-1196_dn20539 cl gl i7 955 -2,18119E+14  1,27E+07 5,72E+08 £1397910056|trypsin, partial 9E-110 P:proteolysis; F:serine-type endopeptidase activity
S-1196 dn21164 0 g4 il 1338  -2,18348E+13  2,29E+05 1,25E+08 NA - -
S-1196 dn21261 c0 gl i3 2175  -2,19044E+14 3,77E+04 2,60E+06 NA - -

S-1196 dn21321 c0 gl il 1140  -3,27446E+14 198E+00 4,04E+02 NA - -
S-1196_dn21321 c2 gl3 il 751  -2,41615E+13 190E+05 143E+07 NA - -
S-1196 dn21466 cl gl il 4457  -2,44619E+14 3,24E-03 9,10E-01 NA - -
S-1196 dn21553 ¢5 g7 il 1017  -2,16187E+14 533E+06 2,67E+08 NA - -
S-1196_dn21617 cl gl il 943  -4,13095E+14 3,99E-07 2,10E-04 NA - -
S-1196 dn21771 c0 gl il 1383  -2,69137E+14 5,06E+01 7,71E+03 NA - -
S-1196 dn21771 0 gl i3 1405  -2,54726E+14 3,73E+02 4,64E+04 NA - -

S-1196 dn21882 c0 gl i2 969  -2,25421E+14 1,04E+07 4,82E+07 NA - -

S-1196 dn22009 c5 gl2 i1 1077  -3,64652E+14 2.85E-03  8,09E-01 NA - -
S-1196_dn22204 cl g5 i6 1518  -2,29346E+14 1,69E+03 1,89E+05 NA - -
S-1196 dn22335 ¢7 g4 il 1096  -2,35252E+14 4,63E+06 2,35E+08 NA - -
S-1196_dn23266 c0 gl il 777  -4,17315E+13  345E-12  2.81E-09 NA - -
S-1196_dn26446 c0 gl il 704  -2,08498E+14 1,05E+09 0,000261 NA - -

S-1196 dn28697 c0 gl il 1054  -3,70743E+14 743E-01 1,59E+01 NA - -
S-1196_dn32259 c0 gl il 1218  -2,29076E+14 1,57E+06 8,96E+07 NA - -

S-1196 dn32442 c0 gl il 1521  -3,55554E+14 247E+00 4,91E+02 gi|2700;“7)313fj;fgs‘g;eggiillzglf;(f’t‘;zmeme 3,99E-90 -

S-1196 dn32799 c0 gl il 1168  -2,61409E+14 2,56E+03 2,75E+04 NA - -
S-1196_dn32907 0 gl il 709  -2,82104E+13 1,27E+03 146E+05 NA - -
S-1196 dn35049 ¢0 gl il 703  -2,1883E+14 6,11E+08 0,000165 &1 12888801fthioredoxin domain-containing -, | ¢ C:cell; P:cell redox homeostasis

protein 9
S-1196 dn36727 c0 gl il 777 -2,06685E+14  2,00E+09 0,000439 NA - -



S-1196_dn37175 c0_gl il
S-1196_dn5477 c0_gl il

S-1196_dn5752_c0_gl il
S-1196_dn5857 c0_gl il
S-1196_dn7860_c0_gl il
S-1196_dn8500 c0 gl il

S-1196_dn898 c0_g2 il

S-1196_dn9183 c0_g2 il
S-1197 dn10270 c0 gl i2

S-1197 dn10973 c0_gl il

S-1197 dn11981 c0 gl il

S-1197_dn12789 c0 g3 il

S-1197 dn13202_c0_gl il
S-1197 dn13258 c0_gl il
S-1197 dn13353_c0_gl il
S-1197 dn13490 c0 gl i4

S-1197_dn13942 c0_gl il
S-1197_dn13959 c0_g2 il

S-1197 dn14839 cl gl i7
S-1197_dn15449 c0 g2 il

S-1197 dn15957 c0_gl il

984
834

836
1679
1000
799

1254

1214
750

850

1831

1364

1371

915

815

1709

2110
702

1437
1171

1403

-2,00375E+14
-2,70724E+14

-2,21393E+14
-2,34699E+14
-3,18077E+14
-2,45646E+14

-3,5039E+14

-2,85385E+14
2,45737E+12

-2,18901E+14

-2,07964E+14

-2,00244E+14

-2,63922E+14
-2,22709E+14

-2,85032E+14

-2,78057E+14

-3,06406E+14
-2,73409E+14

-2,17545E+14
2,1191E+14

-2,10469E+13

1,43E+07
2,20E+06

2,23E+04
1,13E+04
9,98E-03
5,28E+06

4,56E-01

8,45E-02
3,58E+07

2,54E-05

8, 7TE+04

1,66E+09

3,12E+06
3,06E+06
3,34E-01

4,55E-03

5,57E-03
9,14E+03

1,38E+04
1,93E+03

2,54E+05

6,44E+08
1,21E+08

1,65E+07
1,08E+06
2,36E+01
2,65E+08

1,04E+02

2,05E+01
1,46E+09

9,90E-05

7,11E+06

0,000376

1,66E+08
1,63E+08

7,68E+01

1,25E+00

1,50E+00
8,89E+05

1,31E+06
2,14E+05

1,83E+07

NA
gi|914549610|putative reverse transcriptase

NA
NA
NA
NA

£i/659495102|desaturase

NA
NA

gi|512922278|gamma-
glutamylcyclotransferase-like

NA

21909560695 |carboxypeptidase B-like

21592962691 |trypsin
NA

2i|768408825|larval cuticle LCP-17-like

2i|290563239|cuticular RR-1 motif 47
precursor

NA

NA

£1|909577330|antichymotrypsin-2-like isoform
X2

NA

£1|909552361 |fructose-bisphosphate aldolase-
like

3,7E-31

0,00E+00

1,01E-105

0,00E+00

1,56E-107

3,23E-25

0,00E+00

2,69E-6

0,00E+00
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F:RNA-directed DNA polymerase activity; P:RNA-
dependent DNA biosynthetic process

F:oxidoreductase activity; F:metal ion binding; P:lipid
metabolic process; C:integral component of membrane;
P:oxidation-reduction process; F:heme binding

P:glutathione biosynthetic process; F:gamma-

glutamylcyclotransferase activity

F:G-protein coupled receptor activity; F:zinc ion binding;
P:G-protein coupled receptor signaling pathway;
F:metallocarboxypeptidase activity; P:proteolysis;

C:integral component of membrane

P:proteolysis; F:serine-type endopeptidase activity

C:extracellular space; F:structural constituent of cuticle

F:structural constituent of cuticle

C:extracellular space

P:glycolytic process; F:fructose-bisphosphate aldolase

activity



S-1197 dn16005 _c0 gl i2
S-1197 dn16057 c0_gl il
S-1197 dn16064 cl gl il

S-1197 dn16116_c0_g3 il

S-1197_dn16454 c0_gl il
S-1197_dn16590 c0_gl i2
S-1197_dn16923 cl gl i4
S-1197_dn16988 cl_g2 il

S-1197 dn17875 cl g7 i3

S-1197_dn18147 c0 gl i5
S-1197 dn18167 c0 gl i4
S-1197_dn18185 c0_g3 il
S-1197 dn18217 c0 gl i2
S-1197 dn18359 cl gl il
S-1197 dn18384 c0 gl il
S-1197_dn18414 c0 gl i2
S-1197_dn18541 cl gl il
S-1197_dn18541 cl gl i3

S-1197 dn18856 0 g2 i2

S-1197_dn18867 c4 gl0 il
S-1197_dn19043 c2 gl8 il

S-1197 dn19181 c0 gl i2

1415
1185
893

2037

1521
1579

1194

2236

1239

1010

858

792

1604

841

1357

1562

1384

1431

882

1147
1052

2022

-2,37166E+14
-2,13718E+13
-3,18523E+14

-2,63134E+14

-2,05882E+14
-2,61459E+14

-2,40466E+14

-3,48684E+14

-2,16058E+12

-2, 7A5TTE+14

-2,82883E+14

-2,39997E+14

-2,05857E+14

-2,57832E+14
-3,07631E+14
-2,18009E+14
-2,24373E+14
-2,03301E+14

-2,95202E+14

2,38343E+14
-4.47843E+14

-2,21833E+14

6,10E+07
2,20E+05
2,01E+03

2,85E+04

2,29E+05
1,77E-02

7,54E+02

1,06E-02

5,71E+06

1,33E+03

6,61E+03

1,66E+06

1,94E+07

5,95E+05
1,73E+01
3,38E+06
1,18E+02
3,99E+06

1,65E+03

5,60E+05
2,08E-09

1,22E+07

2,32E+09
1,63E+07
2,21E+05

2,57TE+05

1,68E+07
4,62E+00

8,95E+04

2,82E+00

2,82E+08

1,26E+06

6,61 E+05

9,41E+07

8,52E+07

3,80E+07
2,88E+03
1,79E+08
1,62E-+03
2,05E+08

1,84E+05

3,62E+07
1,42E-06

5,54E+08

NA
NA
£1|2463078|chymotrypsin-like protease partial

£i|914543311|Organic cation transporter

2i|827548982|collagen alpha-2(I) chain-like
NA

21653606837 |lipase

NA

£1910325249|myrosinase 1-like

£1|913328582uncharacterized protein
LOC106139021

21|293226|trypsin, partial

NA
gi|114052048|epidermal retinal dehydrogenase

21|293226|trypsin, partial
£i|910329274|carboxypeptidase B-like

2i|913309385|synaptic vesicle glycoprotein 2C-
like

21|909566391|lipopolysaccharide-induced

tumor necrosis factor-alpha factor homolog
gi]909566391 |lipopolysaccharide-induced

tumor necrosis factor-alpha factor homolog

£1|913307284|uncharacterized protein
LOC106129951

NA
NA

gi|768449748|facilitated trehalose transporter
Tretl-like

6,71E-48

0,00E+00

1,59E-60

2,43E-165

4,04E-150

9,31E-39
4,5E-88

8,26E-174

6,32E-74

1,16E+17
6

0,00E+00
2,33E-34
2,93E-34

6,93E-4

8,51E-151
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F:hydrolase activity

P:transmembrane transport; F:transmembrane transporter
activity; C:integral component of membrane

P:metabolic process; C:extracellular region; F:carboxylic
ester hydrolase activity

P:carbohydrate metabolic process; F:hydrolase activity,
hydrolyzing O-glycosyl compounds

C:integral component of membrane

F:serine-type peptidase activity; C:extracellular region

F:oxidoreductase activity; C:integral component of
membrane; P:oxidation-reduction process
F:peptidase activity

F:zinc ion binding; F:metallocarboxypeptidase activity;
P:proteolysis



S-1197 dn19204 c0 gl il
S-1197_dn19204 c0 gl i3
S-1197 dn19204 c0 gl i4

S-1197 dn19431 ¢l gl i4
S-1197 dn19459 ¢3_gl7 il
S-1197 dn19558 c0_gl i3
S-1197 dn19748 c0 g2 i7

S-1197 dn19871 c0_gl il

S-1197 dn19913 c0_g6 il

S-1197_dn20001_c0 gl il

S-1197 dn20168 c0_g2 il

S-1197_dn20168 c0 g2 i7

S-1197 dn20185 c0_g2 il
S-1197_dn20194 c0_gl_i2
S-1197 dn20283 cl g1l il
S-1197_dn20286_c0_g7 i2

S-1197_dn22931 c0 gl il

S-1197_dn27605 c0_gl il

S-1197_dn27799 c0_gl il

1488
1400
1423

2150

1406
1199
1339

2243

959

2589

2576

1923

4470
1963
799
1349

834

725

1062

-2,61285E+14
-2,70361E+14
-2,61735E+14

-2,24929E+14

-2,09862E+14
-2,45309E+14
-2,70355E+14

-2,04546E+14

-3,73444E+14

-2,10286E+14

-3,82411E+14

-2,88326E+14

-2,05597E+14
2,25198E+14
-2,03279E+14
-3,93568E+13

-2,33488E+14

-2,09965E+13

-2,89281E+14

2,67E+01
6,48E+01
2,19E+02

3,81E+05
7,33E+07
2,56E-07
5,33E+00

7,50E+06

2,65E-10

8,34E+05

2,23E-21

5,19E-02

2,30E+05
1,22E+08
1,41E+09
4,51E-30

1,80E+07

6,07E+08

1,15E+05

3,43E+04
9,46E+03
2,85E+04

2,62E+07
2,72E+09
1,38E-04
8,02E+01

3,59E+07

1,86E-07

5,07E+07

4,71E-18

1,30E+01

1,68E+07
4,21E+09
0,000331
1,42E-26

7,92E+08

0,000165

9,10E+06

NA
NA
NA

£i|827546328uncharacterized protein

LOC101746561
NA

€1|910349850|microtubule-associated protein

1A

21|768408839|larval cuticle protein 1-like

£i|1033933782|UDP-glucosyltransferase 40F3
2i|1081430049|hypothetical protein

SAMNO05192588 2398

£i|909576021|sodium-dependent nutrient

amino acid transporter 1-like

£i|930667037|Sodium-dependent nutrient

amino acid transporter 1

NA
NA
NA
NA

£i|913333046|metabotropic glutamate receptor-

like

£i|930662445 Myrosinase 1

£1|512934358|UPF(0704 protein C6orf165

homolog

0,00E+00
3,33E-130
5,57E-34

0,00E+00

5,58E-5

gi|913309395|nose resistant to fluoxetine 6-like  0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

2,35E-96

2,21E-96

5,21E-134
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C:membrane; C:integral component of membrane

F:structural constituent of cuticle
F:transferase activity, transferring hexosyl groups;
C:membrane

F:ATP binding

F:transferase activity, transferring acyl groups other than
amino-acyl groups; P:metabolic process; C:membrane;
C:integral component of membrane

P:neurotransmitter transport; F:neurotransmitter:sodium
symporter activity; P:transmembrane transport; C:integral
component of membrane

P:neurotransmitter transport; F:neurotransmitter:sodium
symporter activity; P:transmembrane transport; C:integral
component of membrane

F:G-protein coupled receptor activity; P:G-protein
coupled receptor signaling pathway; C:integral
component of membrane

P:carbohydrate metabolic process; F:hydrolase activity,
hydrolyzing O-glycosyl compounds



S-1197 dn30928 c0_gl il

S-1197_dn6230_c0 gl il
S-1197_dn8125 c0_gl il

S-1197_dn9003_c0_gl il

S-1197_dn9027 c0_g2 il

S-1197_dn9220 c0 gl il
S-1197_dn9317 c0 gl il
R-1205_dn14872 c0 gl i2
R-1205_dn14872 c0 gl i5

R-1205 dn16260 c0 gl i4
R-1206 dnl15149 c0 gl i2
R-1206 dn16186 c0 gl i2
R-1206 dn17395 c2 g4 i2

R-1206_dn17404 c0 g2 il
R-1206_dn5689 c0 gl il

R-1209 dn123 c0 gl il
R-1209 dn15446 c0 g2 il

911

704
1127

1936

1124

925
801
2979
3416

2066

878
1309

944

1313
722

736
1156

-2,26281E+14

-3,26653E+14
2,4097E+14

-2,94262E+14

-2,09237E+14

-2,4343E+14
-2,08172E+14
-2,60524E+14
-2,47057E+14

2,9613E+14
-2,10723E+14
-2,09766E+14

-2,43673E+14

-2,01698E+13
-2,3503E+14

-2,10404E+13
-3,04356E+14

3,02E+08

2,81E+01
3,72E+06

7,33E+02

3,92E+07

6,05E+05
3,53E+08
6,98E-15
1,55E-12

2,47E-03
3,85E+08
2,76E-11
7,31E+04

5,90E+05
2,31E+05

7,67E+04
5,16E-29

9,30E+09

4,47E+03
1,93E+08

8,74E+04

1,58E+09

3,84E+07
0,000105
8,40E-12
1,31E-09

7,19E-01
0,000113
2,18E-08
6,08E+05

3,77E+07
1,68E+07

6,35E+06
1,45E-25

£1/795011901| uncharacterized protein
LOC105565991

21|914571480|putative cuticle protein
NA

21|82754684 1 |phosphatidylinositide
phosphatase SAC1

2135763173 1|myo-inositol oxygenase

NA
NA
NA
NA
£i|930667037|Sodium-dependent nutrient
amino acid transporter 1
gi|532085|trypsin
NA
21909558081 |alpha-tocopherol transfer
protein-like
NA
gi|700588692|larval cuticle protein

gi|379698980|UDP-glycosyltransferase
UGT340C1 precursor

NA

1,71E-107
8,35E-26

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

4,86E-70

2,38E-111

2,62E-61
2,65E-64
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F:nucleic acid binding

C:membrane

F:inositol oxygenase activity; C:cytoplasm; F:iron ion
binding; P:inositol catabolic process; P:oxidation-
reduction process

P:neurotransmitter transport; F:neurotransmitter:sodium
symporter activity; P:transmembrane transport; C:integral
component of membrane

F:peptidase activity

P:transport; C:intracellular; F:transporter activity

F:structural constituent of cuticle

F:glucuronosyltransferase activity; P:metabolic process;
C:integral component of membrane
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ANEXO E: Sequéncias de Anticarsia gemmatalis reguladas positivamente nos individuos resistentes, em relagdo aos individuos suscetiveis, (log, fold change >2 e padj <0,1) obtidos a partir do
pacote DESeq?2. E descri¢@o e anotagdo funcional das sequéncias com melhores alinhamentos no Blast2GO.

Expressao diferencial - DESeq 2 Blast2GO
Sequéncia Tamanho
a lcoilg ;ﬁ ‘;Z pvalue padj Descricio e-value GO

S-1189 dnl15136 c0 gl il 916 2,122E+14 1,21E+07  4,20E+09 gi|808182128|alcohol dehydrogenase 6, partial 1.72E-151 -

P:proteolysis; F:serine-type peptidase activity; F:serine-
S-1189 dn18528 c0 gl i2 1245 2,30838E+14  2,92E-04  9,85E-02 gi|56418417|hemolymph proteinase 18 3,64E-63 type endopeptidase activity; F:peptidase activity;

F:hydrolase activity
S-1189 dn18825 c0 g4 il0 1335 2,29201E+14  7,51E-08  4,31E-05 gi|25140425|serine protease inhibitor serpin la 4,91E-136 C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity
S-1196 _dn20893 c0 g4 i8 803 2,49637E+14  1,21E-10  8,98E-08 gi|25140427|serine protease inhibitor serpin 1b  3,92E-46 C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity
S-1196 _dn21601 cl g3 i5 717 2,12092E+14  1,06E+02  1,49E+04 gi|25140425|serine protease inhibitor serpin la  6,98E-70 C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity
S-1196 dn22103 ¢0 gl i9 876  2,04929E+14 6,50E-01 143E+02  &i°913323627linter-alpha-trypsin inhibitor —, ;¢p ;
heavy chain H4-like
S-1197 dnl17139 c0 gl i2 740 2,20434E+14  4,93E-01 1,11E+02 21|512894212|insecticyanin-A-like 4,91E-36 F:pigment binding
S-1197 dn19092 c0 gl i7 764 244804E+14 1,13E-12  9g8E-10 Si12>140423(serine asellf"tease inhibitor serpin ¢ 41k 73 Cextracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity
R-1205 dn10141 c0 gl il 1106 2,70209E+13  4,84E+02  5,97E+04 NA - -
R-1205_dn10379_c0_g2 il 731 421145E+14  231E-09  146E-05 8i61344713 3|Kj‘j§}bt£f Serine protease 3 )4E-16 P:proteolysis; F:peptidase activity
R-1205 dn10379 ¢0 g3 il 1026  3,5677E+14 399E+00 7,71E+02  Sil61344713 3|Kf‘lfﬁllbtl-‘f§re serine protease 4 g5p 19 P:proteolysis; F:peptidase activity
R-1205 dn10384 c0 g3 il 830 2,24086E+14  5,69E+06  2,19E+09 NA - -
F:nucleic acid binding; F:RNA-directed DNA
i . i ) 2i1|827552290|uncharacterized protein ) polymerase activity; F:zinc ion binding; F:metal ion
R-1205 dnl11134 c0 gl il 2004 4,08486E+14  1,30E-08  8,64E-06 LOC105842017 5,13E-115 binding: P:DNA integration: P:RNA-dependent DNA
biosynthetic process

R-1205 dnl12144 c2 g1 il 825 2,13367E+14  2,22E+04  2,03E+06 NA - -
R-1205_dn12448 c0 gl i2 2056 5,03452E+14  3,04E-38  1,92E-34 gi|186703383|hemolin 1,58E-22 C:extracellular region; P:immune system process
R-1205 dn1271 c0 gl il 852 348083E+14 931E+00  1,65E+03 gi[3576265 igf}ggg;ﬁ;’:jage‘r“e“e 1,23E-77  P:nucleic acid metabolic process; Fcatalytic activity
R-1205_dn13366 c0 gl il 981 2,09118E+14  1,55E+07  6,91E+08 NA - -
R-1205_dn13384 c0 gl i2 1786 2,6713E+14  9,87E+03  9,54E+05 NA - -



R-1205_dn14097 c0 gl i2
R-1205_dn14451 c0_gl il
R-1205 dn14710 c0 gl il

R-1205_dn14870 c0 gl i3
R-1205_dn15022 2 g4 i2

R-1205_dn15433_c0 gl il

R-1205 dn15433 c0 gl ill

R-1205_dn15433 c0_gl il3
R-1205 dn15433 c0 gl il4
R-1205_dn15433 c0 gl i7
R-1205_dn15433 ¢c0 gl i8

R-1205_dn15552 cl_gl il

R-1205 dn15761 c0 gl i4

R-1205_dn15761 c0 gl i6

R-1205_dn15886 ¢3 gl il

R-1205_dn15886 c6 g7 il

R-1205_dn16105 ¢l gl il

1201

1317
2747

1308
980

3723

3651

6206

3414

4501

5742

1722

1515

1406

884

2158

1052

2,18487E+14
3,30953E+14
2,29103E+14

2,54776E+14
2,23744E+13

2,09587E+14

2,05182E+14

2,00665E+14
2,065E+14

2,04363E+14

2,01875E+14

2,3876E+14

2,37674E+14

2,14701E+14

2,29359E+14

2,3558E+14

2,80548E+14

1,97E+06
2,32E+00
2,30E+05

3,42E+06
8,57E+07

2,18E-07

4,84E-06

8,74E-06
8,84E-07
2,99E-06
4,09E-06

8,68E+05

3,64E-03

5,56E-03

3,20E+01

1,25E+00

8,38E+04

1,10E+08
4,66E+02
1,68E+07

1,80E+08
3,10E+09

1,20E-04

2,11E-03

3,62E-03
4,38E-04
1,40E-03
1,82E-03

5,23E+07

1,01E+00

1,50E+00

4,06E+04

2,17E+03

6,88E+06

€1]909562045uncharacterized protein
LOC106101483

NA
21930656523 |adenosine deaminase CECR1

NA
NA

g1|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like

£1|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like

£1|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like

£1|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like

21|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like

21|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like

£1|930662444|Myrosinase 1

£1/56418417|hemolymph proteinase 18

2i/56418417|hemolymph proteinase 18

NA

NA

21914570401 |Retrovirus-related Pol
polyprotein

1,3E-19

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E-+00

9,9E-126

1,52E-53

3,67E-50

9,2E-10
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C:membrane; C:integral component of membrane

C:extracellular space; P:metabolic process; F:deaminase
activity

P:carbohydrate metabolic process; F:hydrolase activity,
hydrolyzing O-glycosyl compounds
P:proteolysis; F:serine-type peptidase activity; F:serine-
type endopeptidase activity; F:peptidase activity;
F:hydrolase activity
P:proteolysis; F:serine-type endopeptidase activity;
F:serine-type peptidase activity; F:peptidase activity;
F:hydrolase activity



R-1205_dn16154 c2 g9 il

R-1205_dn16154 c2_ g9 i2

R-1205_dn16330 ¢0 g3 il

R-1205_dn16342_c0_g2 i2

R-1205 dn16395 c0 gl1 il
R-1205_dn16395 c0 gll i8

R-1205_dn16395 ¢0 gl1 i9

R-1205_dn16460 c0 gl i2

R-1205 dn16723 c3 g5 il

R-1205_dn16768 c4 g8 i3

R-1205 dn16892 ¢l g2 il

R-1205_dn16892 ¢l g2 i10
R-1205_dn16941 c0 gl i2
R-1205_dn16941 cl gl i2
R-1205_dn16996 _c0 gl i2
R-1205 dn16996 c0 g2 il

R-1205_dn17013 c2 gl il

1739

1075

1475

9928

1909
2032

1262

5852

700

730

1096

739

1155

5273

3133

2158

1178

2,50609E+14

2,49804E+14

2,44482E+14

2,31654E+14

2,0899E+13
2,0525E+14

2,08217E+14

2,41024E+14

3,86872E+14

2,36819E+14

2,84296E+14

2,82561E+14
2,213E+14
2,37061E+14

2,18795E+14

2,60428E+14

2,29449E+14

7,83E+00

1,13E+02

8,99E-04

1,73E-05

1,66E-10
1,21E-04

4,99E-05

2 44E+07

5,36E-13

7,55E+00

5,10E-04

1,01E-03
3,64E+07
6,52E+05
1,24E+08

6,38E+04

2,73E-03

1,11E+04

1,57E+04

2,77E-01

7,07E-03

1,20E-07
4,36E-02

1,90E-02

1,04E+09

521E-10

1,38E+03

1,61E-01

3,08E-01
1,48E+09
4,09E+07
4,29E+09

5,43E+06

7,85E-01

g1|913322139uncharacterized protein
LOC106136311

gi|913322139uncharacterized protein
LOC106136311

£1|25140427|serine protease inhibitor serpin 1b

NA

2i|385202653|C-type lectin 7
gi| 283139164|C-type lectin 10

gi| 283139164|C-type lectin 10

NA

NA

NA

NA

NA

21|914564991|Cytadhesion

£1|943951293|uncharacterized protein
LOC106710892
g1|914572908|Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon 17,6
£i|913300085uncharacterized protein
LOC106141703

2i|768418526|insecticyanin-A-like

1,65E-7

2,69E-15

6,4E-96

5,06E-20
8,78E-7

3,55E-15

8,83E-90
0,00E+00

1,19E-141

0,00E+00

7,83E-83
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C:membrane; C:integral component of membrane

C:membrane; C:integral component of membrane

C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity

F:carbohydrate binding
F:carbohydrate binding

F:carbohydrate binding

F:nucleotidyltransferase activity; P:DNA metabolic
process

F:nucleic acid binding; F:zinc ion binding

F:nucleic acid binding; F:zinc ion binding; P:DNA
integration

F:pigment binding
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R-1205_dn17013 c2 gl i3 1176 2,29466E+14  1,17E-04  3,53E-01 gi|768418526|insecticyanin-A-like 8,37E-44 F:pigment binding
R-1205_dnl1733 ¢c0 gl il 868 2,00368E+14  3,96E+06  2,04E+08 NA - -
R-1205_dn17331 _c0 gl il 1880 3,52817E+14  7,89E+00  1,44E+03 NA - -

451290253 1 |cationic amino acid transporter C:integral component of membrane;F:amino acid

R-1205 dnl1798 c0 g2 il 994 2,14987E+14  2,23E+07  9,60E+07 3-like 6,75E-53 transmembrane transporter activity; P:amino acid
transmembrane transport
R-1205_dn19483 c0 gl il 780 2,18714E+14  2,52E+08  7,90E+09 NA - -
R-1205_dn1955 c0 gl il 806 3,16512E+14  2,63E+02  2,82E+04 NA - -
R-1205 dn19910 ¢0 gl il 787 4,1746E+14  1,71E-06  8,15E-04 NA - -
R-1205_dn23953 c0 gl il 860 2,80615E+14  3,98E+05 2,71E+07 NA - -
R-1205_dn2510 c0 gl il 852 2,21293E+13  1,18E+08  4,08E+09 NA - -
. gi|512914480[uncharacterized protein .
R-1205 dn2665 c0 gl il 791  221758E+14  6,51E+06  3,17E+08 LOC101744658 3,22E-66 C:membrane
R-1205_dn2720 c0 gl il 1141 2,59656E+14  5,08E+00 6,24E+04 NA - -
R-1205 dn27409 ¢0 gl il 790  2,28883E+14  5,02E+07  1,95E+09 NA - -
. gi|913305553|uncharacterized protein

R-1205_dn27614 c0 gl il 895 2,13947E+14  4,29E+07 1,71E+09 LOC106129217 4,62E-26 -

R-1205 dn280 c0 gl il 1207 3,19517E+13 226E+00 360E+03  &i768421339glucose dehydrogenase [FAD, ¢ ) 140 F:oxidoreductase activity

quinone]-like
R-1205_dn3011 c0 gl il 742 2,00771E+13  5,66E+08  0,000155 NA - -
R-1205_dn3171_c0 gl il 1056  2,16915E+14  8,45E+05  5,12E+07 NA - -
R-1205 dn31855 ¢c0 gl il 711 2,73565E+13  7,91E+02  7,84E+05 NA - -
R-1205 dn35237 ¢0 gl il 795  2,84693E+13  1,99E+05  1,49E+07 NA - -
R-1205_dn35563 c0 gl il 890 2,38943E+14  1,57E+06  7,00E+08 NA - -
R-1205_dn36088 c0 gl il 789 2,34179E+14  8,17E+06  2,96E+08 NA - -
i . £1|913330079|uncharacterized protein ) F:nucleic acid binding; F:zinc ion binding; F:metal ion

R-1205 dn5223 c0 gl il 888 2,03E+14  1,07E+07  4,94E+08 LOCI106139611 1,17E-9 binding

R-1205 dn628 c0 gl il 1032 2,31903E+14  1,65E+08  5,51E+09 £i[913328900Juncharacterized protein 8,15E-34 -

LOC106139148



R-1205_dn6776_c0 gl il
R-1205 dn7141 c0 gl il

R-1205_dn7778_c0 gl il
R-1205_dn8205 c0 gl il

R-1205_dn9059 c0 g2 il

R-1205_dn9211_c0 gl il
R-1205_dn9265 cl gl il

R-1205_dn9689 c0 gl il

R-1205_dn9719 c0 g3 il

R-1206_dn10728 ¢0 gl il

R-1206_dn11024 c0 gl il
R-1206 dn11116 ¢0 gl il
R-1206_dn11403 ¢c0 gl il
R-1206_dn11486_c0 g4 il
R-1206_dn1222 c0 gl il
R-1206_dn1232_c0 gl il
R-1206_dn12431 c0 gl il

R-1206_dn12873 ¢c0 gl il

R-1206_dn13694 c0_g2 il

R-1206_dn14103_c0_g3 il

759
1953

1562

801

2652

1035
885

917

726

1722

1660
1050
1076
958
785
860
789

748

2905

791

2,50209E+14
2,84338E+14

2,24254E+14

2,53955E+13

2,14119E+14

2,09039E+14
2,99015E+14

2,26339E+14

2,09486E+14

2,80513E+14

2,05844E+14
3,36763E+14
3,28841E+14
2,16814E+13
2,35961E+14
2,95115E+14
2,22589E+14

2,09301E+14

2,42831E+14

2,21924E+14

4,82E+03
2,19E+05

1,70E+05
4,66E+02

5,73E+04

1,08E+07
1,06E+02

3,39E+06

8,38E+08

1,83E-02

1,91E+06
1,52E+02
4 42E+00
2,10E+08
1,14E+08
1,44E+03
4,03E+08

1,60E+09

6,14E+04

8,08E+07

4,96E+05
1,63E+07

1,31E+07

4,82E+05

4,97E+06

3,78E+09
1,49E+04

1,79E+08

0,000216

4,72E+00

1,07E+08
2,06E+04
6,86E+03
6,74E+09
3,97E+09
1,62E+05
0,000117

0,000366

5,28E+06

2,94E+09

NA

gi|768438358uncharacterized protein

LOC105391048
NA

2i|930651830|hypothetical protein

RR46_06623

£1|914556905|Uncharacterized protein

OBRUO1 22385, partial
NA
NA

21|91456923 1|Sugar transport protein

NA

gi|827563730|synaptic vesicle glycoprotein 2c-

like, partial
NA
gi|106897087|C-type lectin
gi|106897087|C-type lectin
NA
NA
NA

gi|194277475|takeout-like protein 2

2i|354620211|acyl-CoA Z9 desaturase

21930656523 |adenosine deaminase CECR1

£1|930676978|Glycine N-methyltransferase

0,00E+00

1,63E-8

0,00E+00

7,23E-6

4,59E-151
4,27E-83
2,54E-89

2,86E-97

4,15E-96

0,00E+00

1,48E-5

70

P:macromolecule metabolic process; P:primary
metabolic process

F:nucleic acid binding

C:membrane; C:integral component of membrane;
P:carbohydrate transport

C:membrane

F:carbohydrate binding
F:carbohydrate binding

F:oxidoreductase activity, acting on paired donors, with
oxidation of a pair of donors resulting in the reduction
of molecular oxygen to two molecules of water;
C:integral component of membrane; P:oxidation-
reduction process; P:fatty acid biosynthetic process
C:extracellular space; P:metabolic process; F:deaminase
activity
F:glycine N-methyltransferase activity;
F:methyltransferase activity; F:transferase activity;
P:methylation



R-1206_dn14499 c0 gl il

R-1206_dn14936_c0 gl il
R-1206_dn15065 c0_gl_i2

R-1206_dn15390 0 gl i3
R-1206_dn15390 c0 gl i6

R-1206_dn15624 c0 gl il

R-1206_dn15785 c0 g2 il
R-1206 dn16030 c0 g3 i2
R-1206 dn16236 c0 gl i3

R-1206_dn1640 c0 gl il
R-1206_dn16594 ¢c5 g9 il
R-1206_dn16672 ¢0 g2 il

R-1206_dn16746 c0 g3 ill

R-1206_dn16746 c0 g3 i6
R-1206_dn16746 c0 g3 i7

R-1206_dn16755 c6 g3 il
R-1206 dn1688 c0 gl il
R-1206_dn17043 c0 gl il
R-1206 dn17043 c0 g1 i2

R-1206_dn17066 _c0 g2 i3
R-1206_dn1707_c0 gl il
R-1206_dn17079_c0 gl il
R-1206_dn17084 c2 g6 i3

3827

1679
1075

3435

3507

1551

918
901
2618

735
704
4287

759

1056

1182

877
1019
1713
1820

2284
959
1652
1192

5,83074E+14

3,45589E+14
2,12416E+14

2,05458E+14
2,09094E+14

2,22741E+14

2,03595E+14
2,11809E+14
2,74901E+14

2,11178E+14
2,98948E+14
3,70352E+14

2,14133E+14

2,20468E+12
2,04163E+14

2,05444E+13
2,29277E+14
2,82842E+14
2,75089E+14

2,06968E-+14
2,1804E+14
2,11207E+14
2,39123E+14

7,87E-37

2,29E-02
3,72E+08

1,66E-06
1,33E-07

2,36E+06

3,32E+08
7,38E-06
6,97E-01

1,29E+09
1,13E+00
4,56E-02

6,92E-05

7,02E-05
2,35E+01

2,28E+06
2,51E+07
1,06E+00
1,38E+01

4,53E+08
3,73E+05
3,22E+03
3,05E+02

3,32E-33

5,86E+00
0,00011

8,07E-04
7,45E-05

1,29E+08

9,97E+08
3,11E-03
1,51E+02

0,00031
2,36E+02
1,15E+00

2,57E-02

2,57E-02
3,80E+03

1,25E+08
1,06E+09
2,24E+02
2,38E+03

0,000129
2,57E+07
3,39E+05
3,89E+04

2i|298204367|endonuclease-reverse
transcriptase

NA

21357605925 hypothetical protein
KGM 05702
g1|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like
g1|913323627|inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4-like
gi|827562644|dynein intermediate chain 2,
ciliary
NA
NA

gi|385202655|C-type lectin 8, partial

2i|298204347|endonuclease-reverse
transcriptase

NA
£1|238915967|hemicentin-like protein

gi|909551618|tetraspanin-15-like

21943973563 |tetraspanin-15-like
£i|909551618|tetraspanin-15-like

NA
NA
NA

NA

2i|913297589|pancreatic lipase-related protein
2-like
NA

2i|110826028|esterase
NA
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P:nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis; F:RNA-

0,00E+00 directed DNA polymerase activity; F:endonuclease
activity; P:RNA-dependent DNA biosynthetic process

1,34E-76 P:neurogenesis

0,00E+00 -

0,00E+00 -

0,00E+00 -

2,55E-66 F:carbohydrate binding
5.86E-102 F:hydrolase activity, acting on ester bonds; P:nucleic

acid metabolic process
F:nucleic acid binding; F:metal ion binding; P:metabolic
3,27E-160 .
process; F:hydrolase activity
8,09E-10 -
7,71E-9 -
C:integral component of plasma membrane;
2,3E-11 C:membrane; C:integral component of membrane;
P:cell surface receptor signaling pathway
0,00E+00 P:lipid metabolic process; F:trlglyc§r1de lipase activity;
C:extracellular region
0.00E+00 P:metabolic process; F:carboxylic ester hydrolase

activity; F:hydrolase activity



R-1206_dn17202_cl g3 il
R-1206_dn17202 ¢l g3 i3
R-1206_dn17202 cl g3 i4

R-1206_dn17258 ¢2_ g2 il

R-1206_dn17263 c4 gl3_i2
R-1206_dn17263 c4 20 il

R-1206_dn17269 c2 g3 il

R-1206_dn17277 ¢3 g2 il

R-1206_dn17277 ¢3 g2 i2

R-1206_dn17277 ¢3 g5 il
R-1206 dn17277 ¢3 g5 i2

R-1206_dn17277_¢3_g5 i
R-1206_dn17381 cl_gl3 il
R-1206_dn17381 cl gl3 i2

R-1206_dn17406 ¢3 g2 i3

R-1206 dn17416 ¢l g2 i3

R-1206_dn17416 ¢l _g2_i6

R-1206_dn17465 c0_g2 i3

R-1206_dn17485 ¢2 g2 il
R-1206_dn2027 c0 gl il

1658
2050
1144

973

1732
781

2146

2003

1801

859
1024

1222
1065
1029

994

998

1245

3114

1100
1113

2,45434F+14
2,40528E+14
2,47751E+14

2,00883E+14

2,35261E+14
2,72079E+14

2,2220F+14

3,18878E+14

2,89697E+14

3,02297E+14
3,09712E+14

3,06713E+14
2,22618E+14
2,90845E+14

2,03868E+14

2,73543E+14

2,7351E+13

2,16038E+14

2,20776E+14
2,71034E+14

1,84E-04
1,11E-02
3,92E-04

5,85E+05

3,47E+00
5,68E+03

4,39E+06

6,63E-02

6,05E-17

7,10E-13
3,74E-16

1,20E-13
7 84E+04
1,88E-01

8,35E+02

1,02E+00

2,23E+01

1,80E+08

1,33E+08
2,18E+06

6,38E-02
2,93E-01
1,29E-01

3,76E+07

6,75E+02
5,76E+05

2,25E+08

1,64E+01

9,42E-14

6,41E-10
4,98E-13

1,26E-11
6,47E+06
4,37E+01

9,82E+04

2,16E+02

3,67E+03

5,94E+09

4,55E+09
1,20E+08

g1|25140425|serine protease inhibitor serpin la

NA

NA
NA

21|914571298|putative Chondroitin sulfate

proteoglycan 4

NA

NA

21909561389 |insecticyanin-A-like
£i|909561389|insecticyanin-A-like

21909561389 |insecticyanin-A-like

NA
NA

gi|357608652|hypothetical protein

KGM_ 19855

21/56418417|hemolymph proteinase 18

gi|56418417|hemolymph proteinase 18

gi|914553719|Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon 17,6

NA
NA
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gi[25140427|serine protease inhibitor serpin 1b  2,11E-119 C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity

1,04E-138 C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity

gi|25140425|serine protease inhibitor serpin 1la 2,05E-107 C:extracellular space; P:proteolysis; F:peptidase activity

4,95E-41 C:membrane; C:integral component of membrane
6,09E-53 F:pigment binding
4,79E-71 F:pigment binding
3,87E-111 F:pigment binding
1,38E-8 C:membrane
P:proteolysis; F:serine-type endopeptidase activity;
6,84E-39  F:serine-type peptidase activity; F:peptidase activity;
F:hydrolase activity
C:membrane; P:proteolysis; C:integral component of
R OSE-44 membrane; F:serine-type peptidase activity; F:serine-
’ type endopeptidase activity; F:peptidase activity;
F:hydrolase activity
8,23E-106 F:nucleic acid binding; F:zinc ion binding
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R-1206_dn20805 c0 g1 il 1105 2,23397E+14  2,18E+07  9,46E+08 NA - -
R-1206 dn2492 c0 gl il 940 2,37716E+14  3,39E+07  1,39E+09 NA - -

. £1|987919304|uncharacterized protein i F:nucleic acid binding; F:aspartic-type endopeptidase
R-1206 dn25984 c0 g1 il 1046 2,36925E+13  1,03E+08  3,64E+09 LOC107191251 4,37E-95 activity: P:proteolysis; P:DNA integration
R-1206_dn30531 c0 gl il 1338 2.06185E+14  1,58E+09  0,000363 £i|913309824|RNA-directed DNA polymerase 2.35E-158 F:RNA-directed DNA polymerase activity; P:RNA-

from mobile element jockey-like dependent DNA biosynthetic process

P:nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis; F:RNA-

gi[298204347|endonuclease-reverse 1,18E-135 directed DNA polymerase activity; F:endonuclease

R-1206 dn31327 ¢c0 gl il 752 223163E+14  4,19E+08  0,000121

transcriptase activity; P:RNA-dependent DNA biosynthetic process
R-1206 dn3234 c0 g2 il 1643 3,07846E+14  1,50E+04  1,42E+06 gi|585866231|vitellogenin receptor 0,00E+00 F:caleium ion bmd;‘fr'}lgr:;?eegml component of
R-1206_dn36420 c0 gl il 788 2,63902E+14  3,00E+06  1,61E+07 NA

€1/943958095uncharacterized protein

R-1206_dn4884 c0 gl il 1581 3,91654E+14  3,92E-04 1,29E-01 LOC106713474 4,95E-44 -
R-1206_dn5093 c0 g2 il 1492 322592E+14 1,98E+02  2,63E+04 2i|58586623 1 |vitellogenin receptor 0.00E+00 [ -calcium ion binding; C:mitochondrion; C:integral
_ _CU_g~_ component of membrane
R-1206_dn6318_c0 gl il 997  2,18684E+14 1,33E+07  6,01E+08 NA - -
R-1206_dn7272 c0 g2 il 738 2,05445E+14  1,05E+07  3,68E+09 NA - -
R-1206_dn7588 c0 g2 il 856 2,45067E+14  6,08E+06  2,98E+08 gi|914555714|alcohol dehydrogenase 3,74E-126 -
R-1206 dn8174 c0 gl il 1154  2,45192E+14 1,10E+06  5,04E+08 NA - -
R-1206_dn9309 c0 g2 il 842  2,25364E+14 1,56E+07  6,96E+08 NA - -
R-1206_dn9449 c0 gl il 1494 379723E+14  127E-04  4A47E-02 £i|827545097|transposable element Tcbl 4,1E-85 F:DNA binding; P:DNA integration; P:transposition,
- - === transposase DNA-mediated
R-1206 dn9938 c0 g3 il 1650 2,80079E+14  7,87E+01 1,11E+04 21|187281703|hemolymph protein 2,14E-25 C:extracellular space; C:extracellular region
R-1209 dn10342 ¢0 gl il 707 24301E+14  720E+06 3,47E+08 NA - -
R-1209 dn10513 ¢0 gl il 821  2,39209E+14  6,45E+06 3,15E+08 NA - -
R-1209 dn1078 ¢0 gl il 845  2,05591E+14 1,85E+05 141E+07 NA - -
R-1209 dnl1371 0 gl il 1380  229759E+14 109E+07 501E+os  S1010331229nose resistant to fluoxetine 5 gop s¢ -
- - == protein 6-like
. gi|914556905|Uncharacterized protein i ) L
R-1209 dn11445 c0 gl il 2449 2,51715E+14  1,50E+01  2,54E+03 OBRUOI 22385, partial 1,07E-54 F:nucleic acid binding
R-1209 dnl12124 ¢0 gl il 1602  4,04462E+14 1,97E-05  7,89E-03 NA
R-1209 dn13235 c0 gl i3 989  2,16515E+13 442E+07 1,75E+09 gi[913296027|uncharacterized protein 2,92E-59 -

LOC106129032



R-1209 dn13682 cl gl il
R-1209 dn13724 ¢c0 gl il

R-1209_dn14343_c0 gl i2

R-1209 dnl14396 ¢l gl il

R-1209 dn14396 ¢l gl i2

R-1209_dn14510 c0 g2 il

R-1209 dn14658 c0 g2 i3

R-1209 dn14894 c0 gl il

R-1209 dn15275 c0 g2 i3
R-1209 dn15855 c0 gl i2
R-1209 dn16198 ¢5 gl i5

R-1209 dn16289 c0 gl il
R-1209 dn16620 c0 gl il

R-1209 dn16865 c0 gl il
R-1209 dn16865 c0 g3 i2
R-1209 dn16865 c0_g3_i5

R-1209 dn16865 c0 g3 i6

R-1209 dn16874 c6 g3 il
R-1209 dn1734 c0 gl il
R-1209 dn17370 c0 g3 i2

R-1209 dn17513_¢3_g5 il

2357
1573

922

1969

1517

3400

1989

1412

820
978
1373

1345

1410

1926
954
1038

1261

2781
726
1457

1228

3,63623E+14
2,0529E+14

2,42817E+13

2,12632E+14

2,08325E+11

2,76771E+14

2,147E+14

2,0714E+14

2,65824E+14
2,41191E+14
2,0058E+14

2,43654E+14

5,04703E+14

3,15527E+14
3,08734E+14
3,39695E+14

3,21822F+14

3,19873E+14
2,40041E+14
2,12664E+14

2,22881E+12

2,36E-05
1,17E+05

5,17E+05

3,33E+05

7,87E+05

6,83E-01

8,17E+08

6,74E+04

2,88E-08
6,88E+05
2,57E+08

1,43E+01
2,72E-37

9,02E-02
4,36E-14
7,75E-21

6,65E-15

3,99E-08
3,12E+07
1,55E+08

2,21E+06

9,32E-03
9,30E+06

3,39E+07

2,33E+07

4, 79E+07

1,49E+02

0,000211

5,68E+06

1,78E-05
4,29E+07
8,02E+09

2,44E+03
1,38E-33

2,17E-01
4,79E-11
1,51E-17

8,40E-12

2,40E-05
1,29E+09
5,19E+09

1,22E+08

NA
NA

gi|768450361|uncharacterized protein
LOC105397005

gi1|827555929|C-type lectin 11 isoform X1

2i1|827555929|C-type lectin 11 isoform X1

gi|657941375|Cytochrome P450 CYP6B43

gi|512887536|glucose dehydrogenase [FAD,
quinone]-like

€1|943940845uncharacterized protein
LOC106721455

gi|512894212|insecticyanin-A-like
£i]297340768|chymotrypsin
NA

gi|914571298|putative chondroitin sulfate
proteoglycan 4

gi|186703381|hemolin

NA
gi|1018646436|insecticyanin A-like protein
gi|909561389[insecticyanin A-like protein

£i|909561389|insecticyanin A-like protein

NA
NA
NA

NA

9,77E-30

1,02E-82

1,84E-111

5,92E-153

0,00E+00

2,12E-121

1,42E-103
2,33E-127

7,76E-14

0,00E+00

1,52E-4
1,2E-55

4,69E-96

2,79E-65
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F:ATP binding; F:protein kinase activity;
F:carbohydrate binding; P:protein phosphorylation

F:binding

F:oxidoreductase activity; F:binding

F:oxidoreductase activity

F:nucleic acid binding; F:RNA-directed DNA
polymerase activity; P:DNA integration; P:RNA-
dependent DNA biosynthetic process
F:pigment binding
P:proteolysis; F:serine-type endopeptidase activity

C:extracellular space; P:innate immune response;
C:extracellular region; P:immune system process

F:pigment binding
F:pigment binding

F:carbohydrate binding



R-1209 dnl17631 ¢2 gll il

R-1209 dnl17631 c2 gll i2

R-1209_dn17647 c0 gl il

R-1209 dn17655 c0 gl i2

R-1209 dn17671 cl1 gl il
R-1209 dn17688 c0 g2 i2

R-1209_dn25369 c0 gl il
R-1209 dn25643 ¢0 gl il

R-1209 dn29560 c0 gl il
R-1209 dn30910 ¢0 gl il
R-1209 dn3784 c0 gl il
R-1209 dn4575 c0 g2 il
R-1209 dn5240 c0 gl il
R-1209 dn8501 c0 gl il

2016

1352

3127

6095

945

1448

1081

994

1147
1015
775
959
702
1179

2,47881E+14

2,47097E+14

2,19122E+14

3,37407E+14

2,39423E+14

2,02826E+14

2,37648E+14
2,58747E+14

2,1644E+14
2,30927E+14
2,44255E+14
2,13376E+14
2,41834E+14
2,2005E+14

1,14E+02

1,69E+02

1,20E+08

1,58E-09

1,30E+06

2,08E+08

9,84E+04
4,57E+06

3,21E+08
1,92E+07
1,17E+07
5,63E+06
1,51E+07
2,40E+03

1,57E+03

2,28E+04

4,15E+08

1,02E-05

7,55E+07

6,70E+09

7,89E+06
2,33E+08

9,74E+09
6,29E+09
5,33E+08
2,79E+08
6,76E+08
2,60E+05

NA

NA

£i|914544870|Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon 17,6

gi|913323480[uncharacterized protein
LOC106136891

NA
NA

NA
gi|1073547113|hypothetical protein g,17671

NA

NA

NA

NA

NA
gi|512906327|myrosinase 1-like

1,22E-85

0,00E+00

1,96E-162
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F:nucleic acid binding; F:zinc ion binding

F:nucleic acid binding; P:DNA integration




