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LOPES, Thayna Bisson Ferraz. Influéncia da variacao de temperatura na expressao génica
de Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae). 2023. 67 f. Tese apresentada
ao Programa de Pos-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular, da Universidade Estadual
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RESUMO

O bicho-da-seda (Bombyx mori) ¢ um inseto domesticado economicamente importante para a
producao de seda e seus derivados. No entanto, variagdes de temperatura influem no
desenvolvimento desse lepidoptero e impactam diretamente na producdo de casulos de seda,
ocasionando grandes perdas economicas. Neste trabalho utilizamos o sequenciamento de RNA
para a obtencdo das bibliotecas e posterior montagem dos transcriptomas, utilizando um
genoma de referéncia, a fim de entender a expressao génica em duas condicoes de temperatura,
26°C e 34°C. O estudo comparativo dos transcritos revelou a expressdo diferencial de varios
genes relacionados a imunidade, fatores de transcri¢do, proteinas de choque térmico e genes
envolvidos na producgdo de seda. Os dados de qRT-PCR validaram as regulag¢des positivas e
negativas de seis desses genes. Além disso, buscamos explorar a influéncia das duas
temperaturas no desenvolvimento e produ¢do de casulos de seda. As lagartas mantidas na
temperatura mais elevada apresentaram média menor de peso corporal. O peso dos casulos
produzidos ¢ a taxa de conversdo de seda também foram diretamente impactados pela
temperatura de 34°C em comparagdo com as lagartas mantidas a 26°C, e representaram
diferengas estatisticamente significativas. Enquanto isso, as taxas de mortalidade foram
semelhantes as obtidas em campos de criacao e consideradas normais. Esses dados evidenciam
que, apesar da temperatura nao ter ocasionado mortalidade anormal, o desenvolvimento e a
producdo de casulos foram prejudicados. Outro aspecto abordado neste estudo foi a
identificacdo e a caracterizacdo de elementos transponiveis (TEs) no transcriptoma de B. mori
utilizando seis bancos de dados diferentes. Aproximadamente 40% dos transcritos totais
apresentaram similaridade com sequéncias de TEs em pelo menos um dos bancos de dados. A
analise de expressdo diferencial entre sequéncias com semelhanca a TEs também foi realizada.
Dentre as sequéncias diferencialmente expressas com similaridades a TEs, os retrotransposons
representaram a maior fracdo. Enquanto isso, a quantidade de sequéncias reguladas
negativamente foi 2,5 vezes maior que as sequéncias reguladas positivamente. Nossos dados
demonstram que a temperatura pode estar relacionada com a modulacdo de TEs. Também foi
possivel observar a possibilidade da ocorréncia de inser¢des de TEs em genes especificos,
devido ao elevado numero de sequéncias com identificacdo com TEs e a anotacdo das
sequéncias que codificam diferentes fungdes em B. mori. Os resultados obtidos nesse estudo
fornecem informacdes importantes para o entendimento da influéncia da temperatura no
desenvolvimento e expressao de genes em B. mori, bem como a identificacdo e expressao de
TEs nesse inseto. Esses dados podem direcionar futuros estudos relacionados a temperatura em
B. mori da linhagem comercial brasileira e auxiliar em futuras estratégias de climatizacao de
barracdes de produgdo de casulos de seda no Brasil € no mundo.

Palavras-chave: Transcriptoma; Estresse térmico; Expressdo diferencial; Elementos
transponiveis.



LOPES, Thayna Bisson Ferraz. Temperature variation influence in Bombyx mori Linnaeus,
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ABSTRACT

Silkworms (Bombyx mori) are an economic important domesticated insects to producing silk
and its byproducts. However, fluctuations in temperature affect the lepidopteran development
and impact silk cocoons production, which cause great monetary losses. In this present study,
RNA sequencing is used to obtain libraries and assemble the transcriptomes, using a reference
genome in order to comprehend the gene expression in different temperatures — 26 °C and 34
°C. The comparative study of the transcripts reveals the differential expression of several genes
related to immunity, transcription factors, heat shock proteins and silk production. Both
positive and negative regulations in six of such genes were validated by qRT-PCR.
Furthermore, we aimed to explore both temperatures’ influence in the development and
production of silk cocoons. Silkworms kept in the higher temperature displayed lower average
body weight. Produced cocoons’ weight and silk conversion ratio were also impacted by the 34
°C temperature in comparison to the silkworms kept at 26 °C, presenting significant statistical
differences. Meanwhile, mortality rates were similar to the ones obtained in sericulture farms
and considered normal. The data suggests that even though mortality rates were not abnormal,
growth and production of cocoons were impaired. Other aspect approached by this study were
the identification and characterization of transposable elements (TEs) in B. mori transcriptome
consulting six distinct databases. Approximately 40% of the transcripts presented similarities
to TEs sequences in at least one of the consulted databases. Differential expression analysis
among the similar TEs sequences were also performed. Retrotransposons represented the
largest portion amongst the differentially expressed TEs sequences. Concurrently the number
of sequences negatively regulated were 2.5 times larger than those positively regulated. The
data suggests that temperature might be related to the TEs modulation. TEs insertions in
specific genes might be possible due to the elevated number of sequences similar to TEs and
the annotation of sequences that code different functions in B. mori. Results obtained in the
present study provided valuable information on the influence of temperature in B. mori
development and gene expression, as well as TEs identification and their expression in
silkworms. Such data might direct further studies related to the temperature in the Brazilian
commercial lineage of B. mori and aid future climatization strategies for sericulture worldwide.

Key-words: Transcriptome; Heat stress; Differential expression; Transposable elements.
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instar. As cores vermelho e azul representam a up e down regulagao

destes transcritos, reSPEeCtiVAMENTE .......cccveeerveeerieeeiieeeireeeieeesreeeenes Link

externo

Identificacdo de dominios proteicos relacionados a TEs no banco de
dados Pfam. Os transcritos destacados mostraram-se diferencialmente
expressos em lagartas mantidas a 34 °C em relacdo a lagartas de B. mori
mantidas a 26 °C durante o quinto instar. As cores vermelho e azul

representam a up e down regulacao destes transcritos, respectivamente.

externo

Identificacdo de TEs no transcriptoma montado de B. mori a partir da
identificacdo de TEs no genoma de referéncia, utilizando o
RepeatModeler2.  Os  transcritos  destacados  mostraram-se
diferencialmente expressos em lagartas mantidas a 34 °C em relagdo a
lagartas de B. mori mantidas a 26 °C durante o quinto instar. As cores

vermelho e azul representam a up e down regulacdo destes transcritos,
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Tabela S8 -

TESPECLIVAIMENTE ....eeevieeiiieeeiiieeeieeeseieeeseteeesaeeessseeesseessseeessseeessseeessseennns Link
externo

Classificacao dos elementos transponiveis no transcriptoma de B. mori

externo

Anotacao de elementos transponiveis diferencialmente expressos em B.

mori. Os transcritos destacados mostraram-se diferencialmente
expressos em lagartas mantidas a 34 °C em relacdo a lagartas de B. mori
mantidas a 26 °C durante o quinto instar. As cores vermelho e azul
representam a up e down regulacao destes transcritos, respectivamente..Link

externo



AP
cDNA
DE
DNA

DIRS

GO
INT
kDa
LINE
LTR
ORF
PLE
qRT-PCR
RH
RNA
RNAmM
RNAr
RNAt
RT
SINE
TE
TIR
UTR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Proteinase aspartica (Aspartic proteinase)
DNA complementar

Diferencialmente expresso

Acido desoxirribonucleico

Sequéncia de Repeticdo Intermediaria de Dictyostelium (Dictyostelium
Intermediate Repeat Sequence)

Gene Ontology

Integrase

Quilodalton

Elementos nucleares longos intercalados (Long Interpersed Nuclear Element)
Sequéncias terminais repetidas (Long Terminal Repeat)

Fase de leitura aberta (Open reading frame)

Penelope-like

Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR

Ribonuclease H

Acido ribonucleico

RNA mensageiro

RNA ribossdmico

RNA transportador

Transcriptase reversa (Reverse transcriptase)

Elementos nucleares curtos intercalados (Short Interspersed Nuclear Element)
Elementos genéticos moveis (Transposable elements)

Repeticao terminal invertida (Terminal Inverted Repeat)

Regido ndo traduzida (Untranslated Region)



2.1
2.2
2.3

24
2.5

3.1
3.2

5.1
5.2
5.2.1
522
523
524
5.2.5
5.3
5.3.1
532
533
534
5.4

SUMARIO

INTRODUCGAO ...t 01
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........cocoooioieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoae 02
Sericicultura: historico e economia ...................coccoeiiiiiiiiini 02
Bombyx mori Linnaeus, 1758............ccocoviviiiiniiiieee e 04
Influéncia da variacdo térmica na criacio das larvas de Bombyx

FHOFE .ot e et e e e et e e e s aae e e e enatae e e e e nsaeeeeaaseeesennssaeeeennnseeens 08
Estudo de transcriptomas e analise de expressao diferencial ................. 09
Elementos genéticos MOVEIS..............c.ceeoiiieiiiiiiiiieiieeie e 11
OBJIETIVOS ...ttt e 16
ODbjJetivo eral .............oooviiiiiiii e 16
ODbjetivos eSPecifiCos ...........cccuvvviiiiiiiiiiiieee e 16
REFERENCIAS .......ooooiiiiiiiiieeieeeee et 17
CAPITULO L.t 23
RESUIMO ... 24
INErOAUCAO ... e 25
Material € MELOAOS ............oooviiiiiiiiiiie e 26
Criagao das 1agartas.........oecuveeeieieieiiie e e 26
Extracdo de RNA € Sequenciamento .........c.ccecveeereveeeriieeniieeenieeenveeeveeeenes 27
Montagem do transcriptoma e andlise de expressao diferencial ................... 28
Validacao dos genes diferencialmente expressos (RT-qPCR)...................... 29
Avaliagdao morfoldgica das lagartas e medi¢do dos casulos produzidos....... 30
ReSUItados .......cooooiiiiiii e 31
Sequenciamento e montagem do transcriptoma............eecveeeeeerieenveerveenneenne 31
Andlise de expressao diferencial e anotag@o funcional.............ceceeveriinnnenne. 32
RT-QPCR .. 38
Parametros morfoldgicos das lagartas € casulos .........cccoeevverciieeniieeecieennnnen. 38
DIESCUSSAO ..ottt 40



6.1
6.2
6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.2.4
6.3
6.3.1

6.3.2
6.4

CAPITULO TL.....ooiiiiiie e 48
RESUIMO ..o 49
INErOdUCAO.........oveeiiiiiii e e e 50
Material € MEtOdOS ............cccooiiiiiiiiiiiii e 51
Criag@o das 1agartas..........ceevcvieiieeiieiie ettt 51
Extracdo de RNA € Sequenciamento ..........cceeeveeriieeiiienieeeieenieeieeneeeveeenes 51
Montagem do transcriptoma e analise de expressao diferencial.................... 52
ANOtaga0 de TES .....uvviiiieieecee e 53
ReSUItAdOS .......ooviiiiiiii e 54

Identifica¢do e caracterizagdo de elementos transponiveis no

transcriptoma de BombDYX MOFi........c..cccueevieeeiaiieiiieiieee e 54
Expressao diferencial ...........ooocvvvieiiiiiiiiecieeee e 58
DIESCUSSAO ...ttt 60
AGradecimentos .............ooouiiiiiiiiiiieeiiee et s 63
Refer€ncias...........cocooiiiiiiiiie e 64
CONCLUSOES FINAIS..........coooosiimriimriierierinesisseiesseesseessseseseesenns 67



1. INTRODUCAO

A seda ¢ considerada um dos tecidos mais antigos e nobres comercializados no
mundo. E uma fibra ecoldgica de alta resisténcia, sendo utilizada além da confecgdo de
tecidos, como na elaboracao de materiais eletronicos, acronauticos e médicos (Liu et al., 2010;
Babu, 2015). A sericicultura ¢ atividade agricola que compreende a criacdo da lagarta Bombyx
mori (Linnaeus, 1758), popularmente conhecida como bicho-da-seda, a qual durante a fase de
pupa/crisalida produz os casulos de onde sdo retirados os fios de seda (Roy et al., 2012). A
atividade compreende desde o plantio de amoreiras para a alimentacao das lagartas, sua

criagdo e produgdo dos casulos, até o processo industrial de fiagdo.

O mercado da sericicultura ¢ capaz de ajudar a manutencdo de empregos no
campo, evitando o é€xodo rural e garantindo remuneracdo, requerendo esta atividade,
pequenos investimentos que proporcionam matéria-prima para as industrias téxteis (CONAB,
2016). Além disso, ¢ relevante no aspecto social pois € considerada uma atividade de baixo
impacto ambiental, contribuindo, em quase totalidade, nos 17 Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU). A producdo de seda promove
a participagdo da mulher no mercado de trabalho e igualdade de género, ndo competindo com
outras producdes agricolas, colaborando com a conservagdo do solo e permitindo o
estabelecimento de parcerias globais entre diversos paises desenvolvidos e paises em

desenvolvimento (IDR Parana, 2022).

A produgdo brasileira de seda, embora ainda pareca pouco expressiva em termos
quantitativos (1% da produ¢do mundial), j4 ¢ suficiente para colocar o Brasil em 6° lugar no
ranking mundial, sendo o unico exportador em escala comercial do Ocidente, exportando 90%
de sua producao, principalmente para o Japao, Coréia do Sul, Franga e Italia (DERAL, 2018;
Inserco, 2023). O Estado do Parand, em especial, contribui com 83% da producao nacional
total de casulos de seda, distribuidos em 165 municipios do Estado e contando com a
participagdo de quase 1.900 produtores (SEAB, 2020). Na safra 2019/2020, 4.744,76 hectares
de area produziram 2.213,42 toneladas de casulos de B. mori, com valor bruto de produgao
de aproximadamente R$ 44 milhdes (SEAB, 2020). Além disso, o fio de seda brasileiro tem
ganhado notoriedade internacional pela excelente qualidade, sendo considerado atualmente o

melhor fio de seda do mundo (IBGE, 2018).

A fibra de seda natural ¢ um filamento continuo de proteina, confeccionada em

forma de casulos, que proporcionam uma prote¢do para elevar as chances de sobrevivéncia



do bicho-da-seda no ambiente, evitando temperaturas extremas (Roy et al.,, 2012). A
temperatura considerada adequada para o seu desenvolvimento se situa entre 20 ¢ 30°C e, a
umidade adequada fica em torno de 80%. Fora desses parametros, a lagarta diminui sua

alimentagdo, chegando a interrompé-la, ocasionando sua morte (Hussain et al., 2011).

A composicdo e organizacdo do casulo sdo essenciais para garantir a
sobrevivéncia das lagartas de B. mori frente as oscilagdes ambientais. O desenvolvimento
otimo das lagartas e a produgdo de casulos de alta qualidade sdo os grandes objetivos da
sericicultura, uma vez que estes constituem a matéria-prima base da produgao de seda. Sendo
assim, compreender como o fator temperatura atua no desenvolvimento e mortalidade das
lagartas, bem como na confec¢ao dos casulos ¢ fundamental para a elaboragdo de estratégias
de selecdo de linhagens adaptadas as oscilagdes deste parametro no ambiente. Neste sentido,
a obtencdo e andlise do transcriptoma de lagartas do B. mori submetidos a diferentes
condigdes de temperatura pode fornecer importantes parametros e respostas, permitindo que
novas estratégias possam ser desenvolvidas para o aumento da produgdo de casulos, aumento

da produtividade industrial e valorizacao da sericicultura.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sericicultura: historico e economia

A sericicultura ¢ uma atividade originaria da China e, ao longo dos anos, foi
introduzida no Japao, na Asia Central e Grécia. Em 1740, B. mori passou a ser criado em
outros paises da Europa, como a Espanha, Franca, Italia e Austria. No territorio brasileiro a
introducao da sericicultura ocorreu no estado do Rio de Janeiro (1848) e posteriormente na
cidade de Campinas/SP (1922). A partir da década de 1930, a atividade sericicola tornou-se
importante para a agroindustria brasileira e, atualmente, o estado do Parana ¢ o maior produtor
nacional de casulos de bicho-da-seda (CONAB, 2016; DERAL, SEAB, 2020; IDR Parana,
2022).

A atividade sericicola se inicia com o cultivo da amoreira (Morus sp.), alimento
exclusivo da dieta das lagartas de B. mori, e passa pelo recebimento dos ovos - fornecidos
pela industria - e segue com a criagdo destas lagartas em galpdes/barracdes denominados
sirgarias, se completando confeccao dos casulos, processamento industrial e venda da seda
processada. No Brasil, o fornecimento de ovos e acompanhamento do processo produtivo,

assim como o processamento de casulos produzidos e exportacdo € realizado pela BRATAC



— Fiacdo de seda, localizada em Londrina/PR, e ¢ a tinica em atividade no Pais. A qualidade
de seus produtos alcanga reconhecimento nos melhores mercados consumidores de fios de

seda, tais como Europa, Japdo e EUA (BRATAC, 2021).

A criagdo de B. mori e a produgao de fios de altissimo valor comercial ocasiona a
integragdo entre a producdo rural e a industria (Junior et al., 2018). A atividade serve como
fonte de incremento da renda para a populagao rural e permanéncia dos sistemas de produgao
familiares, aumentando a atratividade para a sucessdo familiar, favorecendo a permanéncia
dos jovens no campo com qualidade de vida para as familias; além de contribuir para a
preservacao do ambiente rural, principalmente pela ndo utilizacdo de agroquimicos na
sericicultura (Junior et al., 2018; IDR Parand, 2022). Além disso, a sericicultura tem um papel
muito importante na valorizagdo do trabalho feminino, tanto no campo quanto na industria

(Inserco, 2022).

Durante o auge da sericicultura no estado do Parand, mais de 14 mil produtores
estavam envolvidos na atividade. No entanto, a redu¢ao da mao de obra disponivel no meio
rural reduziu as areas de cultivo de amoreiras, a produ¢do de casulos ¢ o nimero de
sericicultores na atividade e nos ultimos anos. A atividade sericicola que anteriormente
demandava grandes areas cultivadas e apresentava baixos indices de produtividade, visa
aumentar os niveis de produtividade por hectare, o que tem atraido novos agricultores e jovens
para atividade atualmente. Além disso, o processo de modernizagdo da sericicultura €
responsavel por novas oportunidades de geragdo de renda e torna-se ainda mais atrativa
devido a necessidade de um baixo capital de giro e por toda a producdo ser voltada para o
mercado internacional e cultura correta, orginica e viavelmente econémica (Junior et al.,

2018).

No entanto, a atividade sericicola ¢ afetada por diferentes fatores, alguns em
comum com a producdo agropecuaria de modo geral: condi¢des climaticas, a oscilagdo
econOmica, a cotacdo do dolar, entre outros (CONAB, 2016; Cirio, 2018). A variagao
climatica, em especial, ocasiona uma pausa na atividade dos sericicultores, especialmente
durante o periodo de entressafra (inverno nos meses de junho, julho e agosto), pois os insetos
tém sua taxa metabolica reduzida em temperaturas muito baixas, ocasionando a producdo de
uma fibra de seda de baixa qualidade (Li et al. 2012). Além disso, os sericicultores ainda
relatam uma elevada taxa de mortalidade de insetos em meses de verdo intenso, como nos
meses de novembro, dezembro e janeiro, € mesmo 0s poucos insetos sobreviventes nao

produzem um casulo de qualidade: sua taxa metabolica ¢ elevada e a producdo de seda



desenfreada ocasiona casulos com estrutura e qualidade inferior (Inf. Pessoal — Encontros de

Sericultura; Li et al. 2012; IDR Parana, 2022).

Em um acompanhamento das safras de 2014/2015, 2015/2016, 2016/2017 e
2017/2018, envolvendo 21 sericicultores distribuidos por 16 municipios de diferentes regides
produtoras do Estado do Parand, Junior et al. (2018) descreve uma significante diferenga de
resultados em unidades onde os produtores, com ajustes e cuidados na criagao (automatizagao
dos processos, maior atengdo na qualidade e quantidade das folhas fornecidas aos insetos e
até mesmo a estrutura dos barracdes), atingiram produtividades superiores a 1.500 kg de
casulos/ha de amoreira, enquanto a média de produtividade paranaense no mesmo periodo foi
de 635 kg casulos/ha de amoreira. Isso evidencia a importancia da pesquisa ¢ da
implementagdo de inovagdes na cadeia sericicola. Além disso, o autor ainda sugere como
estratégia potencial a ser pesquisada e implementada no sistema produtivo, o controle de
temperatura nos barracdes de criacao, que poderia elevar a produ¢cdo a um nimero muito

maior — e estender o numero de meses de produtivos.

2.2 Bombyx mori Linnaeus, 1758

Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) ¢ um inseto domesticado pelo homem
ha pelo menos cinco mil anos. E considerado um sistema modelo para estudos biologicos
devido a sua facil criagdo em laboratério e seu tamanho corporal grande em comparagdo com
outras espécies de lepidopteros, o que facilita a obten¢do de material bioldgico, além de sua

importancia econdmica na sericicultura (Goldsmith et al., 2005; Takasu et al., 2016).

Sao animais holometabolos, com quatro estagios de vida bem definidos: ovo,
larva (com cinco instares), pupa/crisalida (casulo) e adulto (mariposa), com dura¢do de
aproximadamente cinquenta dias, sendo o estagio larval o mais longo (aproximadamente 28
dias). O processo de sintese do casulo, que ¢ a matéria prima da cadeia produtiva de seda,
pode levar de trés a quatro dias. Os niveis de hormdnio juvenil circulantes na hemolinfa
diminuem no final do estdgio larval, o que ocasiona o inicio da confec¢dao do casulo pelas
lagartas em torno de si mesmas (Hanada & Watanabe, 1986). Cada casulo ¢ constituido por
um unico fio de seda que, quando desenrolado, pode alcancar 1000 a 1500 metros de

comprimento (Chen et al., 2012; Babu, 2015). (Figura 2).



Figura 1. Bicho-da-seda (Bombyx mori) durante o quinto instar do estagio larval e o casulo

de seda (Emery, 2019).

Figura 2. Morfologia de um casulo de Bombyx mori no plano da parede do casulo e em sua
espessura. Superior: morfologia da superficie do casulo e sua estrutura, onde cada fibra
consiste em fios fundidos exsudados do par de glandulas de seda. Inferior: morfologia

multicamadas do casulo (Chen et al., 2012).



As fibras de seda que compde os casulos sdo compostas por duas proteinas
principais: a fibroina (75-83%) e a sericina (17-25%), além de gorduras e carboidratos, que
representam menos de 2% da composi¢do (Babu, 2015). Ambas as proteinas sdo produzidas
nas glandulas sericigenas do inseto, as quais sdo divididas em trés porg¢des: posterior, média
e anterior (Figura 2). A fibroina, produzida na porcdo posterior e armazenada na por¢ao
mediana, representa a proteina estrutural do fio da seda. A sericina € sintetizada na por¢ao
mediana e desempenha o papel de “goma proteica”, unindo os filamentos de fibroina e
mantendo a estrutura protetiva do casulo (Hanada & Watanabe, 1986; Nicodemo et al., 2014;
Guan et al., 2017). Estruturalmente, os fios de seda sdo compostos por dois filamentos centrais
de fibroina envoltos por uma camada externa de sericina (Nicodemo et al., 2014; Guan et al.,
2017) (Figura 3). Dentre os aminodcidos mais abundantes na composi¢ao do fio de seda estdo
a glicina (~40%), alanina (~28%) e serina (~10%), seguidos de tirosina (~5%) e valina (~2%)
(Babu, 2015).

Figura 3. Glandula sericigena de B. mori. (1) Por¢ao anterior, (2) por¢ao média e (3) porgao

posterior. Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 4. Corte transversal das fibras de seda de B. mori, evidenciando a morfologia
microestrutural. A fibra de seda é composta por dois filamentos centrais de fibroina envoltos

externamente pela sericina (Guan et al., 2017).

O elevado teor proteico do fio de seda, assim como sua qualidade, se da
principalmente por dois fatores: alimentagdo (disponibilidade e qualidade do alimento) e suas
condi¢des de criacdo (temperatura, umidade e manejo). Durante todo o periodo larval as
lagartas alimentam-se exclusivamente com folhas de amoreira (Morus alba L.) até
multiplicarem o seu tamanho (em média doze mil vezes em relagdo ao peso inicial) e
atingirem o estagio de pupa (casulo). Todos os nutrientes e 4gua necessarios ao
desenvolvimento das lagartas de B. mori sdao provenientes das folhas da amoreira,
principalmente proteinas, carboidratos, lipidios, sais inorganicos, agua e vitaminas (Hanada
& Watanabe, 1986; Dong et al., 2017). Na fase adulta, as mariposas cessam a alimentag¢do. A
qualidade e a disponibilidade das folhas para as lagartas durante seu crescimento sdo vitais

para a producdo de casulos de 6tima qualidade.

Os caracteres biologicos e relacionados ao casulo sdo influenciados pela
temperatura ambiente, épocas de cultivo, qualidade da folha da amoreira e constitui¢do

genética das linhagens de B. mori. As diferengas sazonais nos componentes ambientais afetam



consideravelmente a expressao genotipica na forma de producdo fenotipica da cultura do
bicho-da-seda, como o peso do casulo, peso da casca e propor¢ao da casca do casulo
(Rahmathulla, 2012). Em comparacdo com outras espécies selvagens produtoras de seda,
como Antheraea pernyi e Antheraea mylitta, B. mori domesticado produz casulos menores,
fios menos compactos e capacidade de regulacao térmica inferior (Zhang et al., 2013). Essas
caracteristicas constituem um fator negativo para as incubadoras de criacdo e manutengao do
inseto, uma vez que as lagartas domesticadas ndo toleram subitas oscilagdes térmicas,
resultando em um elevado indice de mortalidade. O intervalo entre 20 e 30°C, é considerado
como o rol de temperaturas adequadas para o desenvolvimento, com umidade ideal em torno
de 80%. Mudangas nesses parametros ocasionam a morte do inseto e consequentemente queda

da producao de seda (Hanada & Watanabe, 1986; Hussain et al., 2011).

2.3 Influéncia da variacio térmica na criacio das larvas de Bombyx mori

A continua domestica¢ao de B. mori por séculos tornou a espécie suscetivel ao
ambiente onde determinadas alteragdes, por menores que sejam, podem ser prejudiciais ou
até mesmo letais, devido ao "estresse" ou choque para esses insetos sensiveis (Howrelia et al.,
2011). Temperatura, umidade, gases, luz e outros fatores externos, t€m efeito significativo
sobre a fisiologia do inseto, dependendo da combinagdo de fatores e estdgios de
desenvolvimento que afetam o crescimento, desenvolvimento, produtividade e qualidade de

seda (Rahmathulla, 2012).

A temperatura externa ¢ fator regulador do desenvolvimento e do comportamento
dos insetos, influindo na sua alimentacdo e crescimento. Para B. mori, a temperatura 6tima
para o desenvolvimento ideal ¢ de 25 °C (Guo et al., 2018). Devido a grande influéncia da
temperatura durante o desenvolvimento deste inseto e o alto indice de mortalidade relacionado
as variacdes térmicas, especialmente em épocas do ano onde as condigdes de temperatura sao
adversas, varios artificios técnicos sdo utilizados para controlar ou minimizar seus efeitos na
criacdo de lagartas de B. mori (Porto, 2012; Guo et al., 2018). Além da escolha do local e
época de criacao, do material utilizado para construcao dos barracdes de criagao, e até mesmo
o tipo e posicionamento das instalagdes, a estratégia de se criar linhagens ou hibridos de B.
mori adaptados as diferentes condigdes ambientais € bastante difundida nos paises produtores,
tendo em vista a relacdo direta entre a ocorréncia das linhagens com o ambiente de origem

(Kumari et al., 2011).



De acordo com a diferenga de temperatura apresentada em quatro dos principais
paises produtores mundiais de seda (China, Japdo, Brasil e India), o inseto pode apresentar
diferenga no nimero de ciclos anuais, sendo monovoltino (um ciclo anual) que usualmente
ocorre nas regides frias, bivoltino (dois ciclos anuais) observado nas regides subtropicais, e
finalmente, polivoltino (varios ciclos anuais) detectado nas regides tropicais (Matsuoka &
Sakamoto, 2018). Os sericicultores brasileiros utilizam hibridos de origem japonesa e chinesa
que apresentam ciclo univoltino e bivoltino (Inf. Pessoal - BRATAC). A existéncia de
diversas linhagens em diferentes regides geograficas e geneticamente melhoradas faz com
que B. mori apresente nao somente diferencas em relacao as caracteristicas mendelianas, mas
também nas caracteristicas quantitativas, tais como o tamanho de corpo, os dias de

alimentagdo, a tolerancia térmica e a resisténcia a doencas (Fujii, 1998).

Algumas doengas comuns e prejudiciais no processo de criagdo de B. mori e
producao de seda se desenvolvem em determinadas condi¢cdes ambientais, tais como
temperatura e umidade, as quais coincidem com as utilizadas para a criagdo das lagartas, o
que aumenta a probabilidade de contagio e ocasionando a reproducdo e disseminagao destes
microrganismos (Jiang & Xia, 2014; Guo et al., 2018). Algumas doencgas fungicas (sendo as
mais comuns pelos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, causadores das
doengas calcinose branca e calcinose preta) sdo adquiridas pelo contato das lagartas com
folhas contaminadas da amoreira. Doengas virais também sdo comuns, em especial a causada
por nucleopolyhedrovirus de B. mori (BmNPV), sendo considerada a ameaca mais prevalente
para a sericultura em quase todas paises (Gomi et al., 1999; Rahman & Gopinathan, 2004;

Jiang & Xia, 2014).

2.4 Estudo de transcriptomas e analise de expressao diferencial

Os lepidopteros incluem as pragas agricolas que mais causam prejuizos, onde
centenas de espécies de lagartas ocasionam perdas econdmicas generalizadas em plantas de
cultivo de alimentos e fibras, florestas e graos armazenados. No entanto, eles também sao
importantes indicadores de diversidade e saude do ecossistema, em especial como
polinizadores (Mita et al., 2003). Sendo assim, as informag¢des dos genomas de lepidopteros
tém um forte impacto na ciéncia dos insetos e em industrias, dentre elas as de inseticidas,

controle de pragas e producao de seda.
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Bombyx mori, possui também uma importancia muito grande na pesquisa para a
producao de biomateriais (Altman et al., 2003). Além disso, novos dados genéticos sao
relevantes para a genética comparativa e a gendmica, podendo ajudar a elucidar os caminhos
evolutivos conservados e sua diversificagdo além de identificar novos genes e sistemas de
genes como alvos para a transgénese e outras tecnologias para melhoramento (Heckel, 2003),
aliados a caracteristicas produtivas da espécie, como peso do casulo, ao teor da seda ¢ a taxa
de mortalidade dos insetos (De Toledo et al., 2002; Porto, 2004), que sao informagdes cruciais

para elaboracao de estratégias de aumento da producao sericicola.

O transcriptoma ¢ um conjunto completo de transcritos de RNA de uma
determinada linhagem celular, tecidos, 6rgdos ou organismos, ¢ o seu estudo ¢ muito
importante para compreender os elementos funcionais do genoma, suas vias bioldgicas e
mecanismos moleculares. A obtencao do transcriptoma se da pelo sequenciamento do DNA
complementar (cDNA) e os fragmentos gerados sdo denominados reads que, em seguida, sdo
alinhados a um genoma ou transcriptoma de referéncia ou, na auséncia de uma referéncia, ¢

utilizada a estratégia de montagem de novo (Riesgo et al., 2012).

A expressdo génica ¢ um processo pelo qual a informagdo de um gene ¢
processada em um produto génico, como o RNA e as proteinas. Mensurando a quantidade de
RNA ¢ possivel distinguir quais genes estdo sendo expressos, sendo que essa quantidade varia
de a depender dos genes, células, tecidos ou das variagdes das condigdes experimentais (Chen
et al., 2005). O intuito de uma analise de expressao diferencial ¢ testar se os dados conseguem
gerar indicios suficientes para concluir que essa variagdo de expressdo € realmente
significativa. Sendo assim, para cada transcrito, um pacote em linguagem R, como o DESeq2,
realiza um teste de hipotese para determinar se as evidéncias sdo relevantes contra a hipotese
nula (HO). Porém, isso ¢ apenas uma probabilidade, o que pode causar falsos negativos sendo
descartados pela aleatoriedade dos resultados (Love et al., 2014). Assim, o objetivo final de
uma andlise de expressdo diferencial ¢ destacar apenas os genes que realmente variaram
significativamente em abundancia nas condi¢des experimentais € podendo também realizar a
atribuicao biologica desses genes (Li et al., 2010). Para a quantificagdo e valida¢do dos
resultados de uma analise de expressdo diferencial ¢ realizada por reagdo em cadeia da

polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR) (Nonis et al., 2014).

Sendo assim, identificar os transcritos diferencialmente expressos entre B. mori

expostos a diferentes condigdes de temperatura € essencial para o entendimento dos
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mecanismos de regulacdo térmica da linhagem comercial brasileira. Uma melhor
compreensao da influéncia da temperatura no processo de produgao de seda ¢ fundamental
para o aprimoramento da producdo de seda e consequente aumento da producao industrial e
valorizacdo da atividade rural. Nosso estudo poderd fornecer dados importantes para a
elaboragdo de novas estratégias de criacdo do inseto e aprimoramento da qualidade de seus

casulos na atividade sericicola, fortalecendo ainda mais este setor no Brasil ¢ no mundo.

2.5 Elementos genéticos moveis

Os elementos genéticos moveis ou elementos transponiveis (TEs, do inglés
Transposable elements) sao sequéncias de DNA que se transportam para outros locais dentro
do genoma, criando copias durante o processo de mobilizacdo (Kazazian, 2004; Drongitis et
al., 2019). Esses elementos foram inicialmente descritos nos anos 1940 por Barbara
McClintock ao realizar experimentos com milho, e inicialmente denominados por ela como
“elementos de controle”, em func¢do da hipotese de que estes regulariam a expressao génica.
Esses elementos constituem parte significativa em genomas eucariotos: em Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae) correspondem a 20% do genoma total (McCullers &
Steiniger, 2017), em humanos representam a quase metade do genoma (Fueyo et al., 2022),
em B. mori representam aproximadamente 46% do genoma total (Kawamoto et al., 2019),
podendo ainda corresponder a mais de 80% do genoma de algumas espécies de plantas, a

exemplo do milho (Stitzer, 2021).

Os elementos genéticos moéveis sdo classificados de acordo com sua estrutura e
mecanismo de transposicao em duas classes principais, proposto por Finnegan (1989): (1) os
elementos de classe I, ou retroelementos, sdo TEs cuja fonte de mobilidade ¢ a capacidade de
fazer copias de DNA de seus transcritos de RNA, que sdo entdo integrados em novos locais
no genoma (mecanismo de transposi¢do “copiar e colar”) (2) elementos de classe II, ou
elementos do tipo DNA, aqueles que sdo capazes de manipular diretamente o DNA para se
propagar dentro o genoma (mecanismo de transposi¢ao “recortar e colar”); em resumo: essa
divisdo se da pela presenca (1) ou auséncia (2) de um intermediario de RNA. A partir de
estudos mais aprofundados sobre os TEs e a necessidade de um sistema de classificagdo ainda
mais abrangente, um novo sistema foi proposto por Wicker et al. (2007), onde os TEs

passaram a ser classificados em subclasses, ordens, superfamilias, familias e subfamilias.
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Ademais, os TEs também sdo classificados como elementos auténomos € ndo autonomos,

conforme a sua capacidade de codificar todos os dominios necessarios para a transposi¢ao.

Partindo desse sistema de classificagdo, os retrotransposons (classe I) sao
subdivididos em cinco ordens: LTR, DIRS, PLE, LINE e SINE. Os elementos LTRs (do
inglés, Long Terminal Repeats) sdo a ordem predominante em plantas € menos abundantes
em animais (Wicker et al., 2007). Evolutivamente, os retrotransposons LRTs e os retrovirus
estdo intimamente ligados (Frankel & Young, 1998; Seelamgari et al., 2004; Wicker et al.,
2007). Esses TEs sdo flanqueados em ambas as extremidades por repeti¢des terminais longas
e apresentam uma fase de leitura aberta (ORF; do inglé€s, Open Reading Frame) com o gene
gag, que codifica proteinas estruturais que formam particulas semelhantes as de virus, € o
gene pol, que codifica a proteinase aspartica (AP), transcriptase reversa (RT), RNase H (RH)
e a integrase (INT) (Wicker et al., 2007). A ordem LTR compreende as superfamilias Copia,
Gypsy, Bel-Pao, Retrovirus e ERV (Figura 4).

Enquanto isso, os retrotransposons da ordem DIRS (do inglés, Dictyostelium
Intermediate Repeat Sequence) sao filogeneticamente relacionados aos Gypsy. No entanto,
esses elementos codificam uma recombinase de tirosina no lugar da integrasse apresentando
regides terminais incomuns, com repeticdes diretas divididas. Sendo assim, os elementos
DIRS se inserem em um novo local por recombina¢do e ndo integracao (Cappello et al., 1985;
Goodwin & Poulter, 2001; Wicker et al., 2007). Enquanto isso, os elementos da ordem PLE
(do inglés, Penelope-like), encontrados pela primeira vez em Drosophila virilis, codificam
uma transcriptase reversa que ¢ mais intimamente relacionada a telomerase do que da
transcriptase reversa dos proprios elementos retrotransposons. Ademais, estes elementos
codificam uma endonuclease relacionada a proteina de reparo de DNA bacteriano UvrC
(Evgen'ev et al., 1997; Wicker et al., 2007). Por sua vez, a ordem LINE (do inglés, Long
Interspersed Nuclear Element) ¢ composta por elementos que apresentam uma regido 5> UTR
(do inglés, Untranslated Region) com atividade promotora, uma ou duas ORFs que codificam
a transcriptase reversa € uma endonuclease e uma regiao 3’ UTR com cauda poli-A (Burke et

al., 2002; Ostertag & Kazazian, 2005; Wicker et al., 2007).



13

Classification Structure TSD Code Occurrence
Order Superfamily

Class | {retrotransposons)

LTR Copia 4-b RLC EMED
Gypsy 45 RLG EMEO
Bel-Fao 4-h RLB M
Retrovirus 45 RLR M
ERV 4-h RLE M
DIRS DIRS Li] RYD EMEO
Ngaro Li] RYN M.F
VIPER Li] RYV (5]
PLE Penelope Variable RFPF EM.EO
LINE R2 Variable RIR M
RTE Variable RIT M
Jockey Variable RI| M
L1 Variable RIL EM.EO
I Variable Rl PM.F
SINE tRNA Variable RSE EM.F
75L Variable RSL PM.F
55 Variable RS5 Mo
Class Il (DNA transposons) - Subclass 1
TIR, Tel-Mariner TA DTT EM.EO
hAT 8 DTA EM.EO
Mutator 4-11 DT™ EM.EO
Merfin -4 DTE MO
Transib 5 DTR M.F
P 8 DTP M
FiggyBac TIAA DTB MO
PIF= Harbinger 3 DTH EMEO
CACTA =3 8]l FM,F
Crypton Crypton 0 DYC I
Class Il (DNA transposons) - Subelass 2
Helitron Helitron e B T P B = B 0 DHH EM,F
Maverick  Maverick T o I o o B o O 6 DMM  MFEO
Structural features
—e Long terminal repeats W et Terminal inverted repeats == Ceding region — Mon-coding region
—_—  [iagnostic feature in non-coding region sy’ e Rezglion that can conitain one or maore additional ORFs
Protein coding domains
AP, Aspartic proteinase APE, Apurinic endonuclease ATP, Packaging ATPase C-INT, Crintegrase CYP, Cysteine protease EN, Endonuclease
ENV, Envelope protein GAG, Capsid protein HEL, Helicase INT, Integrase OFF, Open reading frame of unknawn function
POL B, DA polymerase B RH RNase H RPA Replication protein A (found only in plants) BT, Reverse transcriptase
Tase, Tranzposase (* with DDE motif) ¥R, Tyrosimne recombinase Y2, YR with YY motif
Species groups
P. Plants M, Metazoans F, Fungi 0, Others

Figura 5. Sistema de classificagdo para os elementos transponiveis segundo Wicker et al.
(2007). A classificagdo hierarquica divide os elementos em duas principais classes
(retrotransposons € DNA transposons) com base na presenca ou auséncia de RNA como
intermediario, respectivamente. Em seguida, s3o divididos em subclasses, ordens

superfamilias.

Os elementos SINEs (do inglés, Short Interspersed Nuclear Elements) sao
considerados elementos ndo autéonomos, pois dependem da maquinaria enzimatica de

elementos LINEs autonomos para sua transposi¢ao. Esses elementos apresentam de 80 a
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500 pb, possuindo um promotor de RNA polimerase III interno que permite a sua expressao
e regides 3’ terminais ricas em adenina. A regido que abriga o promotor da polimerase III
define as superfamilias, sendo elas RNAt, 7SL e 5S (Kramerov & Vassetsky, 2005, Wicker
et al., 2007).

Ainda segundo Wicker et al. (2007), os DNA transposons (elementos de classe II)
sdo agrupados em duas subclasses, baseado no nimero de fitas de DNA que sdo cortadas
durante o processo de mobilizagdo. A subclasse I consiste em TEs que utilizam o mecanismo
de “recortar e colar”, com transposi¢cao mediada pela transposase (Wicker et al., 2007). Essa
subclasse ¢ dividida em duas ordens, sendo a primeira composta por elementos TIRs,
caracterizados por suas repetigdes terminais invertidas de comprimentos variados, ¢ a ordem
Crypton, formada por elementos encontrados apenas em fungos (Goodwin et al., 2003). A
ordem de DNA transposons TIR ¢ subdividida em nove superfamilias: Tc/-Mariner, hAT,
Mutator, Merlin, Transib, P, PiggyBac, PIF-Harbinger e CACTA, sendo a superfamilia Tci-
Mariner amplamente distribuida em eucariotos e compreendendo a maioria dos transposons
descritos, apresentando uma estrutura simples com repeti¢des terminais invertidas e uma ORF
que codifica a transposase (Shao & Tu, 2001; Wicker et al., 2007). Por sua vez, a subclasse II
¢ representada por elementos em que a transposi¢do envolve a replicagcdo sem clivagem da
dupla fita, com o deslocamento de apenas uma delas. Dentro da subclasse II os elementos sdo
classificados nas ordens (1) Helitrons, que se replicam usando um mecanismo circulo-rolante,
codificando uma recombinase de tirosina, com um dominio helicase e atividade iniciadora da
replicagdo (Kapitonov & Jurka, 2006), e (2) Polintons (Mavericks), que sdo transposons de
tamanho grande e que apresentam repeticoes invertidas longas, replicando-se usando uma

polimerase de DNA auto-codificada (Pritham et al., 2007).

Com o avango dos estudos, diversas familias de TEs tém sido descritas e
caracterizadas em diversas espécies devido a sua importancia na diversidade genética e em
processos evolutivos, além de resposta a estresses bidticos, como competicdo, predacao e
parasitismo (Hof et al., 2016; Hou et al., 2019; Bogdan et al., 2020) e abidticos, como choque
térmico, danos ao DNA, radia¢do UV, compostos quimicos e condi¢des climaticas (Bradshaw
& McEntee, 1989; Capy et al., 2000; Ikeda et al., 2001; El-Sawy et al., 2005; Kale et al., 2005;
Stribinkis & Ramos, 2006; Stoycheva et al., 2010; Tanaka et al., 2012; Jardim et al., 2015;
De Oliveira et al., 2021). A sua influéncia na arquitetura e evolugdo dos genomas (Romano
& Fanti, 2022) se da pelo fato de, além de serem transferidos verticalmente, de pai para filho,

estes podem ser transferidos horizontalmente, de uma espécie para outra, podendo contribuir
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para a diversidade genética e potenciais efeitos deletérios na nova espécie hospedeira (Wallau
et al., 2012). Por exemplo, os TEs que se movem utilizando o mecanismo de “recortar e colar”
podem ocasionar mutagdes de deslocamento do quadro de leitura por inser¢ao em sequéncias
codificantes ou causando pequenas delecdes (excisdo imprecisa). Ademais, TEs podem ainda
induzir inversdes cromossdmicas ou grandes delecdes e duplicagdes, apds recombinagdo entre
diferentes copias do mesmo elemento (Romano & Fanti, 2022). A insercao de TEs em uma
sequéncia reguladora podem até mesmo ocasionar a superexpressdo do gene, ou perturbar

essa regido, inativando-o (Drongitis et al., 2019).

Em espécies animais, estudos demonstraram a resposta ao estresse ambiental
moduladas por TEs. Em Drosophila, alteragdes ambientais podem impulsionar a variabilidade
genética, especificamente, junto da complexa regulagdo de heat-shock proteins (HSPs),
induzindo um relaxamento na repressdo de TEs (Romano & Fanti, 2022). A transcri¢do do
gene Hsp70, que ¢ ativada por fatores de choque térmico (HSFs) em situacdes de estresse,
torna-se rapidamente atenuada quando as condi¢des de estresse diminuem, para mitigar a
influéncia que Hsp70 tem no crescimento e divisdo celular (Feder et al., 1992; Morimoto,
1998). Uma vez produzida, a Hsp70 interage com a Hsp90 “distraindo-a” de sua funcao
regulatoria de piwi-RNAs e permitindo a expressdao de TEs (Cappucci et al., 2019). Sendo
assim, em Drosophila, as condigdes do estresse, que consequentemente refletem no nivel de
expressdo de Hsp70, modulam a consequente ativagdo dos TEs. Em humanos, TEs sdo
estudados principalmente devido a sua relagdo com doengas. Um exemplo sdo os elementos
ERV-LRT, que enriquecem varios sitios de ligacdo de DNA de p53 (proteina supressora de
tumor, responsiva a danos de DNA e estresse celular), afetando a expressao de genes alvo de

p53 (Romano & Fanti, 2022).

Apesar de alguns trabalhos ja caracterizarem a composi¢ao de TEs em diferentes
linhagens de B. mori (Osanai-Futahashi et al., 2008; The International Silkworm Genome
Consortium, 2008; Kawamoto et al., 2019), as informagdes sobre a relacao entre elementos
genéticos moveis e a sua atuagdo na resposta a diferentes condigdes de temperatura ainda sao
escassas. Sendo assim, a primeira identificacdo e caracterizacdo de TEs na linhagem
comercial brasileira de B. mori e, a analise de expressao diferencial de TEs entre grupos
experimentais mantidos em temperaturas distintas podem auxiliar no entendimento do

mecanismo de regulacdo térmica do inseto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo geral a analise integrada da influéncia de

duas temperaturas de criacdo na expressao génica e na producao de casulos de Bombyx mori.

3.2 Objetivos especificos

Obtengdo do transcriptoma de lagartas de B. mori submetidas a duas temperaturas

distintas, 26 °C e 34 °C, durante o quinto instar;

Identificacdo de genes diferencialmente expressos a fim de associd-los ao

metabolismo de regulacdo térmica e relaciona-los com os dados obtidos em literatura;

Avaliacdo dos pardmetros morfologicos das lagartas durante o quinto instar e a

produgdo de casulos a 26 °C e 34 °C;

Identificagdo e caracterizagdo de TEs dentre os transcritos de B. mori e sua possivel

relacdo com o estresse térmico;

Contribui¢do com novas informagdes que possam auxiliar a sericicultura,
principalmente com dados que possam trazer inovagdes, proporcionando
desenvolvimento tecnologico do Brasil, do Estado do Parana, Londrina e regido, como

referenciais de producao de seda de alta qualidade.
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CAPITULO 1

Influéncia da variacio de temperatura na expressio génica e
producido de casulos em Bombyx mori Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Bombycidae)

O manuscrito sera submetido ao periodico Gene.
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Resumo

O bicho-da-seda (Bombyx mori) ¢ um lepidoptero economicamente importante para a
produgdo de seda em todo o mundo. No entanto, grandes perdas econdomicas sao ocasionadas
por fatores que afetam diretamente o rendimento e a qualidade da produgao dos casulos de
seda, como doengas e variagdes de temperatura. Compreender seus mecanismos de resposta
as temperaturas de criacdo durante o periodo mais critico do seu ciclo de vida, o quinto instar,
pode fornecer informagdes sobre sua adaptagdo ao ambiente e melhoramento da cadeia
sericicola. Neste estudo, realizamos a analise transcricional de dois grupos de B. mori criados
em temperaturas de 26 °C e 34 °C durante todo o quinto instar, e medi¢ao do peso das lagartas
e dos casulos produzidos nas duas temperaturas. Das 29.157 sequéncias obtidas na montagem
do transcriptoma, 3.115 transcritos foram diferencialmente expressos (DE). Destes, 1.696
foram down regulados e 1.419 up regulados nas lagartas criadas a 34 °C em relagdo as criadas
a 26 °C. Dentre os transcritos DE em resposta as condigdes temperatura do presente estudo
destacamos os genes envolvidos na resposta imune, fatores de transcri¢do, genes do
mecanismo de producdo de seda e proteinas de choque térmico. As lagartas que foram
mantidas a 34 °C apresentaram média menor de peso corporal, afetando diretamente o peso
dos casulos produzidos ¢ a taxa de conversdo de seda. Essas diferencas em comparagdo com
as lagartas mantidas a 26 °C foram estatisticamente significativas. As taxas de mortalidade (6
e 9%, a 26 °C e 34 °C, respectivamente) foram semelhantes as obtidas em campos de criagao.
Os resultados fornecem informagdes sobre os processos bioldgicos envolvidos no mecanismo
de resposta a temperatura das lagartas de B. mori e nos trazem informagdes que podem
futuramente auxiliar nos processos de climatizagdo durante a criagdo das larvas em campo.

Palavras-chave: Expressao diferencial; RNA-Seq; estresse térmico, transcriptoma.
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1. Introducio

Os insetos sdo animais que tém seu crescimento, desenvolvimento, sobrevivéncia,
comportamento e reproducdo diretamente afetados pela temperatura externa (Xiao et al.,
2017). Considerado um inseto modelo, o bicho-da-seda domesticado Bombyx mori Linnaeus,
1758 ¢ um lepidoptero que produz um casulo durante o estagio final do desenvolvimento
larval como um mecanismo de sobrevivéncia a fatores externos, entre eles a temperatura. O
casulo ¢ formado pelos fios de seda, compostos por duas proteinas principais, fibroina e
sericina, sendo amplamente utilizados na industria para a confec¢do de tecidos, e

recentemente também na producao de biomateriais (Sahi et al., 2023; Yang et al., 2023).

Alguns fatores afetam diretamente o rendimento e a qualidade da produgao dos
casulos de seda, como doengas ¢ variagdes de temperatura, que sao intimamente relacionados
e ocasionam grandes perdas econdmicas (Jiang & Xia, 2014; Guo et al, 2018). A temperatura
elevada pode afetar principalmente o desenvolvimento do inseto, e influir na disseminacao e
na incubacdo de virus e fungos na atividade sericicola. “Flacherie” ¢ um termo em francés
comumente utilizado para descrever essas duas situacdes, se referindo as lagartas de B. mori
que apresentam um aspecto flacido devido a exposi¢ao a temperaturas excessivamente altas,

e que tem como consequéncia a morte desses insetos em grande escala (James & Li, 2012).

O Brasil, atualmente o 6° produtor de casulos de seda no mundo (Inserco, 2023),
¢ um pais tropical, com temperaturas elevadas especialmente durante os meses de verdao
intenso. Essas condi¢des dificultam o processo produtivo de seda de B. mori nao somente da
linhagem comercial brasileira, mas também mundial. Diversos paises produtores de casulos
de seda estdo localizados em regides tropicais e sdo afetados pelas condi¢des extremas. Sendo
assim, um melhor entendimento da resposta do inseto a temperatura ¢ essencial para
compreender os mecanismos envolvidos no processo € obter novas informacdes sobre a

expressao e regulacdo génica de B. mori utilizado na produgao de seda.

Diante disso, neste trabalho foram avaliados o transcriptoma e a expressao génica
diferencial entre lagartas mantidas em duas temperaturas diferentes. Adicionalmente, dados
sobre a morfologia das lagartas e confeccdo de casulos também foram avaliados. Os
resultados podem fornecer dados para elaboragdo de estratégias de climatizagdo de locais de
producdo, amenizando os efeitos da temperatura e elevando a producdo de seda no Brasil e

no mundo.
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2. Material e Métodos
2.1 Criacao das lagartas

O presente estudo estd cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob registro A368283. Os

métodos e ferramentas usadas no presente trabalho foram resumidas na Figura 1.

Bombyx mori
26 °C and 34 °C

5th instar larvae
RNA extraction

» TRIzOI®
- Ultrasound

cDNA synthesis

and sequencing

« 20 million paired-end

Quality analysis reads (2x125-bp)
and trimming « lllumina HiSeq 2500
«FastQC
« rCorrector; 4
TrimGalore!
! « HISAT2
5 « StringTie

« Bowtie2; BedTools

.BUSCO o
Annotation o

« Ref. genome
« Blast2GO; KofamKOALA
« Pfam; Rfam

DE analysis and
Real-time gPCR

+ DESeq2 (padj < 0,05)
« Reference genes:
a-tubulin and RpL3

Weighing and statistics
(larvae; cocoons)

«Days 1,3 and 6
« Paired t-test (p<0,05)
« RStudio

Figura 1. Pipeline aplicada na anélise da expressdo génica e da produgao de casulos de

Bombyx mori. Abreviagdo: DE = Expressao diferencial.

O cruzamento das mariposas, a incubag¢ao dos ovos e o nascimento das larvas de
B. mori (linhagem comercial) foram promovidos e monitorados pela Fiagao de Seda Bratac,
localizada em Londrina-PR. Foram fornecidas 1.000 larvas da linhagem comercial (hibrido:

& japonés x Q chinesa), de mesma idade (4° instar), peso e origem parental. As larvas de cada
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grupo experimental (N=500 / grupo) foram mantidas em quadruplicadas para cada grupo em
bandejas plasticas (60cm x 40cm x 15cm) e em sala de criacdo com temperatura, umidade e
fotoperiodo controlados sob as seguintes condicdes: 26 °C, £75% UR e 14h claro/10h escuro,
sendo alimentadas com folhas frescas de amoreira (Morus alba L.) cinco vezes ao dia com
quantidades recomendadas por Takahashi et al. (2009). A partir do primeiro dia do quinto
estagio de desenvolvimento larval, duas temperaturas de criagdo foram testadas, uma para
cada grupo experimental: (1) 26 °C, e (2) 34 °C. O quinto instar é o periodo mais critico da
vida das lagartas, onde elas mais se alimentam e se preparam para a confec¢do do casulo, e
tem duracao de aproximadamente sete dias. Ao final do quinto instar, trés lagartas de cada
grupo experimental foram selecionadas aleatoriamente e imediatamente congeladas e
mantidas em freezer -80°C para posterior extragdo de RNA. As lagartas remanescentes
continuaram sendo mantidas nas condigdes previamente descritas até a finalizagdo da

confec¢do dos casulos para analise morfologica.

2.2 Extraciao de RNA e sequenciamento

Trés lagartas de cada grupo foram selecionadas para extracdo de RNA e
sequenciamento. Os individuos criados a 26 °C foram identificados como BM26A, BM26B e
BM26C, e, os criados a 34 °C, como BM34A, BM34C ¢ BM34C. A extragdo de RNA foi
realizada utilizando 1mL do reagente TRIzol® (Invitrogen) por amostra, e posteriormente
submetidas a 12 minutos em gelo no aparelho de ultrassom (50-60Hz — Cristofoli
Biosseguranga, Brasil). Foi adicionado 0,2mL de cloroférmio e apo6s incubacdo de trés
minutos, 400 puL. de sobrenadante foi retirado e 400 pL de etanol 70% foi adicionado. A
purificagdo seguiu o protocolo descrito pelo fabricante, utilizando PureLink RNA mini kit
(Invitrogen). A integridade do RNA extraido foi avaliada através de eletroforese com gel de
agarose 1% e a qualidade das amostras foi estimada através do espectrofotometro BiodropTM

(Biochrom).

As amostras de RNA total (trés réplicas bioldgicas por tratamento) foram
submetidas para preparagdo de bibliotecas de cDNA usando protocolo dUTP-stranded e um
minimo de 20 milhdes de paired-end reads (2x125-bp) por amostra foram sequenciados
usando a tecnologia Illumina HiSeq 2500. O processamento dos dados brutos foi feito
utilizando o Illumina CASAVA pipeline, para obtencdo dos dados de sequencias no formato

FASTQ.
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2.3 Montagem do transcriptoma e analise de expressao diferencial

Os parametros de qualidade das leituras geradas apds o sequenciamento para cada
biblioteca foram avaliados com o auxilio da ferramenta FastQC v0.11.3
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). A corre¢ao dos reads raros foi
realizada no programa rCorrector v1.0.4 (https://github.com/mourisl/Rcorrector). Os reads
ndo corrigidos foram retirados com o script FilterUncorrectabledPEfastq.py
(https://github.com/harvardinformatics/TranscriptomeAssemblyTools/blob/master/FilterUnc
orrectabledPEfastq.py). A limpeza das bibliotecas para a remogao de pares de bases com baixa
qualidade, sequéncias adaptadoras adicionadas durante o sequenciamento e fragmentos curtos
foi realizada com 0 programa TrimGalore! v0.6.5

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/).

Os transcriptomas das seis bibliotecas sequenciadas foram alinhadas (alinhamento
splice-aware) ao genoma de referéncia disponivel no NCBI (Ref Seq GCF_014905235 1)
com programa HISAT2 v2.1.0 (Kim et al., 2019) e a montagem guiada realizada com o
programa StringTie v2.1.1 (http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/). O mapeamento foi
realizado a fim de verificar quais reads foram usados na montagem utilizando o software
Bowtie2 v2.3.5 (http://bowtiebio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml) (Langmead e
Salzberg, 2012) e BedTools v2.30.0 (https://bedtools.readthedocs.io/). A qualidade da
montagem também foi avaliada por meio do banco de dados BUSCO v.5.3.2 (https://busco-
data.ezlab.org/v4/data/lineages/), comparando com os conjuntos de dados insecta odbl10 e

lepidoptera_odb10.

A andlise de expressdo génica diferencial entre os grupos experimentais foi
avaliada com 0 pacote DESeq2 v1.26.0
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html) (Love et al., 2014),
implementados no programa RStudio v2021.09.0 Build 351 (https://rstudio.com/) em
linguagem R. Os transcritos diferencialmente expressos, que apresentaram uma probabilidade
ajustada de p menor que o limite alfa de 5% (padj < 0,05) foram isolados com a ferramenta
Samtools v1.11 e convertidos em sequéncias peptidicas com o programa CodAn v1.2. A
ferramenta blastx foi utilizada para a identificacdo das proteinas a partir dos transcritos
anotados do genoma, o mesmo utilizado na montagem, também disponiveis no NCBI (RefSeq
GCF 014905235 1). As mesmas sequéncias nucleotidicas também foram submetidas a

anotag¢do automatica no software Blast2GO v6.0.3 (https://www.blast2go.com/) (Conesa et
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al., 2005), com um valor de corte de 10~ por meio da busca dos termos do Gene Ontology
(GO) associados aos hits encontrados para cada sequéncia apdés o BLAST. As sequéncias
peptidicas foram submetidas a0 KofamKOALA (https://www.genome.jp/tools/kofamkoala/)
para identificacdo das vias metabdlicas associadas disponibilizadas pelo KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa e Goto, 2000; Kanehisa et al., 2016;
Aramaki et al., 2019). Os transcritos tiveram a sua classificagao em familias de proteinas, bem
como a predicdo de dominios a partir de bancos do InterPro, dentre eles o Pfam
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) e também pesquisadas em banco de dados de familias de

RNA, Rfam (https://rfam.org/).

2.4 Validac¢ao dos genes diferencialmente expressos (RT-qPCR)

A sintese de cDNA foi realizada em termociclador T100TM (Bio-Rad), utilizando
12,4ul de RNA total (1000 ng / mL), 1ul de oligo dT (20 pmol / mL) e 2ul de dNTPs (2,5
mM) para cada amostra. Em seguida, as amostras foram submetidas ao termociclador por 10
minutos a 65 °C. Imediatamente apds, as amostras foram resfriadas no gelo e, em seguida, foi
adicionado 4ul de MLV 5x First Strand Buffer (M-MLV - Invitrogen, Life Technologies) e
incubadas por 2 minutos no gelo. Apds incubacgdo, foi adicionado 0,1pl de RNAout
(Invitrogen, Life Technologies) e 0,5ul da enzima transcriptase reversa (M-MLV-RT,
Invitrogen, Life Technologies). Na sequéncia, as amostras foram submetidas ao termociclador

por 50 minutos a 37° C e 15 minutos a 70°C. O cDNA foi armazenado em -20°C.

A reacdo de qRT-PCR foi realizada em termociclador LightCycler®Nano
(Roche) utilizando 5Sul de Sybr Green Super Mix (Invitrogen), 0,5ul de cada par de
oligonucleotideos e 5 pl de cDNA de cada amostra, nas seguintes condigdes: 95 ° C por 2
minutos e 40 ciclos [95°C / 15s, 60°C / 15s, 72°C / 60s]. A analise da curva de melting foi
usada para analisar a especificidade dos produtos da qRT-PCR. As reagdes foram realizadas

em duplicatas para cada uma das amostras experimentais.

A sequéncia dos primers utilizados na qRT-PCR esta descrita na (Tabela 1). Os
primers para amplificacdo da sericina-1 (Serl; RefSeq: NM_001044041) e da 19.5 kDa heat
shock protein mRNA (Hsp19.5) (GenBank: GQ884144.1) foram desenhados utilizando o
software PrimerPlus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), a
partir de sequéncias previamente depositadas no NCBI e GenBank, Em adi¢do, os dados da

qRT-PCR foram normalizados pelos valores da expressao dos genes de referéncia a-tubulina


https://www.genome.jp/tools/kofamkoala/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://rfam.org/
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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e RpL3 (Fang et al. (2015) e analisados no software Rest (Pfaffl et al., 2002), com nivel de

significancia fixado em p<0,05.

Tabela 1. Primers utilizados na qRT-PCR.

Gene Produto (pb) Referéncia Sequéncia (5’-3°)
a-tubulin 146 Fang et al. (2015) égé?ggg?g%i&%gﬁgi%&
CGGTGTTGTTGGATACATTGAG
RpL3 161 Fangetal. (2015)  GereaTCCTGCCATTTCTTACT
. CCGGAGGTGGAAGAATCTAT
FibL 155 Hu et al. (2018) GGTTATGTAGGCAGCGATGT
. . CAGGGGATACGGACAAGGTG
FibH 150 Naik et al. (2022) ACACAAGGCAGTGCTCTGAA
Serl 192 Desenhado pelo autor CTACCGTACAGTCATCCAC
er no sofiware PrimerPlus GTCTGTTCACGCCTGAATG
GCTCTAGACACTTTTCGGGGGCTTAGTT
Ser2 520 Takasu et al. (2010)  GCAAGCTTTTCGTATTCGGAACCTTTGC
Hsp19.5 200 Desenhado pelo autor ACAGTCATGGCATCGAAGGG
P no software PrimerPlus  GAAGTGACTCCTCGTCCAGC
GAACACACTCGCTGCACATC
Hsp70 400 Velu et al. (2008) GAGGAGTGCCCAAGATCGAC

2.5 Avaliacao morfoldogica das lagartas e medi¢ao dos casulos produzidos

Um total de 100 lagartas foram selecionadas aleatoriamente e pesadas
individualmente a cada dois dias durante o quinto instar (trés medi¢des foram realizadas: dia
1, dia 3 e dia 6) para avaliagdo da influéncia da temperatura no desenvolvimento. Apos a
confeccdo dos casulos pelas lagartas remanescentes, um total de 100 casulos foram
selecionados aleatoriamente de cada grupo experimental para a medi¢do do peso dos casulos
e das cascas. Para a medicao do peso das cascas, foram descartadas as crisalidas no interior
dos casulos. A taxa de conversao de seda foi estabelecida a partir do calculo: (peso da casca /
peso do casulo total) x 100. Os dados foram expressos em média e desvio padrao. Os dados
de peso larval, de peso dos casulos e peso da casca foram avaliados por meio do teste T
pareado. Foram considerados como nivel de significancia os valores de p<0,05. Todos os

dados morfologicos foram analisados no RStudio v2021.09.0 Build 351 (https://rstudio.com/)

em linguagem R.


https://rstudio.com/
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3. Resultados
3.1 Sequenciamento e montagem do transcriptoma

O sequenciamento de bibliotecas de cDNA gerou 208.626.156 reads paired-end
de aproximadamente 125 pb, em média. Cerca de 0,8% das leituras obtidas foram descartadas

apds a remocao das sequéncias e adaptadores de baixa qualidade (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo das estatisticas de sequenciamento das seis bibliotecas paired-end de B.

mori.
Bibliotecas Paired-end Reads totais Reads trimados

R1 22.544.321 22.385.786

BM26A
R2 22.544.321 22.385.786
R1 22.778.091 22.614.954

BM26B
R2 22.778.091 22.614.954
R1 12.727.035 12.616.251

BM26C
R2 12.727.035 12.616.251
R1 13.198.100 13.112.247

BM34A
R2 13.198.100 13.112.247
R1 15.633.957 15.459.660

BM34B
R2 15.633.957 15.459.660
R1 17.431.574 17.311.651

BM34C
R2 17.431.574 17.311.651
Total 208.626.156 207.001.098

Reads removidos 1.625.058 (0,8%)

A montagem do transcriptoma guiada por um genoma referéncia foi realizada com
0s 207.001.098 reads restantes, resultando em 29.157 transcritos. A taxa de alinhamento geral
dos reads de todas as bibliotecas de RNA-Seq utilizadas para a montagem do transcriptoma
foi de 90,70%. A comparagao do transcriptoma com o banco de dados de Lepidoptera usando
a ferramenta BUSCO identificou 82,9% de sequéncias completas, sendo 50,14% cdpia nica
e 32,8% duplicadas. Além disso, 2,3% das sequéncias estavam fragmentadas e 14,8% eram

faltantes. A comparagdo com o banco de dados de Insecta disponiveis também foi realizada

(Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliagao da qualidade da montagem do transcriptoma de B. mori em comparagao

com bancos de dados (* odb10) de Lepidoptera e Insecta por meio da ferramenta BUSCO.

BUSCOs lepidoptera_odb10 insecta_odb10
Completos 4382 (82,9%) 1269 (92,8%)
Completos e de copia tnica 2647 (50,1%) 774 (56,6%)
Completos e duplicados 1735 (32,8%) 495 (36,2%)
Fragmentados 119 (2,3%) 36 (2,6%)
Faltantes 785 (14,8%) 62 (4,6%)
Total 5286 (100%) 1367 (100%)

3.2 Analise de expressao diferencial e anotagao funcional

Apos a eliminagao dos transcritos redundantes, histonas e RNAr, o transcriptoma
foi reduzido a 28.683 transcritos (Tabela Suplementar 1), submetidos a analise de expressao
diferencial e resultando em 3.115 sequéncias diferencialmente expressas (padj < 0,05;
Log2FoldChange > 2,0). Destas, 1.696 foram down reguladas e 1.419 up reguladas nas

lagartas criadas a 34 °C em relacdo as criadas a 26 °C (Tabela Suplementar 2).

Bombyx mori Linnaeus, 1758 e Bombyx mandarina (Moore, 1872) apresentaram-
se no topo dos hits de similaridade com os dados analisados. Destes, 2.753 (88,4%)
apresentaram identificacdo com sequéncias no banco de dados do NCBI, sendo que 2.720
(87,3%) sequéncias obtiveram hits, 1.872 (60,1%) foram mapeadas pelo Gene Ontology (GO)

e 1.405 (45,1%) tiveram anotacdo automatica de GOs.

A anotacdo funcional contra o banco de dados GO dos transcritos
diferencialmente expressos (DE) foi realizada com base em sua semelhanca com as
sequéncias com fungdes previamente conhecidas. Os termos GO foram resumidos nas trés
categorias principais: processo biologico, componente celular e funcdo molecular. Entre estes,
a funcdo molecular apresentou o maior nimero de termos GO anotados, com 2.186 termos,

seguido por processo bioldgico, com 1.644 termos, e componente celular que apresentou
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1.286 termos anotados. A descricdo de cada sequéncia e cada anotagdo funcional foram
listadas na Tabelas Suplementar S2. A distribui¢do das sequéncias em cada termo GO estao

listadas nas Tabelas Suplementares 3a e 3b.

Dentre os transcritos DE up regulados (2.494 anotagdes), os principais termos GO
para a fungdo molecular (1.112 anotacdes) foram ligacdo de ATP (55 anotagdes), atividade
de endopeptidase do tipo serina (53 anotagdes) e ligagdo ion zinco (40 anotagdes). Dentro da
categoria de processo bioldgico (817 anotagdes), protedlise (87 anotagdes), transporte
transmembrana (47 anotagdes) e resposta imune inata (31 anotagdes) foram os termos mais
anotados. Na categoria componente celular (565 anotagdes), os termos principais foram
membrana (240 anotacgdes), regido extracelular (47 anotagdes) e membrana plasmatica (36

anotacdes) (Figura 2a, Tabela Suplementar 3a).

Entre os transcritos DE down regulados (2.628 anotagdes), os principais termos
GO para a categoria de fungdo molecular (1.074 anotagdes) foram de atividade de
transportador transmembrana (70 anotacgdes), ligacdo ion metalica (53 anotacdes) e atividade
de endopeptidase do tipo serina (52 anotagdes). Na categoria de processo bioldgico (827
anotacdes), os principais termos foram transporte transmembrana (104 anotagdes), regulacao
negativa da atividade endopeptidase (58 anotagdes) e protedlise (44 anotagdes). Dentro da
funcdo componente celular (727 anotagdes), os principais termos GO foram membrana (355
anotacdes), regido extracelular (133 anotacdes) e membrana plasmadtica (51 anotagdes)

(Figura 2b, Tabela Suplementar 3b).

Além disso, um total de 696 sequéncias DEs foram atribuidas a Enciclopédia de
Genes e Genomas de Kyoto (KEGG), envolvidas em vias metabdlicas. Para as sequéncias up
reguladas foram identificadas 130 vias metabdlicas, e destacam-se as vias relacionadas ao
metabolismo da glicina, serina e treonina e biossintese de metabdlitos secundarios. Para as
sequéncias down reguladas foram identificadas 215 vias metabodlicas, dentre elas vias de
digestdo e absor¢do de proteinas, metabolismo das purinas, pirimidinas e dos lisossomos. Os

caminhos identificados podem ser observados nas Tabelas Suplementares 4a e 4b.

Um total de 775 transcritos foram associados a pelo menos um cédigo de enzima.
As enzimas identificadas mais abundantes foram as hidrolases (364 sequéncias), incluindo
principalmente as peptidases (135 sequéncias), e as transferases (212 sequéncias), sendo as

principais as glicosiltransferases (45 sequéncias) (Tabela Suplementar 2).
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Figura 2. Termos mais frequentes do Gene Ontology para cada uma das trés categorias
principais, nos transcritos diferencialmente expressos de B. mori: a. up regulados, b. down

regulados (em lagartas criadas a 34 °C em relagdo as criadas a 26 °C).
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A anélise Pfam permitiu a anotacao de 2.531 sequéncias em dominios Pfam. Entre
as sequéncias up reguladas (Figura 3a, Tabela Suplementar 5), o dominio das lipoproteinas
de baixo peso molecular de lepidopteros compreendeu o maior nimero de sequéncias
enquanto o dominio das tripsinas (serina proteases) compreenderam o maior nimero de
sequéncias entre as down reguladas (Figura 3b, Tabela Suplementar 5). A pesquisa de familias
de RNA contra o banco de dados Rfam identificou 25 sequéncias distribuidas em 9 familias

de RNAs, sendo 7 delas de miRNAs (Tabela Suplementar 6).

Transcritos DEs envolvidos em diferentes processos metabdlicos foram
identificados, incluindo genes relacionados ao metabolismo de detoxificacdo, como
glutationa S-transferase (maioria down regulados), carboxilesterase (todos up regulados) e
citocromo P450 (maioria down regulados). Entre genes envolvidos em respostas
imunolodgicas de B. mori foram identificados inibidores de serina protease (SERPINs; maioria
down regulados), proteina Spatzle-like (down regulada) e receptor Toll-like (down regulado).
Outros genes importantes relacionados ao sistema imune ¢ inibi¢cao de apoptose foram os da
familia das lipoproteinas de baixa massa molecular 30 kDa (30KPs, todos down regulados),
Leb-3 (atividade antibiotica e antimicrobial, up regulado), moricina B3 (resposta de defesa a
bactérias, down regulada), cecropinas (todos up regulados) e gloverinas (todos up regulados)

(Figura 4, Tabela Suplementar 1).

Diversos fatores de transcricdo foram identificados, em especial proteinas com
motivos do tipo dedo de zinco (10 sequéncias up reguladas e 11 down reguladas). Genes de
choque térmico (Hsps) foram identificados, dentre eles sHsp19.5 (up regulado) e (Hsp70
down regulado). Dentre os genes envolvidos na producdo de seda, sericinas (Ser 1, sendo
todos down regulados; e Ser2, todos up regulados) e fibroinas (FibL, cadeia leve; FibH, cadeia
pesada; e P25, fibrohexamerina) foram identificados. Todos as sequéncias de FibL e FibH
foram down reguladas. Cinco sequéncias de fibrohexamerina P25 identificadas também foram
down reguladas, enquanto duas sequéncias mostraram-se up reguladas. (Figura 4, Tabela

Suplementar 2).
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Figura 3. Dominios Pfam mais frequentes para transcritos diferencialmente expressos de B.
mori. a. Up regulados, b. down regulados (em lagartas criadas a 34 °C em relagdo as criadas

a26°C).
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Figura 4. Heatmap com o resumo dos principais genes diferencialmente expressos no transcriptomas de Bombyx mori. Os niveis de mRNA sao
representados pelas contagens estimadas normalizadas em DESeq2 (rlog). As diferentes tonalidades de vermelho indicam genes up (em tons mais
escuros) € down regulados (destacados em tons mais claros) em cada biblioteca. Os nomes dos genes estdo a direita com as respectivas

identificacdes dos transcritos e os grupos de genes envolvidos na resposta a temperatura identificados a esquerda.
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3.3 RT-qPCR

Seis transcritos diferencialmente expressos identificados foram selecionados para
analise de expressao génica por RT-qPCR (Tabela 1, Figura 5). Os dados da analise
corroboraram os padroes de expressao dos genes dos exemplares de B. mori submetidos a 34

°C em relacao aos submetidos a 26 °C.
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Figura 5. Anélise de RT-qPCR (log2foldchange, método 2724<") de genes diferencialmente
expressos na andlise de RNA-seq. Os dados foram normalizados com os genes de a-tubulina
e RpL3 e estdo apresentados com o erro padrdo médio (SEM). L-fib, H-fib, Serl e Hsp70

foram regulados negativamente, enquanto Ser2 e Hsp19.5 foram regulados positivamente.

3.4 Parametros morfologicos das lagartas e casulos

Todos os grupos iniciaram o quinto instar com peso corporal similar e
apresentaram aumento progressivo atingindo um peso aproximadamente cinco vezes maior
no dia 6 em relagdo ao peso inicial para as lagartas criadas a 26 °C; e apenas 3,8 vezes em
para as lagartas criadas a 34 °C (Tabela 4). As lagartas criadas a 34 °C tiveram uma diferenca
significativa (p<0,05) de peso em relagdo ao grupo criado a 26 °C tanto no dia 3 quanto no

dia 6 do quinto instar.



39

Tabela 4. Peso das lagartas (g) de B. mori nos dias 1, 3 e 6 do quinto instar.

26 °C 34°C
Dia 1 0,743 (0,087) 0,745 (0,116)
Dia 3 1,801 (0,236) 1,701 (0,182)*
Dia 6 3,765 (0,261) 2,821 (0,161)*

*Diferenga significativa (p<0,05) das criadas lagartas a 34 °C em relagdo as lagartas criadas a 26 °C.

O grupo experimental criado a 26 °C apresentou taxa de mortalidade de 6%
enquanto o grupo experimental mantido a 34 °C apresentou taxa de mortalidade de 9%. No 7°
dia do quinto instar, apds a ultima pesagem, as lagartas deram inicio ao processo de

encasulamento. A pesagem total dos casulos produzidos e das cascas foi realizada (Tabela 5).

Tabela 5. Medicao dos casulos de B. mori produzidos.

26 °C 34 °C
Peso dos casulos (g) 1,889 (0,064) 1,711 (0,008)*
Peso da casca (g) 0,356 (0,036) 0,288 (0,014)*
Taxa de seda (%) 18,85 16,83%*

*Diferenca significativa (p<0,05) das criadas lagartas a 34 °C em relacao as lagartas criadas a 26 °C.

Os casulos totais € o peso das cascas produzidos pelas lagartas criadas a 34 °C
tiveram uma diferenga significativa (p<0,05) de peso em relagcdo ao grupo criado a 26 °C.

Houve também redugao significativa na taxa de conversdo de seda.
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4. Discussao

A tolerancia de insetos a temperatura ¢ geralmente considerada um importante
fator para adaptag@o as mudangas ambientais. Estudos sobre os mecanismos de tolerancia dos
insetos a temperaturas elevadas sao de grande importancia para a criagdo de insetos de
interesse econdmico de forma eficiente, especialmente em paises tropicais. Diversos estudos
jé& foram realizados para o entendimento do fator temperatura em B. mori, incluindo a anélise
de seus transcritos em determinadas condi¢des de temperatura (Xiao et al., 2017; Guo et al.,
2018). No entanto, avaliar a resposta desse inseto a duas condi¢gdes de temperatura ao longo
de todo o quinto instar, considerado um periodo critico da vida do inseto — e um dos periodos
mais sensiveis a alta temperatura, e sua preparacao para a confec¢ao do casulo, matéria prima
da cadeia produtora de seda, pode fornecer respostas mais profundas sobre a atuacdo da
temperatura no desenvolvimento das lagartas e na selecdo de melhores estratégias de criacao

mais rentaveis de B. mori.

Dentre os principais impactos negativos observados da 34 °C em B. mori em
relagdo a criagao a 26 °C incluem: (a) A inibig¢ao do crescimento e desenvolvimento do inseto;

(b) redugdo da sintese de seda; (c) reducdo da resisténcia a patdogenos.

Inibicdo do crescimento e desenvolvimento do inseto

As lagartas que foram mantidas na temperatura mais elevada durante o quinto
instar apresentaram média menor de peso (0,944g em relacdo ao outro grupo experimental)
(Tabela 4). E bem entendido que a maioria das caracteristicas genéticas economicamente
importantes de B. mori sdo de natureza qualitativa e que a expressao fenotipica € grandemente
influenciada por fatores ambientais, como umidade relativa, luz, nutricdo e, em especial, a
temperatura (Chatterjee et al., 1993; Wu & Hou, 1993; Ramesha et al., 2009; Rahmathulla,
2012). Em relacdo aos parametros econdmicos das lagartas, os grupos experimentais
apresentaram taxas de mortalidade similares (6 e 9%) as obtidas em campos de criagao
(Takahashi et al., 2009), sugerindo que a diferenca de temperaturas durante o quinto instar
ndo afetou a taxa de mortalidade. No entanto, é possivel observar a influéncia direta da
temperatura elevada principalmente no crescimento e desenvolvimento das lagartas e na
quantidade de seda produzida. As lagartas do grupo mantido a 34 °C produziram, em média,
uma quantidade de seda menor (Tabela 5). Isso acontece pois em durante processos de

infeccdo ou estresse, como a temperatura elevada, a tendéncia € que as lagartas de B. mori se
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alimentem menos e consequentemente ocasione menores taxas de crescimento e producao de
seda (Aneesha & Kumar, 2022). Enquanto isso, proteinas de dedo de zinco sdo importantes
fatores de transcri¢ao, que podem ser ligados linearmente em conjunto para reconhecer as
sequéncias de acido nucleico de comprimentos variados (Klug, 2010; Gillinder et al., 2017).
Os niveis de expressdo aumentados nas lagartas criadas a 34 °C em relagdo as criadas em
26 °C implicam que B. mori possivelmente regula positivamente a transcricdo desses genes
essenciais para a sobrevivéncia sob alta temperatura. No entanto, a continua transcri¢ao
elevada de mRNA e sintese de proteinas de genes importantes para a sobrevivéncia
consumiriam a maior parte da energia e recursos biologicos da lagarta, o que afetaria a
transcricdo de outros genes, incluindo sintese reduzida de seda (Li et al., 2012; Guo et al.,

2018).

Reducao da sintese de seda

A reducdo da sintese de seda pode ser observada no presente estudo, ja que os
genes de fibroina (todos os de FibL e FibH, e a grande maioria de P25), proteina mais
abundante na composicao de casulos de B. mori e de fungdo estrutural, tiveram seus niveis de
expressao reduzidos durante a criagdo em temperatura mais elevada (Figura 4). Alguns outros
estudos ja demonstraram que quando a seda ¢ confeccionada em temperaturas elevadas, isso
ocasiona também alteragdes na estrutura da sericina (Rahmathulla, 2012), a segunda proteina
mais abundante na composi¢cdo dos fios de seda, e afinamento e espessamento abrupto do
filamento produzido (Ramachandra et al., 2001), resultando em casulos mais leves e de baixa
qualidade. Um outro importante grupo de proteinas também envolvidas no processo de
producao de seda sdo as seroinas, que sdo expressas nas por¢des posterior ¢ média das
glandulas de seda. A expressdao do gene que codifica essas proteinas flutua durante todo o
desenvolvimento do inseto: o mRNA ¢ elevado nas glandulas de seda das lagartas durante a
alimentacdo, diminui durante a ecdise, atinge um maximo durante a fiagdo do casulo e,
posteriormente, cai rapidamente para um nivel indetectavel (Zurovec et al., 1998). No
presente estudo, os niveis de seroina em B. mori tiveram seus niveis de expressao reduzidos
em lagartas criadas a 34 °C em relagdo as criadas em 26 °C durante o quinto instar, periodo

em que as lagartas se preparam para a confec¢do do casulo.
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Reducgdo da resisténcia a patogenos

O sistema imune inato dos insetos consiste em respostas celulares e humorais (Wu
& Y1, 2008). A resposta imune celular refere-se a fagocitose e encapsulamento, mediadas por
hemocitos circulantes (Hillyer, 2016), enquanto a resposta imune humoral inclui a sintese de
peptideos antimicrobianos (AMPs), ativacdao do sistema profenoloxidase (proPO) e geragao
de oxigénio reativo espécies (ROS) no corpo gorduroso, hemocitos ou outros tecidos
(Hoffmann, 1995). Estudos anteriores relataram a expressao das Hsps (do inglés, Heat shock
proteins), e seu importante papel no processo de resisténcia ao calor em insetos. Sao uma
familia de proteinas que ajudam os organismos a se adaptarem e se protegerem contra danos
celulares induzidos pelo ambiente, sendo também essenciais na regulagdo da apoptose e

ativagdo do sistema imunologico inato (Lindquist & Craig, 1998).

Em relagdo ao presente estudo, uma das proteinas Hsp identificada, Hsp70,
mostrou-se down regulada (Figuras 4 e 5, Tabela Suplementar 1) Segundo Wu & Yi (2008),
a regulacdo positiva de Hsp70 pode ativar as vias de sinaliza¢do relacionadas ao sistema
imunoldgico e consequentemente aumentar as respostas imunes celulares, a exemplo
encapsulamento e fagocitose, auxiliando os organismos a lidar com os riscos ambientais.
Sendo assim, as lagartas criadas a 34 °C estdo possivelmente tendo seus processos de respostas
imunes afetadas, assim como foi observado por Li et al. (2013) em lagartas da linhagem
Nistari mantidas a 32°C durante o quinto instar. Enquanto isso, a sHsp19.15 mostrou-se up
regulada (Figuras 4 e 5, Tabela Suplementar 1). A sHsp19.5 faz parte do grupo das sHsps (do
inglés, Small heat shock proteins), e sdo extremamente importantes devido a sua funcao de
chaperonas moleculares, sendo responsaveis por protegerem outras proteinas da desnaturagdo
durante processos de estresse (Haslbeck et al. 2005; Li et al., 2009; Basha et al. 2012). Essas
sHsps também estdo envolvidas em processos celulares como apoptose e autofagia, actina e
dindmica de filamentos intermediarios, organizacao do citoesqueleto e fluidez de membrana
(Haslbeck 2002; Quinlan, 2002; Tsvetkova et al. 2002; Sun & MacRae, 2005). Apesar da
importancia semelhante das Hsps, o diferente padrao de expressdo de genes Hsp no presente
estudo ja foi observado em outros trabalhos, e indica que pode haver diferencas na expressao

e funcdo desses genes em resposta a alta temperatura (Xiao et al., 2017).

Um outro grupo importante de proteinas envolvidas no mecanismo de resisténcia
a patdégenos sdo as lipoproteinas mais abundantes na hemolinfa durante o quinto instar até

estagio de pupa em B. mori, que tem baixa massa molecular de 30 kDa (30KPs). 30KPs
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possuem funcdo de inibir a morte celular programada (Rhee et al. 2002) prolongando a
sobrevivéncia celular (Shi et al., 2015). 30KPs podem ser conjugadas a glicose, dextrano,
maltose e glicoproteinas, podendo agir como um mecanismo de defesa (Ujita et al., 2005,
Ueno et al., 2006; Shi et al., 2015). Um mecanismo do sistema imunolégico inato de B. mori
contra fungos envolve a interagao de 30KPs de ligagdo a b-glicanas fingicas, que ativa a
profenoloxidase (proPO), interferindo assim no crescimento de hifas de modo a proteger B.
mori da infestagdo fungica (Ujita et al. 2005; Shi et al., 2015). No presente estudo, todos os
genes de 30KPs se demonstraram down regulados, evidenciando que a temperatura de 34 °C
pode estar afetando diretamente a resposta imunoldgica a patégenos, assim como pode reduzir

a sobrevivéncia celular, prejudicando o desenvolvimento das lagartas e sua produgao de seda.

Em conclusdo, os nossos dados indicam que a criagdo de lagartas de B. mori a 34
°C em comparagdo a lagartas mantidas a 26 °C durante o quinto instar afetam diretamente o
crescimento, desenvolvimento e o sistema imunoldgico desses insetos, tendo como
consequéncia um efeito prejudicial na produ¢ao de seda. Entender a resposta a determinadas
temperaturas pode ser uma estratégia interessante para o aprimoramento da producdo de seda,
visto que ¢ um dos fatores que mais impactam a cadeia produtiva. Novas abordagens
experimentais para ampliar o conhecimento sobre a temperatura sao necessarias, a exemplo,
outras temperaturas de criacdo, ¢ at¢é mesmo a combinagdo de diferentes temperaturas em
diferentes estagios de desenvolvimento das lagartas de B. mori para estabelecer a melhor

temperatura de criagdo e rentabilidade.
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CAPITULO 11

Variacdo na temperatura de criacio de Bombyx mori Linnaeus,
1758 (Lepidoptera: Bombycidae) e sua influéncia na expressao de
elementos transponiveis

O manuscrito sera submetido ao periddico Insect Molecular Biology.
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Resumo

Os elementos transponiveis (TEs) sao sequéncias de DNA com capacidade de se mover de
um local gendmico para outro, constituindo uma fragao significativa dos genomas de grande
parte dos eucariotos. Esses elementos sdo importantes por sua influéncia na diversidade
genética e evolucdo gendmica, podendo também impactar na expressao gé€nica. No presente
estudo identificamos e caracterizamos os TEs em transcritos de B. mori, lepidoptero de
importancia comercial na produ¢do de seda no Brasil e no mundo, submetidos a duas
temperaturas de criacdo, 26°C e 34°C. A identificagdo e comparagao foi realizada a partir de
buscas baseadas em bancos de dados utilizando a ferramenta blastn, além de buscas baseadas
em Hidden Markov Model. Foram identificados 11.697 transcritos com semelhanga
significativas a TEs e/ou dominios caracteristicos. Os TEs identificados foram classificados
em ordens, superfamilias e outros clados. Os retrotransposons representaram 79% de
transcritos identificados relacionados a TEs, em especial os da ordem LINE, enquanto os
transposons de DNA representaram cerca de 21% dos transcritos identificados, com a maioria
das sequéncias pertencentes a ordem TIR. Os transcritos sem classificacdo representaram
aproximadamente 6%. Por sua vez, a andlise de expressdo diferencial de TEs em lagartas
criadas a 26 °C e 34 °C indicou a presenca de 784 sequéncias semelhantes a TEs, sendo 227
sequéncias up reguladas e 557 down reguladas. Dessa forma, os dados contribuem para um
melhor entendimento da distribui¢do de elementos genéticos moveis na espécie e demonstram
que a temperatura pode estar relacionada com a modulagdo de TEs.

Palavras-chave: Estresse térmico; retrotransposons; transposons de DNA; transcriptoma.
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1. Introducio

Os elementos genéticos moveis ou elementos transponiveis sdo sequéncias de
DNA que possuem a capacidade de mudar sua posi¢ao dentro de um genoma, podendo criar
copias durante o processo de mobilizagao (Kazazian, 2004; Bourque et al., 2018; Drongitis et
al., 2019). Esses elementos compreendem uma parte consideravel do genoma em diversas
espécies. Em Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), considerado um inseto modelo usado
em varios estudos, e economicamente relevante na cadeia produtiva de seda, assim como nas
industrias de biotecnologia, os TEs representam em torno de 46% do genoma total

(Kawamoto et al., 2019).

Os TEs normalmente sdo classificados em classes com base em seu mecanismo
de transposi¢cdo, de acordo com a presenga ou auséncia de um intermedidrio de RNA
(retrotransposons ou classe I, e transposons de DNA ou classe II, respectivamente). Podem
também ser classificados em subclasses, ordens, superfamilias, familias e subfamilias,
segundo o sistema de classificacao proposto por Wicker et al. (2007), e ainda como autdénomos
e ndo autdbnomos (dependendo da sua capacidade de codificar os dominios necessarios para

sua transposi¢ao).

Os TEs de classe I utilizam um mecanismo de “copiar e colar” (Wicker et al.,
2007; Bourque et al., 2018; Yokoi et al., 2022) e sao divididos em cinco ordens, sendo elas:
Long Terminal Repeats (LTRs), Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence (DIRS),
Penelope-like (PLE), Long Interspersed Nuclear Element (LINEs), e Short Interspersed
Nuclear Elements (SINEs). Essas ordens ainda podem ser divididas em superfamilias. Os
LTRs, por exemplo, sdo divididos em cinco superfamilias, sendo elas: Copia, Gypsy, Bel-
Pao, Retrovirus e ERV. Enquanto isso, os TEs de classe Il movem-se usando um mecanismo
de “recortar e colar” (Wicker et al., 2007; Bourque et al., 2018; Yokoi et al., 2022). Os TEs
classe II também sdo divididos em ordens, dentre elas Terminal Inverted Repeat (TIRs) e
Crypton (subclasse 1), e Helitron e Marverick (subclasse 2). Cada ordem ¢ também

classificada em superfamilias, das quais algumas sdo divididas em varias familias.

Diversos efeitos de TEs nas espécies hospedeiras ja foram relatados. A
mobilizagdo, expressao e inser¢cao de TEs podem ser deletérias se nao forem controladas, com
efeitos negativos em seus hospedeiros (Zamudio & Bourc'His, 2010; Drongitis et al., 2019).
No entanto, eles também envolvidos na formagdo da estrutura gendmica, servem como fonte

de mutagdes e estdo envolvidos também no mecanismo de regulacdo da expressdo génica
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(Slotkin & Martienssen, 2007) e de diversos processos biologicos, como transcrigao de genes,
splicing alternativo e tradu¢ao do RNA (DeSouza et al., 2013; Drongitis et al., 2019). Dessa
forma, ¢ possivel dizer que, por um lado, os TEs podem induzir mutacdes deletérias, causando
disfungdes, doencas e até letalidade nos individuos. Por outro lado, os TEs podem aumentar
a variabilidade genética, proporcionando as populagdes uma melhor resposta adaptativa a
determinadas mudancas ambientais. Sendo assim, os TEs podem ser considerados ao mesmo

tempo “parasitas” e “simbiontes” do genoma, de acordo com a modulacdo de sua atuagao.

Diversos estudos tém sugerido um papel adaptativo de TEs na resposta ao estresse
(Capy et al., 2000; Fablet & Vieira, 2011; Chénais et al., 2012; Casacuberta & Gonzalez,
2013; Rey et al., 2016). Entretanto, informagdes sobre a relacio entre elementos transponiveis
e sua atuacao na resposta a diferentes condi¢cdes de temperatura em B. mori ainda nao foi
elucidada. Dessa forma, no presente estudo realizamos a identificagao e caracterizacao de TEs
nos transcritos de Bombyx mori e a analise de expressdo diferencial de TEs em lagartas
mantidas a 26 °C e 34 °C durante o quinto instar, a fim de entender a resposta desses elementos

a situacdo de estresse térmico durante o periodo mais critico da vida desse inseto.

2. Material e Métodos
2.1 Criacao das lagartas

A criagdo das lagartas para obtengdo do transcriptoma foi realizada segundo
Lopes et al., (2023) (em fase de pré-publicagdo). Duas temperaturas de criacao foram testadas,
uma para cada grupo experimental: (1) 26 °C, e (2) 34 °C durante o quinto instar do estagio
larval. Ao final desse estagio, trés lagartas de cada grupo experimental foram selecionadas

aleatoriamente e imediatamente mantidas em freezer -80°C para posterior extracdo de RNA.
2.2 Extraciao de RNA e sequenciamento

Trés lagartas de cada grupo foram selecionadas para extracdo de RNA e
sequenciamento. Os individuos criados a 26 °C foram identificados como BM26A, BM26B e
BM26C, e, os criados a 34 °C, como BM34A, BM34C e BM34C. A extragdo, purificagdo e
avaliagdo da integridade do RNA seguiram as metodologias descritas por Lopes et al., (2023)

(em fase de pré-publicagdo).
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As amostras de RNA total (trés réplicas bioldgicas por tratamento) foram
submetidas para preparagao de bibliotecas de cDNA usando protocolo dUTP-stranded e um
minimo de 20 milhdes de paired-end reads (2x125-bp) por amostra foram sequenciados
usando a tecnologia Illumina HiSeq 2500. O processamento dos dados brutos foi feito
utilizando o Illumina CASAVA pipeline, para obtencao dos dados de sequencias no formato

FASTQ.
2.3 Montagem do transcriptoma e analise de expressao diferencial

Os parametros de qualidade das leituras geradas apds o sequenciamento para cada
biblioteca foram avaliados com o auxilio da ferramenta FastQC v0.11.3
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), seguidos da corre¢ao dos
reads raros no programa rCorrector v1.0.4 (https://github.com/mourisl/Rcorrector). Os reads
ndo corrigidos foram retirados com o script FilterUncorrectabledPEfastq.py
(https://github.com/harvardinformatics/TranscriptomeAssemblyTools/blob/master/FilterUnc
orrectabledPEfastq.py). A remocao de pares de bases de baixa qualidade, fragmentos curtos
e sequéncias adaptadoras do processo de sequenciamento foram realizadas com o programa

TrimGalore! v0.6.5 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/).

Os transcriptomas das seis bibliotecas sequenciadas foram alinhados ao genoma
de referéncia disponivel no NCBI, de nimero de referéncia Ref Seq GCF 014905235 1
utilizando o programa HISAT2 v2.1.0 (Kim et al, 2019). A montagem guiada do
transcriptoma realizada com 0 programa StringTie v2.1.1
(http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/). A qualidade da montagem obtida foi descrita por
Lopes et al., (2023) (em fase de pré-publicacdo).

A analise de expressdo génica diferencial entre os grupos experimentais de
lagartas mantidas a 26°C e 34°C foi avaliada com o pacote DESeq2 v1.26.0
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html) (Love et al., 2014),
implementado no programa RStudio v2021.09.0 Build 351 (https://rstudio.com/). Somente os
transcritos diferencialmente expressos com probabilidade ajustada de p menor que o limite

alfa de 5% (padj < 0,05) e log2foldchange > 2,0 foram considerados.


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://github.com/mourisl/Rcorrector
https://github.com/harvardinformatics/TranscriptomeAssemblyTools/blob/master/FilterUncorrectabledPEfastq.py
https://github.com/harvardinformatics/TranscriptomeAssemblyTools/blob/master/FilterUncorrectabledPEfastq.py
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/)
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
https://rstudio.com/
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2.4 Anotacio de TEs

Para a identificacdo e caracterizacdo de sequéncias de TEs em B. mori, os
transcritos foram anotados de acordo com a sua similaridade a elementos previamente

caracterizados disponiveis em diferentes bancos de dados.

A identificacdo e caracterizacdo de TEs no transcriptoma montado foram
realizadas com os bancos de dados Repbase (Taxon: Hexapoda) (Bao et al., 2015) e Arthropod
Transposable Elements Database (ArTEdb) (Taxon: Insecta) (http://artedb.net/), utilizando a
ferramenta blastn e considerando apenas sequéncias com identidade minima de 60%. utilizando

a ferramenta blastn.

A identificacdo de familias proteicas de TEs no transcriptoma montado foi
realizada utilizando o Dfam v 3.7 (https://www.dfam.org/), considerando apenas as familias
curadas na busca, e Gypsy Database (LTRs e TIRs Seq. DB) (Llorens et al., 2011), utilizando
a ferramenta blastn e considerando apenas sequéncias com identidade minima de 60%. Para a
localizagdo de dominios proteicos caracteristicos de TEs, foi utilizado o Pfam

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

A identificacdo de familias de TEs no genoma de referéncia para a montagem do
transcriptoma foi utilizada como banco de dados para posterior comparagdo com o
transcriptoma montado. A identificagdo dos elementos no genoma foi realizada no programa
RepeatModeler v.2.0.3 e, posteriormente, o CD-HIT (http://cd-hit.org), para agrupar
sequéncias bioldgicas com objetivo de reduzir a redundincia de sequéncias e melhorar o
desempenho das andlises, utilizando um threshold de identidade > 80%. A comparagao entre
os TEs identificados no genoma e o transcriptoma montado foi realizado pela ferramenta

blastn.


http://artedb.net/
https://www.dfam.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://cd-hit.org/
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3. Resultados

3.1 Identificacdo e caracterizacdo de elementos transponiveis no transcriptoma de

Bombyx mori

A anotagdo usando o banco de dados Repbase previu a presenca de 7.402
transcritos semelhantes a TEs, distribuidos em 1.007 identificagdes diferentes e agrupados em
mais de 20 superfamilias/clados (Tabela Suplementar 1), com porcentagem de similaridade
variando de 64 a 100% e comprimento de alinhamento até 5.957 pb. O elemento BM1 foi o
mais abundante, com 1.448 anotagdes, seguidos de Zenon BM (650 anotacdes) e elementos

Gypsy (450 anotacdes).

Enquanto isso, o alinhamento blastn do transcriptoma montado ao banco de dados
ArTEDB permitiu a identificagdo de 11.235 sequéncias de TEs, distribuidas em 1.256
diferentes identificacdes. As sequéncias de maior identificagdo se deram com sequéncias de
Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (9.772 sequéncias), seguidos de Melitaea cinxia
Lepidoptera: Nymphalidae) (410 sequéncias) e Locusta migratoria (Orthoptera: Acrididae)
(287 sequéncias), variando de 63 a 100% de identificagdo (Tabela Suplementar 2). A
sequéncia STRG.14683.1 apresentou o maior comprimento de alinhamento (8.264 pb), com
99,7% de identificagdo e caracterizado como um elemento da ordem LTR, superfamilia Bel-

Pao BEL-13 BomMor LTR/Pao bm 1226 (e-value 0.0).

A busca de dominios proteicos na base de dados do Dfam resultou em um total de
3.117 transcritos com ao menos um dominio relacionado a transposi¢ao de TEs. A frequéncia
das principais familias e dominios de proteina estdo identificados na Tabela Suplementar 3.
Os elementos identificados mais abundantes tiveram maior similaridade com sequéncias de
borboletas do género Heliconius (Lepidoptera: Nymphalidae), sendo as mais numerosas CR1-
Zenon-2_Diul e CR1-Zenon-4 Diul, e com insetos da espécie Sitophilus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae), sendo a sequéncia a TE0535 SO2 FAMO152 mais abundante e pertencente

a ordem dos retrotransposons e da ordem LINE, superfamilia /.

A busca no Gypsy Database (LTRs e TIRs Seq. DB) permitiu a identificagao de
240 sequéncias de retrotransposons da ordem LTR e de 8§ transposons de DNA da ordem TIR,
com elementos variando de 73% a 100% de identificacdo (Tabela Suplementar 4). Os TEs
LTRs mais abundantes foram LTR3' Mdgl, LTR3' Del e LTR3' Skipper, enquanto dentro
da ordem TIR foram identificados somente os TEs BmGINGER2a e HmGINGER1-3.
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A busca por dominios proteicos caracteristicos de TEs no Pfam, baseada em
Hidden Markov Model, resultou em um total de 699 transcritos agrupados em 17 dominios
relacionados a transposi¢do de TEs (Tabela Suplementar 5). Os dominios mais frequentes
foram: Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase) (RVT 1), Endonuclease-
reverse transcriptase (Exo_endo phos 2) e DDE superfamily endonuclease (DDE Tnp 4)
(Figura 1).

[PF10551.12] MULE
[PF03221.19] HTH_Tnp_Tch
[PF13976.9] gag_pre-integrs
[PF03732.20] Retrotrans_gag
[PF14214.9] Helitron_like_N
[PF05699.17] Dimer_Tnp_hAT
[PF03184.22] DDE_1
[PF13837.9] Myb_DNA-bind_4
[PFO0665.29] rve

[PF13355.9] DDE_3

[PF00075.27] RNase_H

Pfam domain

[PF14223 9] Retrotran_gag_2
[PRO7T27 AT] RVT_2
[PF05970.17] PIF1
[PF13359.9] DDE_Tnp_4
[PF14529 9] Exo_endo_phos_2
[PF00078.30] RVT_1

Figura 1. Dominios proteicos Pfam caracteristicos de elementos transponiveis nas sequéncias
do transcriptoma montado de B. mori e o nimero de transcritos relacionados a cada dominio.

O dominio RVT 1 foi o mais numeroso.

A anotacdo de TEs usando o blastn mostrou que 7.910 sequéncias tém
correspondéncia com os elementos do genoma de referéncia identificado pelo
RepeatModeler2, sendo 3.614 delas distribuidos em 13 superfamilias conhecidas (Tabela
Suplementar S6). A ordem mais abundante de TEs foi a ordem dos retrotransposons LINE
(sendo os TEs mais abundantes CRI-Zenon, Jockey € RTE-BovB), seguida de transposons de
DNA da ordem TIR (sendo P, TcMar-Mariner € TcMar-Tcl os mais abundantes) (Tabela

Suplementar 6).

A reunido de todas as informagdes obtidas em diferentes bancos de dados

(Repbase, ArTEDB, Gypsy, Dfam, Pfam e RepeatModeler2) permitiu a identificagdo de
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11.697 sequéncias semelhantes a TEs no transcriptoma de B. mori, que apresentaram
identificacdo com pelo menos um banco de dados. A maioria das sequéncias relacionadas a
TEs puderam ser classificadas em diferentes categorias de elementos genéticos moveis

(classes, ordens e superfamilias/clados) (Figuras 2 e 3, Tabela Suplementar 7).

=L TR = LINE Penelope = SINE - Undefined Retrotransposon
= TIR = Maverick = Helitron = Undefined DNA transposon

Figura 2. Distribui¢ao de sequéncias relacionadas a TEs identificados no transcriptoma de B.
mori em duas classes, elementos de classe I (retrotransposons) e elementos de classe I1 (DNA

transposons), € em suas respectivas ordens. Os elementos de Classe I foram predominantes.

Os retrotransposons representaram aproximadamente 79% dos transcritos totais
que foram classificados em diferentes clados (8.339 transcritos), com destaque para as ordens
LINE e LTR, que representaram 50 e 28%, respectivamente. Dentre os retrotransposons, a
ordem LINE além de mais numerosa também foi a mais diversa, abrangendo 12
superfamilias/clados (Figura 3). Enquanto isso, na classe dos DNA transposons, que
representaram em torno de 21% dos transcritos identificados, a ordem a ordem TIR
compreendeu 56% dos DNA transposons e sendo a ordem mais diversa (17
superfamilias/clados), seguida da ordem Helitron, que representou em torno de 13% dos DNA

transposons.
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=L TR = LINE Penelope = SINE - Undefined Retrotransposon

= TIR = Maverick = Helitron = Undefined DNA transposon
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Figura 3. Distribui¢do de sequéncias relacionadas a TEs identificados no transcriptoma de B. mori. No eixo vertical, o nimero de sequéncias

correspondentes a cada elemento. No eixo horizontal, a divisdo entre duas classes (I e II) e classificacdo dos elementos em superfamilias/clados.
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3.2 Expressao diferencial

A andlise de expressao diferencial foi realizada com um total de 28.683 transcritos
do transcriptoma montado pelo StringTie. Como resultado, 3.115 sequéncias foram
diferencialmente expressas (padj < 0,05; Log2FoldChange > 2,0). Destes, 1.696 foram down
reguladas e 1.419 up reguladas nas lagartas criadas a 34 °C em relacdo as criadas a 26 °C.
Dentre as sequéncias diferencialmente expressas, 784 sequéncias apresentaram pelo menos
uma identificagdo com sequéncias TEs nos bancos de dados utilizados, sendo 227 sequéncias
de TEs up reguladas e 557 sequéncias down reguladas (Tabela Suplementar 8, Figuras 4 e 5).
Os retrotransposons também representaram a maioria das sequéncias diferencialmente

expressas identificadas, aproximadamente 57%.

Entre os transcritos up regulados, a superfamilia de retrotransposon LTR Bel-Pao
foi a mais numerosa, compreendendo 31 sequéncias. Entre os transcritos down regulados, a
superfamilias Bel-Pao ¢ Gypsy da ordem LTR foram as mais numerosas, com 42 ¢ 34
sequéncias, respectivamente. Enquanto isso, a superfamilia Copia, pertencente a mesma

ordem, apresentou somente uma sequéncia.

Enquanto isso, somente 29 sequéncias up reguladas foram identificadas como
DNA transposons. A ordem TIR foi a mais abundante, ¢ o clado Tcl o mais numeroso da
ordem, com 6 sequéncias. Entre os transcritos down regulados, a quantidade de transcritos
DNA transposons foi quase quatro vezes maior (114 sequéncias), sendo o clado Sola o mais

numeroso (27 sequéncias), seguido das superfamilias 24T e Helitron (12 transcritos cada).
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[STRG.12271.2] Mariner
[STRG.13220.1] Ginger
[STRG.14573.1] ISL2EU
[STRG.15841.2] Tet
[STRG.12873.1] CR1
[STRG.10550.1] CR1
[STRG.10976.1]/
[STRG.11767.1] Jockey
[STRG.10063.1] RTE-BovB
[STRG.11383.1] RTE
[STRG.13743.1] Gypsy
[STRG.15490.3] Gypsy
[STRG.12906.1] Bel-Pao
[STRG.17553.2] Helitron
[STRG.17207 1] PiggyBac
[STRG.3390.10] Sola
[STRG.235.2] hAT

1_ [STRG.11685.1] hAT
[STRG.16132.1] PIF-Harbinger
[STRG.7995.1] PIF-Harbinger
[STRG.242.1] Maverick
[STRG.12007.1] CACTA
[STRG.3481.1] L2
[STRG.5489.1] CR1
[STRG.9155.1] RTE-BovB
[STRG.11911.1] Jockey
[STRG.2375.1] Jockey
[STRG.94686.1] Gypsy
[STRG.6305.1] Copia

BM26A
BM26B
BM26C
BM34A
BM34B
BM34C

Figura 4. Representacdo de elementos transponiveis diferencialmente expressos no
transcriptoma de B. mori. Os niveis de RNAm sdo representados pelas contagens estimadas
normalizadas em DESeq2 (rlog). As diferentes tonalidades de vermelho indicam genes up
(em tons mais escuros) e down regulados (destacados em tons mais claros) em cada biblioteca.
Os nomes putativos dos genes estdo a direita com as identificagdes dos transcritos

correspondentes.

1 202 926 1610 2293 3339 3493 4505

ORF 2

Figura 5. Representacdo esquematica da organizacdo dos dominios de codificagdo de
proteinas na sequéncia STRG 9105.1 (fibrohexamerin) em B. mori. A sequéncia foi
representada em niimero de aminodcidos. Abreviagdes: RT = transcriptase reversa; ORF =

Open Reading Frame.
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4. Discussao

No presente estudo, 11.697 transcritos apresentaram semelhanca com pelo menos
um dos seis bancos de dados utilizados na pesquisa desses elementos, representando 40% dos
transcritos totais montados. Esses nimeros elevados de transcritos com semelhangas a TEs se
dao pois em muitos casos, as sequéncias de TEs sao encontradas de forma parcial nos genomas
e transcriptomas (Osanai-Futahashi et al., 2008). A busca de TEs por homologia utilizando
diferentes bancos de dados permite que a quantidade e a qualidade das informagdes sejam
maiores, principalmente quando se estuda elementos com estrutura e sequéncias tao variaveis.
Ademais, a utilizagdo de diferentes bancos de dados também se justifica pela quantidade
reduzida de informagdes sobre TEs em espécies de invertebrados em comparagdo com
espécies de vertebrados, especialmente mamiferos. No presente estudo foi possivel observar
que muitos transcritos ndo puderam ser caracterizados pois suas informagdes eram

desconhecidas (Figuras 2 e 3, Tabela Suplementar 7).

Os elementos genéticos moveis representam uma parte significativa no genoma
de eucariotos. Em B. mori, por exemplo, esses elementos representam cerca de 46% da
composicdo do genoma (Kawamoto et al., 2019), e muitas vezes podem ser
transcricionalmente ativos. Com o avango das tecnologias e os sequenciamentos de nova
geracdo (NGS, do inglés Next Generation Sequencing), os transcriptomas obtidos por RNA-
Seq tem permitido um melhor entendimento da expressdo de TEs com uma variedade de
agentes de estresse (Mombach et al., 2022) e proporcionando uma melhor identificagdo e
caracterizacao desses elementos. Diversos estudos sugerem que situacdes de estresse, biodtico
ou abidtico, podem estimular a expressao ou mobilizagao desses elementos em diversos
organismos. Em Drosophila, por exemplo, um inseto com uma das melhores qualidades de
genomas anotados e um dos conjuntos de sequéncias TE mais bem caracterizados, ja ¢
sugerido que o estresse nao leva a ativagdo geral de TEs, mas diferentes situagdes de estresse
podem ativar ou reprimir conjuntos de TEs (Mombach et al., 2022). Dessa maneira, fazer uma
investigagdo dos transcritos de B. mori, uma espécie amplamente estudada como inseto
modelo e protagonista da cadeira produtora de seda no Brasil e no mundo se torna algo muito

relevante.

A proporc¢do de retrotransposons e DNA transposons (79 e 21% respectivamente)
das sequéncias classificadas ¢ similar as encontradas em outro estudo de B. mori (Osanai-
Futahashi et al., 2008). Os retrotransposons normalmente constituem a maior porc¢ao

repetitiva nos genomas eucariotos devido ao seu mecanismo de mobilizacdo, onde, a cada



61

ciclo de replicagdo uma nova copia do elemento ¢ produzida (Kazazian, 2004; Finnegan,

2012).

Os retrotransposons, ou elementos de classe I sao subdivididos em cinco ordens,
sendo elas LTR, DIRS, PLE, LINE e SINE. Transcritos da ordem DIRS ndo foram
identificados no transcriptoma de B. mori, A auséncia da identificagdo desses elementos
também foi observada em outros estudos (Osanai-Futahashi et al., 2008; Kawamoto et al.,
2019). Os elementos LTRs sdo caracterizados por suas repeticdes terminais longas
flanqueando diretamente uma regido de codificacao interna e seu mecanismo de transposi¢ao
¢ compartilhado com os retrovirus (Wicker et al., 2007; Finnegan, 2012). Das cinco
superfamilias de retrotransposons, somente trés foram observadas no presente estudo (Bel-
Pao, Copia e Gypsy). Os elementos Gypsy foram os mais abundantes (551 transcritos),
seguidos de Bel-Pao (407 transcritos) e Copia (80 transcritos). Sendo assim, os LTRs foram
o segundo grupo mais numeroso de retrotransposons em B. mori. Esses resultados diferem
dos estudos do genoma de B. mori de Osanai-Futahashi et al. (2008) e Kawamoto et al. (2019),

onde a ordem LTR foi a mais e menos que outras ordens, respectivamente.

Os elementos LINE, segundo a classificagao proposta por Wicker et al. (2007),
eram classificados somente em cinco grandes superfamilias: R2, LI, RTE, I e Jockey. No
entanto, devido a auséncia de um consenso entre as classifica¢des, além do avango nos estudos
dos TEs, novas classificagdes foram propostas (Kapitonov et al., 2009; Piégu et al., 2015), e
1sso permitiu que pudéssemos classificar as sequéncias relacionadas a TEs no presente estudo
em 12 diferentes clados: CRI-Zenon, CRI, RTE, RTE-BovB, I, L1, L2, R1, R2, R4 € Proto2,
visto que alguns bancos de dados j& possuem essas classificagdes mais abrangentes. Os
elementos da ordem LINE foram os mais abundantes no transcriptoma de B. mori no presente
estudo. Esse resultado ¢ similar ao estudo do genoma de B. mori de Osanai-Futahashi et al.
(2008). No entanto, em comparacao com outras espécies de insetos, como Anopheles gambiae
(Diptera: Culicidae) e Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae), esses resultados
diferem consideravelmente. Em 4. gambiae, LTRs e SINEs compreendem a maior por¢ao de
sequéncias de TEs, enquanto em D. melanogaster, a maior por¢do de sequéncias de TEs
pertencem a ordem dos LTRs, Diferentemente da composicao do genoma de A. gambiae e do
estudo de Kawamoto et al. (2019) em B. mori, os elementos SINEs em B. mori foram os
menos abundantes dentre os retrotransposons no presente estudo, seguidos dos elementos

PLE.
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A classe de transposons de DNA, também chamada de classe II, ¢ subdividida em
duas subclasses, sendo a Subclasse 1 constituida pelas ordens TIR e Crypton, que
compreendem os TEs que utilizam um mecanismo de “cortar e colar” e sdo caracterizados por
repeticdes terminais invertidas (Wicker et al., 2007). No transcriptoma de B. mori, foram
identificadas as superfamilias e outros clados da ordem TIR: Tc1, Sola, hAT, PIF-Harbinger,
Mariner, PiggyBac, P, Ginger, m44, ISL2EU, Fotl, CACTA, Transib, Kolobok, Tc1- Mariner,
Academ e Zator. Os clado Tcl, pertencente a superfamilia Tc1-Mariner, e a superfamilia Sola
representaram os grupos de TEs mais abundantes, com 221 e 173 sequéncias anotadas,
respectivamente. O resultado condiz com o estudo do genoma de B. mori Osanai-Futahashi
et al. (2008), onde os elementos da superfamilia Tc/-Mariner foram os mais abundantes, e
condiz com outros estudos anteriores da espécie (Robertson & Asplund, 1996; Tomita et al.,
1997; Robertson ¢ Walden, 2003). Enquanto isso, a subclasse II dos transposons de DNA
compreende as ordens Helitron ¢ Maverick (Polintons), que utilizam um mecanismo de
transposi¢cdo que envolve a replicacdo sem clivagem da dupla fita. No presente estudo, foram
identificadas 198 sequéncias com semelhanca a TEs Helitrons, enquanto apenas 11

sequéncias apresentaram similaridade com elementos Maverick.

No presente estudo, foi possivel observar a possibilidade da ocorréncia de
inser¢des de TEs em genes especificos. O elevado numero de sequéncias com identificacao
com TEs e a anotagdo das sequéncias que codificam diferentes fungdes em B. mori foi
observado, em especial nos genes diferencialmente expressos (craniofacial development

protein 2-like, ecdysone 20-hydroxylase, cytocrome P450, fibrohexamerin, entre outros).

Em relagdo a andlise de expressdo diferencial, também foi possivel observar que
a quantidade de transcritos com semelhanga a TEs regulados positivamente foi 2,5 vezes
menor que a quantidade de transcritos down regulados (Tabela Suplementar 8). Transcritos
zinc finger BED domain-containing protein 4-like down regulados foram identificados e
classificados como DNA transposons da familia 24T a partir dos dados dos seis bancos de
dados utilizados. A relagdo entre fatores de transcrigdo zinc fingers e resisténcia a temperatura
jé foi estabelecida em alguns estudos de B. mori (Li et al., 2012; Guo et al., 2018). A
identificacao das sequéncias desses transcritos diferencialmente expressos com sequéncias de
DNA transposons no presente estudo se da possivelmente devido a possibilidade das proteinas
do dominio ZBED terem derivado da superfamilia de DNA transposons 247 (Hayward et al.,
2013).
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Enquanto isso, em busca de transcritos envolvidos com a resisténcia a
temperatura, o transcrito down regulado STRG.9466.1 (heat shock 70 kDa protein) foi
identificado. Ja é conhecido que a transcricdo do gene Hsp70, que ¢ ativada por fatores de
choque térmico (HSFs) em situagdes de estresse, torna-se rapidamente atenuada quando as
condigdes de estresse diminuem, para mitigar a influéncia que Hsp70 tem no crescimento e
divisdo celular (Feder et al., 1992; Morimoto, 1998). Uma vez produzida, a Hsp70 interage
com a Hsp90 “distraindo-a” de sua funcdo regulatéria de piwi-RNAs, que tem papel
conhecido de reprimir e silenciar transposons por mecanismos transcricionais ou pos-
transcricionais ¢ mantém a integridade do genoma, e permitindo a expressdao de TEs
(Cappucci et al., 2019). Sendo assim, em Drosophila, ja ¢ conhecido que as condi¢des do
estresse, que consequentemente refletem no nivel de expressao de Hsp70, modulam a

consequente ativagdo de TEs.

Neste estudo apresentamos a identificagdo e a caracterizacdo de TEs no
transcriptoma de Bombyx mori da linhagem comercial brasileira utilizando seis diferentes
bancos de dados com sequéncias de elementos genéticos moveis. Nossos resultados revelaram
uma grande diversidade de TEs na espécie. Além disso, avaliamos a expressao relativa de
elementos genéticos moveis em lagartas criadas a 26° e 34 °C durante todo o quinto instar.
Nossos dados contribuem para o conhecimento da composicao desses elementos dentro do
transcriptoma de B. mori e evidenciam um elevado nimero de sequéncias com identificagdo
com TEs que representam diferentes fungdes em B. mori. Ademais, a temperatura pode estar

relacionada com a modulacdo de sequéncias semelhantes a TEs.
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7. CONCLUSOES FINAIS

Os dados apresentados neste estudo sdo inovadores para o estudo de B. mori da
linhagem comercial brasileira, evidenciando vias metabolicas importantes no processo de
resposta a temperatura. Essas informagdes iniciais sao relevantes para futuras estratégias que
permitam o melhor desempenho da producdo de seda no Brasil e no Estado do Parana. Entre

as principais contribui¢des, podemos citar:

e A criacdo de lagartas de B. mori a 34 °C em comparacao a lagartas mantidas a 26 °C
durante o quinto instar afetam diretamente o crescimento, desenvolvimento € o
sistema imunologico desses insetos, tendo como consequéncia um efeito prejudicial
na produgdo de casulos de seda;

e A caracterizacdo do transcriptoma de B. mori utilizando diferentes bancos de dados
de elementos genéticos moveis revelou que grande parte dos transcritos da espécie
possuem identificagdo com sequéncias de TEs, € que a maior por¢ao desses transcritos
sao retrotransposons da ordem LINE;

e A pesquisa de elementos transponiveis no transcriptoma de B. mori revelou uma
diversidade consideravel desses elementos em sequéncias transcritas dessa linhagem
e contribuem significativamente para o conhecimento da composi¢do desses

elementos dentro do transcriptoma de B. mori.



