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RESUMO 
 
 

O bicho-da-seda (Bombyx mori) é um inseto domesticado economicamente importante para a 
produção de seda e seus derivados. No entanto, variações de temperatura influem no 
desenvolvimento desse lepidóptero e impactam diretamente na produção de casulos de seda, 
ocasionando grandes perdas econômicas. Neste trabalho utilizamos o sequenciamento de RNA 
para a obtenção das bibliotecas e posterior montagem dos transcriptomas, utilizando um 
genoma de referência, a fim de entender a expressão gênica em duas condições de temperatura, 
26°C e 34°C. O estudo comparativo dos transcritos revelou a expressão diferencial de vários 
genes relacionados a imunidade, fatores de transcrição, proteínas de choque térmico e genes 
envolvidos na produção de seda. Os dados de qRT-PCR validaram as regulações positivas e 
negativas de seis desses genes. Além disso, buscamos explorar a influência das duas 
temperaturas no desenvolvimento e produção de casulos de seda. As lagartas mantidas na 
temperatura mais elevada apresentaram média menor de peso corporal. O peso dos casulos 
produzidos e a taxa de conversão de seda também foram diretamente impactados pela 
temperatura de 34°C em comparação com as lagartas mantidas a 26°C, e representaram 
diferenças estatisticamente significativas. Enquanto isso, as taxas de mortalidade foram 
semelhantes às obtidas em campos de criação e consideradas normais. Esses dados evidenciam 
que, apesar da temperatura não ter ocasionado mortalidade anormal, o desenvolvimento e a 
produção de casulos foram prejudicados. Outro aspecto abordado neste estudo foi a 
identificação e a caracterização de elementos transponíveis (TEs) no transcriptoma de B. mori 
utilizando seis bancos de dados diferentes. Aproximadamente 40% dos transcritos totais 
apresentaram similaridade com sequências de TEs em pelo menos um dos bancos de dados. A 
análise de expressão diferencial entre sequências com semelhança a TEs também foi realizada. 
Dentre as sequências diferencialmente expressas com similaridades a TEs, os retrotransposons 
representaram a maior fração. Enquanto isso, a quantidade de sequências reguladas 
negativamente foi 2,5 vezes maior que as sequências reguladas positivamente. Nossos dados 
demonstram que a temperatura pode estar relacionada com a modulação de TEs. Também foi 
possível observar a possibilidade da ocorrência de inserções de TEs em genes específicos, 
devido ao elevado número de sequências com identificação com TEs e a anotação das 
sequências que codificam diferentes funções em B. mori. Os resultados obtidos nesse estudo 
fornecem informações importantes para o entendimento da influência da temperatura no 
desenvolvimento e expressão de genes em B. mori, bem como a identificação e expressão 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 climatização de 
barracões de produção de casulos de seda no Brasil e no mundo. 
 
Palavras-chave: Transcriptoma; Estresse térmico; Expressão diferencial; Elementos 
transponíveis. 
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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 ºC and 34 
ºC. 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 
ºC temperature in comparison to the silkworms kept at 26 ºC, 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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1. INTRODUÇÃO 

A seda é considerada um dos tecidos mais antigos e nobres comercializados no 

mundo. É uma fibra ecológica de alta resistência, sendo utilizada além da confecção de 

tecidos, como na elaboração de materiais eletrônicos, aeronáuticos e médicos (Liu et al., 2010; 

Babu, 2015). A sericicultura é atividade agrícola que compreende a criação da lagarta Bombyx 

mori (Linnaeus, 1758), popularmente conhecida como bicho-da-seda, a qual durante a fase de 

pupa/crisálida produz os casulos de onde são retirados os fios de seda (Roy et al., 2012). A 

atividade compreende desde o plantio de amoreiras para a alimentação das lagartas, sua 

criação e produção dos casulos, até o processo industrial de fiação. 

O mercado da sericicultura é capaz de ajudar a manutenção de empregos no 

campo, evitando o êxodo rural e garantindo remuneração, requerendo esta atividade, 

pequenos investimentos que proporcionam matéria-prima para as indústrias têxteis (CONAB, 

2016). Além disso, é relevante no aspecto social pois é considerada uma atividade de baixo 

impacto ambiental, contribuindo, em quase totalidade, nos 17 Objetivos de Desenvolvimento 

Sustentável (ODS) da Organização das Nações Unidas (ONU). A produção de seda promove 

a participação da mulher no mercado de trabalho e igualdade de gênero, não competindo com 

outras produções agrícolas, colaborando com a conservação do solo e permitindo o 

estabelecimento de parcerias globais entre diversos países desenvolvidos e países em 

desenvolvimento (IDR Paraná, 2022).  

A produção brasileira de seda, embora ainda pareça pouco expressiva em termos 

quantitativos (1% da produção mundial), já é suficiente para colocar o Brasil em 6º lugar no 

ranking mundial, sendo o único exportador em escala comercial do Ocidente, exportando 90% 

de sua produção, principalmente para o Japão, Coréia do Sul, França e Itália (DERAL, 2018; 

Inserco, 2023). O Estado do Paraná, em especial, contribui com 83% da produção nacional 

total de casulos de seda, distribuídos em 165 municípios do Estado e contando com a 

participação de quase 1.900 produtores (SEAB, 2020). Na safra 2019/2020, 4.744,76 hectares 

de área produziram 2.213,42 toneladas de casulos de B. mori, com valor bruto de produção 

de aproximadamente R$ 44 milhões (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 é um filamento contínuo de proteína, confeccionada em 

forma de casulos, que proporcionam uma proteção para elevar as chances de sobrevivência 
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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 e 30ºC e, a 

umidade adequada fica em torno de 80%. Fora desses parâmetros, a lagarta diminui sua 

alimentação, chegando a interrompê-la, ocasionando sua morte (Hussain et al., 2011). 

 A composição e organização do casulo são essenciais para garantir a 

sobrevivência das lagartas de B. mori frente às oscilações ambientais. O desenvolvimento 

ótimo das lagartas e a produção de casulos de alta qualidade são os grandes objetivos da 

sericicultura, uma vez que estes constituem a matéria-prima base da produção de seda. Sendo 

assim, compreender como o fator temperatura atua no desenvolvimento e mortalidade das 

lagartas, bem como na confecção dos casulos é fundamental para a elaboração de estratégias 

de seleção de linhagens adaptadas às oscilações deste parâmetro no ambiente. Neste sentido, 

a obtenção e análise do transcriptoma de lagartas do B. mori submetidos a diferentes 

condições de temperatura pode fornecer importantes parâmetros e respostas, permitindo que 

novas estratégias possam ser desenvolvidas para o aumento da produção de casulos, aumento 

da produtividade industrial e valorização da sericicultura.  

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Sericicultura: histórico e economia 

A sericicultura é uma atividade originária da China e, ao longo dos anos, foi 

introduzida no Japão, na Ásia Central e Grécia. Em 1740, B. mori passou a ser criado em 

outros países da Europa, como a Espanha, França, Itália e Áustria. No território brasileiro a 

introdução 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 sericícola tornou-se 

importante para a agroindústria brasileira e, atualmente, o estado do Paraná é o maior produtor 

nacional de casulos de bicho-da-seda (CONAB, 2016; DERAL, SEAB, 2020; IDR Paraná, 

2022). 

A atividade sericícola 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 indústria - e segue com a criação destas lagartas em galpões/barracões denominados 

sirgarias, se completando confecção 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 exportação é realizado pela BRATAC 
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– Fiação de seda, localizada em Londrina/PR, e é a única em atividade no País. A qualidade 

de seus produtos alcança reconhecimento nos melhores mercados consumidores de fios de 

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

A criação de B. mori e a produção de fios de altíssimo valor comercial ocasiona a 

integração entre a produção rural e a indústria (Júnior et al., 2018). A atividade serve como 

fonte de incremento da renda para a população rural e permanência dos sistemas de produção 

familiares, aumentando a atratividade para a sucessão familiar, favorecendo a permanência 

dos jovens no campo com qualidade de vida para as famílias; além de contribuir para a 

preservação do ambiente rural, principalmente pela não utilização de agroquímicos na 

sericicultura (Júnior et al., 2018; IDR Paraná, 2022). Além disso, a sericicultura tem um papel 

muito importante na valorização do trabalho feminino, tanto no campo quanto na indústria 

(Inserco, 2022). 

Durante o auge da sericicultura no estado do Paraná, mais de 14 mil produtores 

estavam envolvidos na atividade. No entanto, a redução da mão de obra disponível no meio 

rural reduziu as áreas de cultivo de amoreiras, a produção de casulos e o número de 

sericicultores na atividade e nos últimos anos. A atividade sericícola que anteriormente 

demandava grandes áreas cultivadas e apresentava baixos índices de produtividade, visa 

aumentar os níveis de produtividade por hectare, o que tem atraído novos agricultores e jovens 

para atividade atualmente. Além disso, o processo de modernização da sericicultura é 

responsável por novas oportunidades de geração de renda e torna-se ainda mais atrativa 

devido a necessidade de um baixo capital de giro e por toda a produção ser voltada para o 

mercado internacional e cultura correta, orgânica e viavelmente econômica (Júnior et al., 

2018).  

No entanto, a atividade sericícola é afetada por diferentes fatores, alguns em 

comum com a produção agropecuária de modo geral: condições climáticas, a oscilação 

econômica, a cotação do dólar, entre outros (CONAB, 2016; Cirio, 2018). A variação 

climática, em especial, ocasiona uma pausa na atividade dos sericicultores, especialmente 

durante o período de entressafra (inverno nos meses de junho, julho e agosto), pois os insetos 

têm sua taxa metabólica reduzida em temperaturas muito baixas, ocasionando a produção 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 verão intenso, como nos 

meses de novembro, dezembro e janeiro, e mesmo os poucos insetos sobreviventes não 

produzem um casulo de qualidade: sua taxa metabólica é elevada e a produção de seda 
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desenfreada ocasiona casulos com estrutura e qualidade inferior (Inf. Pessoal – Encontros de 

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

Em um acompanhamento das safras de 2014/2015, 2015/2016, 2016/2017 e 

2017/2018, envolvendo 21 sericicultores distribuídos por 16 municípios de diferentes regiões 

produtoras do Estado do Paraná, Júnior et al. (2018) descreve uma significante diferença de 

resultados em unidades onde os produtores, com ajustes e cuidados na criação (automatização 

dos processos, maior atenção na qualidade e quantidade das folhas fornecidas aos insetos e 

até mesmo a estrutura dos barracões), atingiram produtividades superiores a 1.500 kg de 

casulos/ha de amoreira, enquanto a média de produtividade paranaense no mesmo período foi 

de 635 kg casulos/ha de amoreira. Isso evidencia a importância da pesquisa e da 

implementação de inovações na cadeia sericícola. Além disso, o autor ainda sugere como 

estratégia potencial a ser pesquisada e implementada no sistema produtivo, o controle de 

temperatura nos barracões de criação, que poderia elevar a produção a um número muito 

maior – e estender o número de meses de produtivos. 

 

2.2 Bombyx mori Linnaeus, 1758 

Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) é um inseto domesticado pelo homem 

há pelo menos cinco mil anos. É considerado um sistema modelo para estudos biológicos 

devido a sua fácil criação em laboratório e seu tamanho corporal grande em comparação com 

outras espécies de lepidópteros, o que facilita a obtenção de material biológico, além de sua 

importância econômica na sericicultura (Goldsmith et al., 2005; Takasu et al., 2016). 

São animais holometábolos, com quatro estágios de vida bem definidos: ovo, 

larva (com cinco ínstares), pupa/crisálida (casulo) e adulto (mariposa), com duração de 

aproximadamente cinquenta dias, sendo o estágio larval o mais longo (aproximadamente 28 

dias). O processo de síntese do casulo, que é a matéria prima da cadeia produtiva de seda, 

pode levar de três a quatro dias. Os níveis de hormônio juvenil circulantes na hemolinfa 

diminuem no final do estágio larval, o que ocasiona o início da confecção do casulo pelas 

lagartas em torno de si mesmas (Hanada & Watanabe, 1986). Cada casulo é constituído por 

um único fio de seda que, quando desenrolado, pode alcançar 1000 a 1500 metros de 

comprimento (Chen et al., 2012; Babu, 2015). (Figura 2). 
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Figura 1. Bicho-da-seda (Bombyx mori) durante o quinto instar do estágio 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 superfície do casulo e sua estrutura, onde cada fibra 

consiste em fios fundidos exsudados do par de glândulas de seda. Inferior: morfologia 

multicamadas do casulo (Chen et al., 2012). 
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As fibras de seda que compõe os casulos são compostas por duas proteínas 

principais: a fibroína (75-83%) e a sericina (17-25%), além de gorduras e carboidratos, que 

representam menos de 2% da composição (Babu, 2015). Ambas as proteínas são produzidas 

nas glândulas sericígenas do inseto, as quais são divididas em três porções: posterior, média 

e anterior (Figura 2). A fibroína, produzida na porção posterior e armazenada na porção 

mediana, representa a proteína estrutural do fio da seda. A sericina é sintetizada na porção 

mediana e desempenha o papel de “goma proteica”, unindo os filamentos de fibroína e 

mantendo a estrutura protetiva do casulo (Hanada & Watanabe, 1986; Nicodemo et al., 2014; 

Guan et al., 2017). Estruturalmente, os fios de seda são compostos por dois filamentos centrais 

de fibroína envoltos por uma camada externa de sericina (Nicodemo et al., 2014; Guan et al., 

2017) (Figura 3). Dentre os aminoácidos mais abundantes na composição do fio de seda estão 

a glicina (~40%), alanina (~28%) e serina (~10%), seguidos de tirosina (~5%) e valina (~2%) 

(Babu, 2015). 

 

 

Figura 3. Glândula sericígena de B. mori. (1) Porção anterior, (2) porção média e (3) porção 

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 fibroína envoltos 

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

 
 

O elevado teor proteico do fio de seda, assim como sua qualidade, se dá 

principalmente por dois fatores: alimentação (disponibilidade e qualidade do alimento) e suas 

condições de criação (temperatura, umidade e manejo). Durante todo o período larval as 

lagartas alimentam-se exclusivamente com folhas de amoreira (Morus alba L.) até 

multiplicarem o seu tamanho (em média doze mil vezes em relação ao peso inicial) e 

atingirem o estágio de pupa (casulo). Todos os nutrientes e água necessários ao 

desenvolvimento das lagartas de B. mori são provenientes das folhas da amoreira, 

principalmente proteínas, carboidratos, lipídios, sais inorgânicos, água e vitaminas (Hanada 

& Watanabe, 1986; Dong et al., 2017). Na fase adulta, as mariposas cessam a alimentação. A 

qualidade e a disponibilidade das folhas para as lagartas durante seu crescimento são vitais 

para a produção de casulos de ótima qualidade.  

Os caracteres biológicos e relacionados ao casulo são influenciados pela 

temperatura ambiente, épocas de cultivo, qualidade da folha da amoreira e constituição 

genética das linhagens de B. mori. As diferenças sazonais nos componentes ambientais afetam 
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consideravelmente a expressão genotípica na forma de produção fenotípica da cultura do 

bicho-da-seda, como o peso do casulo, peso da casca e proporção da casca do casulo 

(Rahmathulla, 2012). Em comparação 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 regulação térmica inferior (Zhang et al., 2013). Essas 

características constituem um fator negativo para as incubadoras de criação e manutenção do 

inseto, uma vez que as lagartas domesticadas não toleram súbitas oscilações térmicas, 

resultando em um elevado índice de mortalidade. O intervalo entre 20 e 30ºC, é considerado 

como o rol de temperaturas adequadas para o desenvolvimento, com umidade ideal em torno 

de 80%. Mudanças nesses parâmetros ocasionam a morte do inseto e consequentemente queda 

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

 

2.3 Influência da variação térmica na criação das larvas de Bombyx mori 

A contínua domesticação de B. mori por séculos tornou a espécie suscetível ao 

ambiente onde determinadas alterações, por menores que sejam, podem ser prejudiciais ou 

até mesmo letais, devido ao "estresse" ou choque para esses insetos sensíveis (Howrelia et al., 

2011). Temperatura, umidade, gases, luz e outros fatores externos, têm efeito significativo 

sobre a fisiologia do inseto, dependendo da combinação de fatores e estágios de 

desenvolvimento que afetam o crescimento, desenvolvimento, produtividade e qualidade de 

seda (Rahmathulla, 2012). 

A temperatura externa é fator regulador do desenvolvimento e do comportamento 

dos insetos, influindo na sua alimentação e crescimento. Para B. mori, a temperatura ótima 

para o desenvolvimento ideal é de 25 ºC (Guo et al., 2018).  Devido à grande influência da 

temperatura durante o desenvolvimento deste inseto e o alto índice de mortalidade relacionado 

às variações térmicas, especialmente em épocas do ano onde as condições de temperatura são 

adversas, vários artifícios técnicos são utilizados para controlar ou minimizar seus efeitos na 

criação de lagartas de B. mori (Porto, 2012; Guo et al., 2018). Além da escolha do local e 

época de criação, do material utilizado para construção dos barracões de criação, e até mesmo 

o tipo e posicionamento das instalações, a estratégia de se criar linhagens ou híbridos de B. 

mori adaptados às diferentes condições ambientais é bastante difundida nos países produtores, 

tendo em vista a relação direta entre a ocorrência das linhagens com o ambiente de origem 

(Kumari et al., 2011). 
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De acordo com a diferença de temperatura apresentada em quatro dos principais 

países produtores mundiais de seda (China, Japão, Brasil e Índia), o inseto pode apresentar 

diferença no número de ciclos anuais, sendo monovoltino (um ciclo anual) que usualmente 

ocorre nas regiões frias, bivoltino (dois ciclos anuais) observado nas regiões subtropicais, e 

finalmente, polivoltino (vários ciclos anuais) detectado nas regiões tropicais (Matsuoka & 

Sakamoto, 2018). Os sericicultores brasileiros utilizam híbridos de origem japonesa e chinesa 

que apresentam ciclo univoltino e bivoltino (Inf. Pessoal - BRATAC). A existência de 

diversas linhagens em diferentes regiões geográficas e geneticamente melhoradas faz com 

que B. mori apresente não somente diferenças em relação às características mendelianas, mas 

também nas características quantitativas, tais como o tamanho de corpo, os dias de 

alimentação, a tolerância térmica e a resistência a doenças (Fujii, 1998). 

Algumas doenças comuns e prejudiciais no processo de criação de B. mori e 

produção de seda se desenvolvem em determinadas condições ambientais, tais como 

temperatura e umidade, as quais coincidem com as utilizadas para a criação das lagartas, o 

que aumenta a probabilidade de contágio e ocasionando a reprodução e disseminação destes 

microrganismos (Jiang & Xia, 2014; Guo et al., 2018). Algumas doenças fúngicas (sendo as 

mais comuns pelos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, causadores das 

doenças calcinose branca e calcinose preta) são adquiridas pelo contato das lagartas com 

folhas contaminadas da amoreira. Doenças virais também são comuns, em especial a causada 

por nucleopolyhedrovirus de B. mori (BmNPV), sendo considerada a ameaça mais prevalente 

para a sericultura em quase todas países (Gomi et al., 1999; Rahman & Gopinathan, 2004; 

Jiang & Xia, 2014).  

 

2.4 Estudo de transcriptomas e análise de expressão diferencial 

Os lepidópteros incluem as pragas agrícolas que mais causam prejuízos, onde 

centenas de espécies de lagartas ocasionam perdas econômicas generalizadas em plantas de 

cultivo de alimentos e fibras, florestas e grãos armazenados. No entanto, eles também são 

importantes indicadores de diversidade e saúde do ecossistema, em especial como 

polinizadores (Mita et al., 2003). Sendo assim, as informações dos genomas de lepidópteros 

têm um forte impacto na ciência dos insetos e em indústrias, dentre elas as de inseticidas, 

controle de pragas e produção de seda. 
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Bombyx mori, possui também uma importância muito grande na pesquisa para a 

produção de biomateriais (Altman et al., 2003). Além disso, novos dados genéticos são 

relevantes para a genética comparativa e a genômica, podendo ajudar a elucidar os caminhos 

evolutivos conservados e sua diversificação além de identificar novos genes e sistemas de 

genes como alvos para a transgênese e outras tecnologias para melhoramento (Heckel, 2003), 

aliados a características produtivas da espécie, como peso do casulo, ao teor da seda e a taxa 

de mortalidade dos insetos (De Toledo et al., 2002; Porto, 2004), que são informações cruciais 

para elaboração de estratégias de aumento da produção sericícola. 

O transcriptoma é um conjunto completo de transcritos de RNA de uma 

determinada linhagem celular, tecidos, órgãos ou organismos, e o seu estudo é muito 

importante para compreender os elementos funcionais do genoma, suas vias biológicas e 

mecanismos moleculares. A obtenção do transcriptoma se dá pelo sequenciamento do DNA 

complementar (cDNA) e os fragmentos gerados são denominados reads que, em seguida, são 

alinhados a um genoma ou transcriptoma de referência ou, na ausência de uma referência, é 

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

A expressão gênica é um processo pelo qual a informação de um gene é 

processada em um produto gênico, como o RNA e as proteínas. Mensurando a quantidade de 

RNA é possível distinguir quais genes estão sendo expressos, sendo que essa quantidade varia 

de a depender dos genes, células, tecidos ou das variações das condições experimentais (Chen 

et al., 2005). O intuito de uma análise de expressão diferencial é testar se os dados conseguem 

gerar indícios suficientes para concluir que essa variação de expressão é realmente 

significativa. Sendo assim, para cada transcrito, um pacote em linguagem R, como o DESeq2, 

realiza um teste de hipótese para determinar se as evidências são relevantes contra a hipótese 

nula (H0). Porém, isso é 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 análise de expressão diferencial é destacar apenas os genes que realmente variaram 

significativamente em abundância nas condições experimentais e podendo também realizar a 

atribuição biológica desses genes (Li et al., 2010). Para a quantificação e validação dos 

resultados de uma análise de expressão diferencial é realizada por reação em cadeia da 

polimerase com transcrição reversa (RT-PCR) (Nonis et al., 2014). 

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

expostos a diferentes condições de temperatura é essencial para o entendimento dos 
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mecanismos de regulação térmica da linhagem comercial brasileira. Uma melhor 

compreensão da influência da temperatura no processo de produção de seda é fundamental 

para o aprimoramento da produção de seda e consequente aumento da produção industrial e 

valorização da atividade rural. Nosso estudo poderá fornecer dados importantes para a 

elaboração de novas estratégias de criação do inseto e aprimoramento da qualidade de seus 

casulos na atividade sericícola, fortalecendo ainda mais este setor no Brasil e no mundo. 

 

2.5 Elementos genéticos móveis 

Os elementos genéticos móveis ou elementos transponíveis (TEs, do inglês 

Transposable elements) são sequências de DNA que se transportam para outros locais dentro 

do genoma, criando cópias durante o processo de mobilização (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 função da hipótese de que estes regulariam a expressão gênica. 

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 móveis são classificados de acordo com sua estrutura e 

mecanismo de transposição em duas classes principais, proposto por Finnegan (1989): (1) os 

elementos de classe I, ou retroelementos, são TEs cuja fonte de mobilidade é a capacidade de 

fazer cópias de DNA de seus transcritos de RNA, que são então integrados em novos locais 

no genoma (mecanismo de transposição “copiar e colar”) (2) elementos de classe II, ou 

elementos do tipo DNA, aqueles que são capazes de manipular diretamente o DNA para se 

propagar dentro o genoma (mecanismo de transposição “recortar e colar”); em resumo: essa 

divisão se dá pela presença (1) ou ausência (2) de um intermediário de RNA. A partir de 

estudos mais aprofundados sobre os TEs e a necessidade de um sistema de classificação ainda 

mais abrangente, um novo sistema foi proposto por Wicker et al. (2007), onde os TEs 

passaram a ser classificados em subclasses, ordens, superfamílias, famílias e subfamílias. 
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Ademais, os TEs também são classificados como elementos autônomos e não autônomos, 

conforme a sua capacidade de codificar todos os domínios necessários para a transposição. 

Partindo desse sistema de classificação, os retrotransposons (classe I) são 

subdivididos em cinco ordens: LTR, DIRS, PLE, LINE e SINE. Os elementos LTRs (do 

inglês, Long Terminal Repeats) são a ordem predominante em plantas e menos abundantes 

em animais (Wicker et al., 2007). Evolutivamente, os retrotransposons LRTs e os retrovírus 

estão intimamente ligados (Frankel & Young, 1998; Seelamgari et al., 2004; Wicker et al., 

2007). Esses TEs são flanqueados em ambas as extremidades por repetições terminais longas 

e apresentam uma fase de leitura aberta (ORF; do inglês, Open Reading Frame) com o gene 

gag, que codifica proteínas estruturais que formam partículas semelhantes às de vírus, e o 

gene pol, que codifica a proteinase aspártica (AP), transcriptase reversa (RT), RNase H (RH) 

e a integrase (INT) (Wicker et al., 2007). A ordem LTR compreende as superfamílias Copia, 

Gypsy, Bel-Pao, Retrovirus e ERV (Figura 4). 

Enquanto isso, os retrotransposons da ordem DIRS (do inglês, Dictyostelium 

Intermediate Repeat Sequence) são filogeneticamente relacionados aos Gypsy. No entanto, 

esses elementos codificam uma recombinase de tirosina no lugar da integrasse apresentando 

regiões terminais incomuns, com repetições diretas divididas. Sendo assim, os elementos 

DIRS se inserem em um novo local por recombinação e não integração (Cappello et al., 1985; 

Goodwin & Poulter, 2001; Wicker et al., 2007). Enquanto isso, os elementos da ordem PLE 

(do inglês, Penelope-like), encontrados pela primeira vez em Drosophila virilis, codificam 

uma transcriptase reversa que é mais intimamente relacionada à telomerase do que da 

transcriptase reversa dos próprios elementos retrotransposons. Ademais, estes elementos 

codificam uma endonuclease relacionada à proteína de reparo de DNA bacteriano UvrC 

(Evgen'ev et al., 1997; Wicker et al., 2007). Por sua vez, a ordem LINE (do inglês, Long 

Interspersed Nuclear Element) é composta por elementos que apresentam uma região 5’ UTR 

(do inglês, Untranslated Region) com atividade promotora, uma ou duas ORFs que codificam 

a transcriptase reversa e uma endonuclease e uma região 3’ UTR com cauda poli-A (Burke et 

al., 2002; Ostertag & Kazazian, 2005; Wicker et al., 2007).  
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Figura 5. Sistema de classificação para os elementos transponíveis segundo Wicker et al. 

(2007). A classificação hierárquica divide os elementos em duas principais classes 

(retrotransposons e DNA transposons) com base na presença ou ausência de RNA como 

intermediário, respectivamente. Em seguida, são divididos em subclasses, ordens 

superfamílias. 

 

Os elementos SINEs (do inglês, Short Interspersed Nuclear Elements) são 

considerados elementos não autônomos, pois dependem da maquinaria enzimática de 

elementos LINEs autônomos para sua transposição. Esses elementos apresentam de 80 a      
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500 pb, possuindo um promotor de RNA polimerase III interno que permite a sua expressão 

e regiões 3’ terminais ricas em adenina. A região que abriga o promotor da polimerase III 

define as superfamílias, 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) 

são agrupados em duas subclasses, baseado no número de fitas de DNA que são cortadas 

durante o processo de mobilização. A subclasse I consiste em TEs que utilizam o mecanismo 

de “recortar e colar”, com transposição mediada pela transposase (Wicker et al., 2007). Essa 

subclasse é dividida em duas ordens, sendo a primeira composta por elementos TIRs, 

caracterizados por suas repetições terminais invertidas de comprimentos variados, e a ordem 

Crypton, formada por elementos encontrados apenas em fungos (Goodwin et al., 2003). A 

ordem de DNA transposons TIR é subdividida em nove superfamílias: Tc1-Mariner, hAT, 

Mutator, Merlin, Transib, P, PiggyBac, PIF-Harbinger e CACTA, sendo a superfamília Tc1-

Mariner amplamente distribuída em eucariotos e compreendendo a maioria dos transposons 

descritos, apresentando uma estrutura simples com repetições terminais invertidas e uma ORF 

que codifica a transposase (Shao & Tu, 2001; Wicker et al., 2007). Por sua vez, a subclasse II 

é representada por elementos em que a transposição envolve a replicação sem clivagem da 

dupla fita, com o deslocamento de apenas uma delas. Dentro da subclasse II os elementos são 

classificados nas ordens (1) Helitrons, que se replicam usando um mecanismo círculo-rolante, 

codificando uma recombinase de tirosina, com um domínio helicase e atividade iniciadora da 

replicação (Kapitonov & Jurka, 2006), e (2) Polintons (Mavericks), que são transposons de 

tamanho grande e que apresentam repetições invertidas longas, replicando-se usando uma 

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

Com o avanço dos estudos, diversas famílias de TEs têm sido descritas e 

caracterizadas em diversas espécies devido a sua importância na diversidade genética e em 

processos evolutivos, além de resposta a estresses bióticos, como competição, predação e 

parasitismo (Hof et al., 2016; Hou et al., 2019; Bogdan et al., 2020) e abióticos, como choque 

térmico, danos ao DNA, radiação UV, compostos químicos e condições climáticas (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 influência na arquitetura e evolução dos genomas (Romano 

& Fanti, 2022) se dá 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 mutações de deslocamento do quadro de leitura por inserção em sequências 

codificantes ou causando pequenas deleções (excisão imprecisa). Ademais, TEs podem ainda 

induzir inversões cromossômicas ou grandes deleções e duplicações, após recombinação entre 

diferentes cópias do mesmo elemento (Romano & Fanti, 2022). A inserção de TEs em uma 

sequência reguladora podem até mesmo ocasionar a superexpressão do gene, ou perturbar 

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

Em espécies animais, estudos demonstraram a resposta ao estresse ambiental 

moduladas por TEs. Em Drosophila, alterações ambientais podem impulsionar a variabilidade 

genética, especificamente, junto da complexa regulação de heat-shock proteins (HSPs), 

induzindo um relaxamento na repressão de TEs (Romano & Fanti, 2022). A transcrição do 

gene Hsp70, que é ativada por fatores de choque térmico (HSFs) em situações de estresse, 

torna-se rapidamente atenuada quando as condições de estresse diminuem, para mitigar a 

influência que Hsp70 tem no crescimento e divisão celular (Feder et al., 1992; Morimoto, 

1998). Uma vez produzida, a Hsp70 interage com a Hsp90 “distraindo-a” de sua função 

regulatória de piwi-RNAs e permitindo a expressão de TEs (Cappucci et al., 2019). Sendo 

assim, em Drosophila, as condições do estresse, que consequentemente refletem no nível de 

expressão de Hsp70, modulam a consequente ativação dos TEs. Em humanos, TEs são 

estudados principalmente devido a sua relação com doenças. Um exemplo são os elementos 

ERV-LRT, que enriquecem vários sítios de ligação de DNA de p53 (proteína supressora de 

tumor, responsiva a danos de DNA e estresse celular), afetando a expressão de genes alvo de 

p53 (Romano & Fanti, 2022). 

Apesar de alguns trabalhos já caracterizarem a composição de TEs em diferentes 

linhagens de B. mori (Osanai-Futahashi et al., 2008; The International Silkworm Genome 

Consortium, 2008; Kawamoto et al., 2019), as informações sobre a relação entre elementos 

genéticos móveis e a sua atuação na resposta a diferentes condições de temperatura ainda são 

escassas. Sendo assim, a primeira identificação e caracterização de TEs na linhagem 

comercial brasileira de B. mori e, a análise de expressão diferencial de TEs entre grupos 

experimentais mantidos em temperaturas distintas podem auxiliar no entendimento do 

mecanismo de regulação térmica do inseto. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

O presente trabalho teve por objetivo geral a análise integrada da influência de 

duas temperaturas de criação na expressão gênica e na produção de casulos de Bombyx mori. 

3.2 Objetivos específicos 

● Obtenção do transcriptoma de lagartas de B. mori submetidas a duas temperaturas 

distintas, 26 ºC e 34 ºC, durante o quinto instar; 

● Identificação de genes diferencialmente expressos a fim de associá-los ao 

metabolismo de regulação térmica e relacioná-los com os dados obtidos em literatura; 

● Avaliação dos parâmetros morfológicos das lagartas durante o quinto ínstar e a 

produção de casulos a 26 ºC e 34 ºC; 

● Identificação e caracterização de TEs dentre os transcritos de B. mori e sua possível 

relação com o estresse térmico; 

● Contribuição com novas informações que possam auxiliar a sericicultura, 

principalmente com dados que possam trazer inovações, proporcionando 

desenvolvimento tecnológico do Brasil, do Estado do Paraná, Londrina e região, como 

referenciais de produção de seda de alta qualidade. 
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Resumo 

O bicho-da-seda (Bombyx mori) é um lepidóptero economicamente importante para a 
produção de seda em todo o mundo. No entanto, grandes perdas econômicas são ocasionadas 
por fatores que afetam diretamente o rendimento e a qualidade da produção dos casulos de 
seda, como doenças e variações de temperatura. Compreender seus mecanismos de resposta 
às temperaturas de criação durante o período mais crítico do seu ciclo de vida, o quinto instar, 
pode fornecer informações sobre sua adaptação ao ambiente e melhoramento da cadeia 
sericícola. Neste estudo, realizamos a análise transcricional de dois grupos de B. mori criados 
em temperaturas de 26 oC e 34 oC durante todo o quinto instar, e medição do peso das lagartas 
e dos casulos produzidos nas duas temperaturas. Das 29.157 sequências 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 ºC em relação às criadas 
a 26 ºC. Dentre os transcritos DE em resposta às condições temperatura do presente estudo 
destacamos os genes envolvidos na resposta imune, fatores de transcrição, genes do 
mecanismo de produção de seda e proteínas de choque térmico. As lagartas que foram 
mantidas a 34 ºC apresentaram média menor de peso corporal, afetando diretamente o peso 
dos casulos produzidos e a taxa de conversão de seda. Essas diferenças em comparação com 
as lagartas mantidas a 26 °C foram estatisticamente significativas. As taxas de mortalidade (6 
e 9%, a 26 °C e 34 ºC, respectivamente) foram semelhantes às obtidas em campos de criação. 
Os resultados fornecem informações sobre os processos biológicos envolvidos no mecanismo 
de resposta a temperatura das lagartas de B. mori e nos trazem informações que podem 
futuramente auxiliar nos processos de climatização durante a criação das larvas em campo. 

 
Palavras-chave: Expressão diferencial; RNA-Seq; estresse térmico, transcriptoma. 
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1. Introdução 

Os insetos são animais que têm seu crescimento, desenvolvimento, sobrevivência, 

comportamento e reprodução diretamente afetados pela temperatura externa (Xiao et al., 

2017). Considerado um inseto modelo, o bicho-da-seda domesticado Bombyx mori Linnaeus, 

1758 é um lepidóptero que produz um casulo durante o estágio final do desenvolvimento 

larval como um mecanismo de sobrevivência a fatores externos, entre eles a temperatura. O 

casulo é formado pelos fios de seda, compostos por duas proteínas principais, fibroína e 

sericina, sendo amplamente utilizados na indústria para a confecção de tecidos, e 

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

Alguns fatores afetam diretamente o rendimento e a qualidade da produção dos 

casulos de seda, como doenças e variações de temperatura, que são intimamente relacionados 

e ocasionam grandes perdas econômicas (Jiang & Xia, 2014; Guo et al, 2018). A temperatura 

elevada pode afetar principalmente o desenvolvimento do inseto, e influir na disseminação e 

na incubação de vírus e fungos na atividade sericícola. “Flacherie” é um termo em francês 

comumente utilizado para descrever essas duas situações, se referindo às lagartas de B. mori 

que apresentam um aspecto flácido devido à exposição a temperaturas excessivamente altas, 

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

O Brasil, atualmente o 6º produtor de casulos de seda no mundo (Inserco, 2023), 

é um país tropical, com temperaturas elevadas especialmente durante os meses de verão 

intenso. Essas condições dificultam o processo produtivo de seda de B. mori não somente da 

linhagem comercial brasileira, mas também mundial. Diversos países produtores de casulos 

de seda estão localizados em regiões tropicais e são afetados pelas condições extremas. Sendo 

assim, um melhor entendimento da resposta do inseto à temperatura é essencial para 

compreender os mecanismos envolvidos no processo e obter novas informações sobre a 

expressão e regulação gênica de B. mori utilizado na produção de seda.  

Diante disso, neste trabalho foram avaliados o transcriptoma e a expressão gênica 

diferencial entre lagartas mantidas em duas temperaturas diferentes. Adicionalmente, dados 

sobre a morfologia das lagartas e confecção de casulos também foram avaliados. Os 

resultados podem fornecer dados para elaboração de estratégias de climatização de locais de 

produção, amenizando os efeitos da temperatura e elevando a produção de seda no Brasil e 

no mundo. 
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2. Material e Métodos 

2.1 Criação das lagartas 

O presente estudo está cadastrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob registro A368283. Os 

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

 

 

Figura 1. Pipeline aplicada na análise da expressão gênica e da produção de casulos de 

Bombyx mori. Abreviação: DE = Expressão diferencial. 

 

O cruzamento das mariposas, a incubação dos ovos e o nascimento das larvas de 

B. mori (linhagem comercial) foram promovidos e monitorados pela Fiação de Seda Bratac, 

localizada em Londrina-PR. Foram fornecidas 1.000 larvas da linhagem comercial (híbrido: 

♂ japonês x ♀ chinesa), de mesma idade (4º 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 plásticas (60cm x 40cm x 15cm) e em sala de criação com temperatura, umidade e 

fotoperíodo controlados sob as seguintes condições: 26 ºC, ±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 

estágio de desenvolvimento larval, duas temperaturas de criação foram testadas, uma para 

cada grupo experimental: (1) 26 ºC, e (2) 34 ºC. O quinto instar é o período mais crítico da 

vida das lagartas, onde elas mais se alimentam e se preparam para a confecção do casulo, e 

tem duração de aproximadamente sete dias. Ao final do quinto instar, três lagartas de cada 

grupo experimental foram selecionadas aleatoriamente e imediatamente congeladas e 

mantidas em freezer -80°C para posterior extração de RNA. As lagartas remanescentes 

continuaram sendo mantidas nas condições previamente descritas até a finalização da 

confecção dos casulos para análise morfológica. 

 

2.2 Extração de RNA e sequenciamento 

Três lagartas de cada grupo foram selecionadas para extração de RNA e 

sequenciamento. Os indivíduos criados a 26 ºC foram identificados como BM26A, BM26B e 

BM26C, e, os criados a 34 ºC, como BM34A, BM34C e BM34C. A extração 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 – Cristófoli 

Biossegurança, Brasil). Foi adicionado 0,2mL de clorofórmio e após incubação de três 

minutos, 400 μL de sobrenadante foi retirado e 400 μL de etanol 70% foi adicionado. A 

purificação seguiu o protocolo descrito pelo fabricante, utilizando PureLink RNA mini kit 

(Invitrogen). A integridade do RNA extraído foi avaliada através de eletroforese com gel de 

agarose 1% e a qualidade das amostras foi estimada através do espectrofotômetro BiodropTM 

(Biochrom).  

As amostras de RNA total (três réplicas biológicas por tratamento) foram 

submetidas para preparação de bibliotecas de cDNA usando protocolo dUTP-stranded e um 

mínimo de 20 milhões 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 obtenção dos dados de sequencias no formato 

FASTQ.  
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2.3 Montagem do transcriptoma e análise de expressão diferencial 

Os parâmetros de qualidade das leituras geradas após o sequenciamento para cada 

biblioteca foram avaliados com o auxílio da ferramenta FastQC v0.11.3 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). A correção dos reads raros foi 

realizada no programa rCorrector v1.0.4 (https://github.com/mourisl/Rcorrector). Os reads 

não corrigidos foram retirados com o script FilterUncorrectabledPEfastq.py 

(https://github.com/harvardinformatics/TranscriptomeAssemblyTools/blob/master/FilterUnc

orrectabledPEfastq.py). A limpeza das bibliotecas para a remoção de pares de bases com baixa 

qualidade, sequências adaptadoras adicionadas durante o sequenciamento e fragmentos curtos 

foi realizada com o 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 referência disponível 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_odb10 e 

lepidoptera_odb10.  

A análise de expressão gênica diferencial entre os grupos experimentais foi 

avaliada com o 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 sequências peptídicas com o programa CodAn v1.2. A 

ferramenta blastx foi utilizada para a identificação das proteínas a partir dos transcritos 

anotados do genoma, o mesmo utilizado na montagem, também disponíveis no NCBI (RefSeq 

GCF_014905235_1). As mesmas sequências nucleotídicas também foram submetidas a 

anotação automática no software Blast2GO v6.0.3 (https://www.blast2go.com/) (Conesa et 

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/)
http://bowtiebio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml
https://bedtools.readthedocs.io/
https://busco-data.ezlab.org/v4/data/lineages/
https://busco-data.ezlab.org/v4/data/lineages/
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
https://rstudio.com/
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al., 2005), com um valor de corte de 10−3 por meio da busca dos termos do Gene Ontology 

(GO) associados aos hits encontrados para cada sequência após o BLAST.  As sequências 

peptídicas foram submetidas ao KofamKOALA (https://www.genome.jp/tools/kofamkoala/) 

para identificação das vias metabólicas 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 classificação em famílias de proteínas, bem 

como a predição de domínios a partir de bancos do InterPro, dentre eles o Pfam 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) e também pesquisadas em banco de dados de famílias de 

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

 

2.4 Validação dos genes diferencialmente expressos (RT-qPCR) 

A síntese de cDNA foi realizada em termociclador T100TM (Bio-Rad), utilizando 

12,4µl de RNA total (1000 ng / mL), 1µl de oligo dT (20 pmol / mL) e 2µl de dNTPs (2,5 

mM) para cada amostra. Em seguida, as amostras foram submetidas ao termociclador por 10 

minutos a 65 °C. Imediatamente após, as amostras foram resfriadas no gelo e, em seguida, foi 

adicionado 4µl de MLV 5x First Strand Buffer (M-MLV - Invitrogen, Life Technologies) e 

incubadas por 2 minutos no gelo. Após incubação, foi adicionado 0,1µl de RNAout 

(Invitrogen, Life Technologies) e 0,5µl da enzima transcriptase reversa (M-MLV-RT, 

Invitrogen, Life Technologies). Na sequência, as amostras foram submetidas ao termociclador 

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

A reação de qRT-PCR foi realizada em termociclador LightCycler®Nano 

(Roche) utilizando 5µl de Sybr Green Super Mix (Invitrogen), 0,5µl de cada par de 

oligonucleotídeos e 5 µl de cDNA de cada amostra, nas seguintes condições: 95 ° C por 2 

minutos e 40 ciclos [95°C / 15s, 60°C / 15s, 72°C / 60s]. A análise da curva de melting foi 

usada para analisar a especificidade dos produtos da qRT-PCR. As reações foram realizadas 

em duplicatas para cada uma das amostras experimentais. 

A sequência dos primers utilizados na qRT-PCR está descrita na (Tabela 1). Os 

primers para amplificação da sericina-1 (Ser1; 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 sequências previamente depositadas no NCBI e GenBank, Em adição, os dados da 

qRT-PCR foram normalizados pelos valores da expressão dos genes de referência α-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 nível de 

significância fixado em p<0,05. 

 

Tabela 1. Primers utilizados na qRT-PCR. 

Gene Produto (pb) Referência Sequência (5’-3’) 

α-tubulin 146 Fang et al. (2015) ACATGGCTTGCTGTATGCT 
GGGTGGCTGGTAGTTGATA 

RpL3 161 Fang et al. (2015) CGGTGTTGTTGGATACATTGAG 
GCTCATCCTGCCATTTCTTACT 

FibL 155 Hu et al. (2018) CCGGAGGTGGAAGAATCTAT 
GGTTATGTAGGCAGCGATGT 

FibH 150 Naik et al. (2022) CAGGGGATACGGACAAGGTG 
ACACAAGGCAGTGCTCTGAA 

Ser1 192 
Desenhado pelo autor 

no software PrimerPlus 
CTACCGTACAGTCATCCAC 
GTCTGTTCACGCCTGAATG 

Ser2 520 Takasu et al. (2010) GCTCTAGACACTTTTCGGGGGCTTAGTT 
CGCAAGCTTTTCGTATTCGGAACCTTTGC 

Hsp19.5 200 
Desenhado pelo autor 

no software PrimerPlus 
ACAGTCATGGCATCGAAGGG 
GAAGTGACTCCTCGTCCAGC 

Hsp70 400 Velu et al. (2008) GAACACACTCGCTGCACATC 
GAGGAGTGCCCAAGATCGAC 

 

2.5 Avaliação morfológica das lagartas e medição dos casulos produzidos 

Um total de 100 lagartas foram selecionadas aleatoriamente e pesadas 

individualmente a cada dois dias durante o quinto instar (três medições foram realizadas: dia 

1, dia 3 e dia 6) para avaliação da influência da temperatura no desenvolvimento. Após a 

confecção dos casulos pelas lagartas remanescentes, um total de 100 casulos foram 

selecionados aleatoriamente de cada grupo experimental para a medição do peso dos casulos 

e das cascas. Para a medição do peso das cascas, foram descartadas as crisálidas no interior 

dos casulos. A taxa de conversão de seda foi estabelecida a partir do cálculo: (peso da casca / 

peso do casulo total) x 100. Os dados foram expressos em média e desvio padrão. Os dados 

de peso larval, de peso dos casulos e peso da casca foram avaliados por meio do teste T 

pareado. Foram considerados como nível de significância os valores de p<0,05. Todos os 

dados morfológicos 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 

após a remoção das sequências e adaptadores de baixa qualidade (Tabela 2).  

 

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

mori. 

Bibliotecas Paired-end Reads totais Reads trimados 

BM26A 
R1 22.544.321 22.385.786 

R2 22.544.321 22.385.786 

BM26B 
R1 22.778.091 22.614.954 

R2 22.778.091 22.614.954 

BM26C 
R1 12.727.035 12.616.251 

R2 12.727.035 12.616.251 

BM34A 
R1 13.198.100 13.112.247 

R2 13.198.100 13.112.247 

BM34B 
R1 15.633.957 15.459.660 

R2 15.633.957 15.459.660 

BM34C 
R1 17.431.574 17.311.651 

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 referência foi realizada com 

os 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 comparação do transcriptoma com o banco de dados de Lepidoptera usando 

a ferramenta BUSCO identificou 82,9% de sequências completas, sendo 50,14% cópia única 

e 32,8% duplicadas. Além disso, 2,3% das sequências estavam fragmentadas e 14,8% eram 

faltantes. A comparação com o banco de dados de Insecta disponíveis também foi realizada 

(Tabela 3). 
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Tabela 3. Avaliação da qualidade da montagem do transcriptoma de B. mori em comparação 

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 cópia única 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 Análise de expressão diferencial e anotação funcional 

Após a eliminação dos transcritos redundantes, histonas e RNAr, o transcriptoma 

foi reduzido a 28.683 transcritos (Tabela Suplementar 1), submetidos a análise de expressão 

diferencial e resultando em 3.115 sequências diferencialmente expressas (padj < 0,05; 

Log2FoldChange ≥ 2,0). Destas, 1.696 foram down reguladas e 1.419 up reguladas nas 

lagartas criadas a 34 ºC em relação às criadas a 26 ºC (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 identificação com sequências no banco de dados do NCBI, sendo que 2.720 

(87,3%) sequências obtiveram hits, 1.872 (60,1%) foram mapeadas pelo Gene Ontology (GO) 

e 1.405 (45,1%) tiveram anotação automática de GOs.  

A anotação funcional contra o banco de dados GO dos transcritos 

diferencialmente expressos (DE) foi realizada com base em sua semelhança com as 

sequências com funções previamente conhecidas. Os termos GO foram resumidos nas três 

categorias principais: processo biológico, componente celular e função molecular. Entre estes, 

a função molecular apresentou o maior número de termos GO anotados, com 2.186 termos, 

seguido por processo biológico, com 1.644 termos, e componente celular que apresentou 
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1.286 termos anotados. A descrição de cada sequência e cada anotação funcional foram 

listadas na Tabelas Suplementar S2. A distribuição das sequências em cada termo GO estão 

listadas nas Tabelas Suplementares 3a e 3b. 

Dentre os transcritos DE up regulados (2.494 anotações), os principais termos GO 

para a função molecular (1.112 anotações) foram ligação de ATP (55 anotações), atividade 

de endopeptidase do tipo serina (53 anotações) e ligação íon zinco (40 anotações). Dentro da 

categoria de processo biológico (817 anotações), proteólise (87 anotações), transporte 

transmembrana (47 anotações) e resposta imune inata (31 anotações) foram os termos mais 

anotados. Na categoria componente celular (565 anotações), os termos principais foram 

membrana (240 anotações), região extracelular (47 anotações) e membrana plasmática (36 

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

Entre os transcritos DE down regulados (2.628 anotações), os principais termos 

GO para a categoria de função molecular (1.074 anotações) foram de atividade de 

transportador transmembrana (70 anotações), ligação íon metálica (53 anotações) e atividade 

de endopeptidase do tipo serina (52 anotações). Na categoria de processo biológico (827 

anotações), os principais termos foram transporte transmembrana (104 anotações), regulação 

negativa da atividade endopeptidase (58 anotações) e proteólise (44 anotações). Dentro da 

função componente celular (727 anotações), os principais termos GO foram membrana (355 

anotações), região extracelular (133 anotações) e membrana plasmática (51 anotações) 

(Figura 2b, Tabela Suplementar 3b). 

Além disso, um total de 696 sequências DEs foram atribuídas a Enciclopédia de 

Genes e Genomas de Kyoto (KEGG), envolvidas em vias metabólicas. Para as sequências up 

reguladas foram identificadas 130 vias metabólicas, e destacam-se as vias relacionadas ao 

metabolismo da glicina, serina e treonina e biossíntese de metabólitos secundários. Para as 

sequências down reguladas foram identificadas 215 vias metabólicas, dentre elas vias de 

digestão e absorção de proteínas, 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 código de enzima. 

As enzimas identificadas mais abundantes foram as hidrolases (364 sequências), incluindo 

principalmente as peptidases (135 sequências), e as transferases (212 sequências), sendo as 

principais as glicosiltransferases (45 sequências) (Tabela Suplementar 2).  
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Figura 2. Termos mais frequentes do Gene Ontology para cada uma das três categorias 

principais, nos transcritos diferencialmente expressos de B. mori: a. up regulados, b. down 

regulados (em lagartas criadas a 34 ºC em relação às criadas a 26 ºC).  
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A análise Pfam permitiu a anotação de 2.531 sequências em domínios Pfam. Entre 

as sequências up reguladas (Figura 3a, Tabela Suplementar 5), o domínio das lipoproteínas 

de baixo peso molecular de lepidópteros compreendeu o maior número de sequências 

enquanto o domínio das tripsinas (serina proteases) compreenderam o maior número de 

sequências entre as down reguladas (Figura 3b, Tabela Suplementar 5). A pesquisa de famílias 

de RNA contra o banco de dados Rfam identificou 25 sequências distribuídas em 9 famílias 

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

Transcritos DEs envolvidos em diferentes processos metabólicos foram 

identificados, incluindo genes relacionados ao metabolismo de detoxificação, como 

glutationa S-transferase (maioria down regulados), carboxilesterase (todos up regulados) e 

citocromo P450 (maioria down regulados). Entre genes envolvidos em respostas 

imunológicas de B. mori foram identificados inibidores de serina protease (SERPINs; maioria 

down regulados), proteína Spatzle-like (down regulada) e receptor Toll-like (down regulado). 

Outros genes importantes relacionados ao sistema imune e inibição de apoptose foram os da 

família das lipoproteínas de baixa massa molecular 30 kDa (30KPs, todos down regulados), 

Leb-3 (atividade antibiótica 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 transcrição foram identificados, em especial proteínas com 

motivos do tipo dedo de zinco (10 sequências 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 produção de seda, sericinas (Ser 1, sendo 

todos down regulados; e Ser2, todos up regulados) e fibroínas (FibL, cadeia leve; FibH, cadeia 

pesada; e P25, fibrohexamerina) foram identificados. Todos as sequências de FibL e FibH 

foram down reguladas. Cinco sequências de fibrohexamerina P25 identificadas também foram 

down reguladas, enquanto duas sequências mostraram-se up reguladas. (Figura 4, Tabela 

Suplementar 2).           
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Figura 3. Domínios Pfam mais frequentes para transcritos diferencialmente expressos de B. 

mori. a. Up regulados, b. down regulados (em lagartas criadas a 34 ºC em relação às criadas 

a 26 ºC).
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Figura 4. Heatmap com o resumo dos principais genes diferencialmente expressos no transcriptomas de Bombyx mori. Os níveis de mRNA são 

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 dos genes estão à direita com as respectivas 

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

Seis transcritos diferencialmente expressos identificados foram selecionados para 

análise de expressão gênica por RT-qPCR (Tabela 1, Figura 5). Os dados da análise 

corroboraram os padrões de expressão dos genes dos exemplares de B. mori submetidos a 34 

ºC em relação aos submetidos a 26 ºC. 

 

 

Figura 5. Análise de RT-qPCR (log2foldchange, método 2–∆∆Ct) de genes diferencialmente 

expressos na análise de RNA-seq. Os dados foram normalizados com os genes de α-tubulina 

e RpL3 e estão apresentados com o erro padrão médio (SEM). L-fib, H-fib, Ser1 e Hsp70 

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

 

3.4 Parâmetros morfológicos 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 relação ao peso inicial para as lagartas criadas a 26 ºC; e apenas 3,8 vezes em 

para as lagartas criadas a 34 ºC (Tabela 4). As lagartas criadas a 34 ºC tiveram uma diferença 

significativa (p<0,05) de peso em relação ao grupo criado a 26 ºC tanto no dia 3 quanto no 

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

 26 ºC 34 ºC 

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)* 

*Diferença significativa (p<0,05) das criadas lagartas a 34 ºC em relação às lagartas criadas a 26 ºC. 

 

O grupo experimental criado a 26 ºC apresentou taxa de mortalidade de 6% 

enquanto o grupo experimental mantido a 34 ºC apresentou taxa de mortalidade de 9%. No 7º 

dia do quinto instar, após a última pesagem, as lagartas deram início ao processo de 

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

 

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

 26 ºC 34 ºC 

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* 

*Diferença significativa (p<0,05) das criadas lagartas a 34 ºC em relação às lagartas criadas a 26 ºC. 

 

Os casulos totais e o peso das cascas produzidos pelas lagartas criadas a 34 ºC 

tiveram uma diferença significativa (p<0,05) de peso em relação ao grupo criado a 26 ºC. 

Houve também redução significativa na taxa de conversão de seda. 
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4. Discussão 

A tolerância de insetos à temperatura é geralmente considerada um importante 

fator para adaptação às mudanças ambientais. Estudos sobre os mecanismos de tolerância dos 

insetos a temperaturas elevadas são de grande importância para a criação de insetos de 

interesse econômico de forma eficiente, especialmente em países tropicais. Diversos estudos 

já foram realizados para o entendimento do fator temperatura em B. mori, incluindo a análise 

de seus transcritos em determinadas condições de temperatura (Xiao et al., 2017; Guo et al., 

2018). No entanto, avaliar a resposta desse inseto a duas condições de temperatura ao longo 

de todo o quinto instar, considerado um período crítico da vida do inseto – e um dos períodos 

mais sensíveis a alta temperatura, e sua preparação para a confecção do casulo, matéria prima 

da cadeia produtora de seda, pode fornecer respostas mais profundas sobre a atuação da 

temperatura no desenvolvimento das lagartas e na seleção de melhores estratégias de criação 

mais rentáveis de B. mori.  

Dentre os principais impactos negativos observados da 34 ºC em B. mori em 

relação a criação a 26 ºC incluem: (a) A inibição do crescimento e desenvolvimento do inseto; 

(b) redução da síntese de seda; (c) redução da resistência a patógenos. 

 

Inibição 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 relação ao outro grupo experimental) 

(Tabela 4). É bem entendido que a maioria das características genéticas economicamente 

importantes de B. mori são de natureza qualitativa e que a expressão fenotípica é grandemente 

influenciada por fatores ambientais, como umidade relativa, luz, nutrição e, em especial, a 

temperatura (Chatterjee et al., 1993; Wu & Hou, 1993; Ramesha et al., 2009; Rahmathulla, 

2012). Em relação aos parâmetros econômicos das lagartas, os grupos experimentais 

apresentaram taxas de mortalidade similares (6 e 9%) às obtidas em campos de criação 

(Takahashi et al., 2009), sugerindo que a diferença de temperaturas durante o quinto instar 

não afetou a taxa de mortalidade. No entanto, é possível observar a influência direta da 

temperatura elevada principalmente no crescimento e desenvolvimento das lagartas e na 

quantidade de seda produzida. As lagartas do grupo mantido a 34 ºC produziram, em média, 

uma quantidade de seda menor (Tabela 5). Isso acontece pois em durante processos de 

infecção ou estresse, como a temperatura elevada, a tendência é que as lagartas de B. mori se 
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alimentem menos e consequentemente ocasione menores taxas de crescimento e produção de 

seda (Aneesha & Kumar, 2022).  Enquanto isso, proteínas de dedo de zinco são importantes 

fatores de transcrição, que podem ser ligados linearmente em conjunto para reconhecer as 

sequências de ácido nucleico de comprimentos variados (Klug, 2010; Gillinder et al., 2017). 

Os níveis de expressão aumentados nas lagartas criadas a 34 ºC em relação às criadas em       

26 ºC implicam que B. mori possivelmente regula positivamente a transcrição desses genes 

essenciais para a sobrevivência sob alta temperatura. No entanto, a contínua transcrição 

elevada de mRNA e síntese de proteínas de genes importantes para a sobrevivência 

consumiriam a maior parte da energia e recursos biológicos da lagarta, o que afetaria a 

transcrição de outros genes, incluindo síntese reduzida de seda (Li et al., 2012; Guo et al., 

2018).  

 

Redução da síntese de seda 

A redução da síntese de seda pode ser observada no presente estudo, já que os 

genes de fibroína (todos os de FibL e FibH, e a grande maioria de P25), proteína mais 

abundante na composição de casulos de B. mori e de função estrutural, tiveram seus níveis de 

expressão reduzidos durante a criação em temperatura mais elevada (Figura 4). Alguns outros 

estudos já demonstraram que quando a seda é confeccionada em temperaturas elevadas, isso 

ocasiona também alterações na estrutura da sericina (Rahmathulla, 2012), a segunda proteína 

mais abundante na composição 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 proteínas também envolvidas no processo de 

produção de seda são as seroínas, que são expressas nas porções posterior e média das 

glândulas de seda. A expressão do gene que codifica essas proteínas flutua durante todo o 

desenvolvimento do inseto: o mRNA é elevado nas glândulas de seda das lagartas durante a 

alimentação, diminui durante a ecdise, atinge um máximo durante a fiação do casulo e, 

posteriormente, cai rapidamente para um nível indetectável (Žurovec et al., 1998). No 

presente estudo, os níveis de seroína em B. mori tiveram seus níveis de expressão reduzidos 

em lagartas criadas a 34 ºC em relação às criadas em 26 ºC durante o quinto instar, período 

em que as lagartas se preparam para a confecção do casulo.  
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Redução da resistência a patógenos 

O sistema imune inato dos insetos consiste em respostas celulares e humorais (Wu 

& Yi, 2008). A resposta imune celular refere-se à fagocitose e encapsulamento, mediadas por 

hemócitos circulantes (Hillyer, 2016), enquanto a resposta imune humoral inclui a síntese de 

peptídeos antimicrobianos (AMPs), ativação do sistema profenoloxidase (proPO) e geração 

de oxigênio reativo espécies (ROS) no corpo gorduroso, hemócitos ou outros tecidos 

(Hoffmann, 1995). Estudos anteriores relataram a expressão das Hsps (do inglês, Heat shock 

proteins), e seu importante papel no processo de resistência ao calor em insetos. São uma 

família de proteínas que ajudam os organismos a se adaptarem e se protegerem contra danos 

celulares induzidos pelo ambiente, sendo também essenciais na regulação da apoptose e 

ativação do sistema imunológico inato (Lindquist & Craig, 1998).  

Em relação ao presente estudo, uma das proteínas Hsp identificada, Hsp70, 

mostrou-se down regulada (Figuras 4 e 5, Tabela Suplementar 1) Segundo Wu & Yi (2008), 

a regulação positiva de Hsp70 pode ativar as vias de sinalização relacionadas ao sistema 

imunológico 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 ºC estão possivelmente tendo seus processos de respostas 

imunes afetadas, assim como foi observado por Li et al. (2013) em lagartas da linhagem 

Nistari mantidas a 32ºC 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 

inglês, Small heat shock proteins), e são extremamente importantes devido a sua função de 

chaperonas moleculares, sendo responsáveis por protegerem outras proteínas da desnaturação 

durante processos de estresse (Haslbeck et al. 2005; Li et al., 2009; Basha et al. 2012).  Essas 

sHsps também estão envolvidas em processos celulares como apoptose e autofagia, actina e 

dinâmica de filamentos intermediários, organização do citoesqueleto e fluidez de membrana 

(Haslbeck 2002; Quinlan, 2002; Tsvetkova et al. 2002; Sun & MacRae, 2005). Apesar da 

importância semelhante das Hsps, o diferente padrão de expressão de genes Hsp no presente 

estudo já foi observado em outros trabalhos, e indica que pode haver diferenças na expressão 

e função desses genes em resposta à alta temperatura (Xiao et al., 2017).  

Um outro grupo importante de proteínas envolvidas no mecanismo de resistência 

a patógenos são as lipoproteínas mais abundantes na hemolinfa durante o quinto instar até 

estágio de pupa em B. mori, que tem baixa massa molecular de 30 kDa (30KPs). 30KPs 
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possuem função de inibir a morte celular programada (Rhee et al. 2002) prolongando a 

sobrevivência celular (Shi et al., 2015). 30KPs podem ser conjugadas a glicose, dextrano, 

maltose e glicoproteínas, podendo agir como um mecanismo de defesa (Ujita et al., 2005, 

Ueno et al., 2006; Shi et al., 2015). Um mecanismo do sistema imunológico inato de B. mori 

contra fungos envolve a interação de 30KPs de ligação a b-glicanas fúngicas, que ativa a 

profenoloxidase (proPO), interferindo assim no crescimento de hifas de modo a proteger B. 

mori da infestação fúngica (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 ºC 

pode estar afetando diretamente a resposta imunológica a patógenos, assim como pode reduzir 

a sobrevivência celular, prejudicando o desenvolvimento das lagartas e sua produção de seda.  

Em conclusão, os nossos dados indicam que a criação de lagartas de B. mori a 34 

ºC em comparação a lagartas mantidas a 26 ºC durante o quinto instar afetam diretamente o 

crescimento, desenvolvimento e o sistema imunológico desses insetos, tendo como 

consequência um efeito prejudicial na produção de seda.  Entender a resposta a determinadas 

temperaturas pode ser uma estratégia interessante para o aprimoramento da produção de seda, 

visto que é um dos fatores que mais impactam a cadeia produtiva. Novas abordagens 

experimentais para ampliar o conhecimento sobre a temperatura são necessárias, a exemplo, 

outras temperaturas de criação, e até mesmo a combinação de diferentes temperaturas em 

diferentes estágios de desenvolvimento das lagartas de B. mori para estabelecer a melhor 

temperatura de criação e rentabilidade. 
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Resumo 

Os elementos transponíveis (TEs) são sequências de DNA com capacidade de se mover de 
um local genômico para outro, constituindo uma fração significativa dos genomas de grande 
parte dos eucariotos. Esses elementos são importantes por sua influência na diversidade 
genética e evolução genômica, podendo também impactar na expressão gênica. No presente 
estudo identificamos e caracterizamos os TEs em transcritos de B. mori, lepidóptero de 
importância comercial na produção de seda no Brasil e no mundo, submetidos a duas 
temperaturas de criação, 26°C e 34°C. A identificação e comparação 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 semelhança 
significativas a TEs e/ou domínios característicos. Os TEs identificados foram classificados 
em ordens, superfamílias 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 sequências pertencentes a ordem TIR. Os transcritos sem classificação representaram 
aproximadamente 6%.  Por sua vez, a análise de expressão diferencial de TEs em lagartas 
criadas a 26 ºC e 34 ºC indicou a presença de 784 sequências semelhantes a TEs, sendo 227 
sequências up reguladas e 557 down reguladas. Dessa forma, os dados contribuem para um 
melhor entendimento da distribuição de elementos genéticos móveis na espécie e demonstram 
que a temperatura pode estar relacionada com a modulação de TEs. 

 

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

Os elementos genéticos móveis ou elementos transponíveis são sequências de 

DNA que possuem a capacidade de mudar sua posição dentro de um genoma, podendo criar 

cópias durante o processo de mobilização (Kazazian, 2004; Bourque et al., 2018; Drongitis et 

al., 2019). Esses elementos compreendem uma parte considerável do genoma em diversas 

espécies. Em Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), considerado um inseto modelo usado 

em vários estudos, e economicamente relevante na cadeia produtiva de seda, assim como nas 

indústrias de biotecnologia, os TEs representam em torno de 46% do genoma total 

(Kawamoto et al., 2019). 

Os TEs normalmente são classificados em classes com base em seu mecanismo 

de transposição, de acordo com a presença ou ausência de um intermediário de RNA 

(retrotransposons ou classe I, e transposons de DNA ou classe II, respectivamente). Podem 

também ser classificados em subclasses, ordens, superfamílias, famílias e subfamílias, 

segundo o sistema de classificação proposto por Wicker et al. (2007), e ainda como autônomos 

e não autônomos (dependendo da sua capacidade de codificar os domínios necessários para 

sua transposição). 

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 são 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 superfamílias. Os 

LTRs, por exemplo, são divididos em cinco superfamílias, sendo elas: Copia, Gypsy, Bel-

Pao, Retrovirus e ERV. Enquanto isso, os TEs de classe II 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 são divididos em ordens, dentre elas Terminal Inverted Repeat (TIRs) e 

Crypton (subclasse I), e Helitron e Marverick (subclasse 2). Cada ordem é também 

classificada em superfamílias, das quais algumas são divididas em várias famílias.  

Diversos efeitos de TEs nas espécies hospedeiras já foram relatados. A 

mobilização, expressão e inserção de TEs podem ser deletérias se não forem controladas, com 

efeitos negativos em seus hospedeiros (Zamudio & Bourc'His, 2010; Drongitis et al., 2019). 

No entanto, eles também envolvidos na formação da estrutura genômica, servem como fonte 

de mutações e estão envolvidos também no mecanismo de regulação da expressão gênica 
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(Slotkin & Martienssen, 2007) e de diversos processos biológicos, como transcrição de genes, 

splicing alternativo e tradução do RNA (DeSouza et al., 2013; Drongitis et al., 2019).  Dessa 

forma, é possível dizer que, por um lado, os TEs podem induzir mutações deletérias, causando 

disfunções, doenças e até letalidade nos indivíduos. Por outro lado, os TEs podem aumentar 

a variabilidade genética, proporcionando às populações uma melhor resposta adaptativa a 

determinadas mudanças ambientais. Sendo assim, os TEs podem ser considerados ao mesmo 

tempo “parasitas” e “simbiontes” do genoma, de acordo com a modulação de sua atuação. 

Diversos estudos têm sugerido um papel adaptativo de TEs na resposta ao estresse 

(Capy et al., 2000; Fablet & Vieira, 2011; Chénais et al., 2012; Casacuberta & González, 

2013; Rey et al., 2016). Entretanto, informações sobre a relação entre elementos transponíveis 

e sua atuação na resposta a diferentes condições de temperatura em B. mori ainda não foi 

elucidada. Dessa forma, no presente estudo realizamos a identificação e caracterização de TEs 

nos transcritos de Bombyx mori e a análise de expressão diferencial de TEs em lagartas 

mantidas a 26 ºC e 34 ºC durante o quinto instar, a fim de entender a resposta desses elementos 

a situação de estresse térmico durante o período mais crítico da vida desse inseto.  

 

2. Material e Métodos 

2.1 Criação das lagartas 

A criação das lagartas para obtenção do transcriptoma foi realizada segundo 

Lopes et al., (2023) (em fase de pré-publicação). Duas temperaturas de criação foram testadas, 

uma para cada grupo experimental: (1) 26 ºC, e (2) 34 ºC durante o quinto instar do estágio 

larval. Ao final desse estágio, três lagartas de cada grupo experimental foram selecionadas 

aleatoriamente e imediatamente mantidas em freezer -80°C para posterior extração de RNA.  

2.2 Extração de RNA e sequenciamento 

Três lagartas de cada grupo foram selecionadas para extração de RNA e 

sequenciamento. Os indivíduos criados a 26 ºC foram identificados como BM26A, BM26B e 

BM26C, e, os criados a 34 ºC, como BM34A, BM34C e BM34C. A extração, purificação e 

avaliação da integridade do RNA seguiram as metodologias descritas por Lopes et al., (2023) 

(em fase de pré-publicação).   
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As amostras de RNA total (três réplicas biológicas por tratamento) foram 

submetidas para preparação de bibliotecas de cDNA usando protocolo dUTP-stranded e um 

mínimo de 20 milhões 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 obtenção dos dados de sequencias no formato 

FASTQ.  

2.3 Montagem do transcriptoma e análise de expressão diferencial 

Os parâmetros de qualidade das leituras geradas após o sequenciamento para cada 

biblioteca foram avaliados com o auxílio da ferramenta FastQC v0.11.3 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), seguidos da correção dos 

reads raros no programa rCorrector v1.0.4 (https://github.com/mourisl/Rcorrector). Os reads 

não corrigidos foram retirados com o script FilterUncorrectabledPEfastq.py 

(https://github.com/harvardinformatics/TranscriptomeAssemblyTools/blob/master/FilterUnc

orrectabledPEfastq.py). A remoção de pares de bases de baixa qualidade, fragmentos curtos 

e sequências 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 referência disponível no NCBI, de número de referência Ref Seq GCF_014905235_1 

utilizando o programa HISAT2 v2.1.0 (Kim et al., 2019). A montagem guiada do 

transcriptoma realizada com o 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-publicação).   

A análise de expressão gênica 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/


 

 

53 

 

 

2.4 Anotação de TEs 

Para a identificação e caracterização de sequências de TEs em B. mori, os 

transcritos foram anotados de acordo com a sua similaridade a elementos previamente 

caracterizados disponíveis em diferentes bancos de dados.  

A identificação e caracterização 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 sequências com identidade mínima de 60%.  utilizando 

a ferramenta blastn. 

A identificação de famílias proteicas de TEs no transcriptoma montado foi 

realizada utilizando o Dfam v 3.7 (https://www.dfam.org/), considerando apenas as famílias 

curadas na busca, e Gypsy Database (LTRs e TIRs Seq. DB) (Llorens et al., 2011), utilizando 

a ferramenta blastn e considerando apenas sequências com identidade mínima de 60%. Para a 

localização de domínios proteicos característicos de TEs, foi utilizado o Pfam 

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

A identificação de famílias de TEs no genoma de referência para a montagem do 

transcriptoma foi utilizada como banco de dados para posterior comparação com o 

transcriptoma montado. A identificação dos elementos no genoma foi realizada no programa 

RepeatModeler v.2.0.3 e, posteriormente, o CD-HIT (http://cd-hit.org), para agrupar 

sequências biológicas com objetivo de reduzir a redundância de sequências e melhorar o 

desempenho das análises, utilizando um threshold de identidade ≥ 80%. A comparação 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 Identificação e caracterização de elementos transponíveis no transcriptoma de 

Bombyx mori 

A anotação usando o banco de dados Repbase previu a presença de 7.402 

transcritos semelhantes à TEs, distribuídos em 1.007 identificações diferentes e agrupados em 

mais de 20 superfamílias/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 anotações, seguidos de Zenon_BM (650 anotações) e elementos 

Gypsy (450 anotações).  

Enquanto isso, o alinhamento blastn do transcriptoma montado ao banco de dados 

ArTEDB permitiu a identificação de 11.235 sequências de TEs, distribuídas em 1.256 

diferentes identificações. As sequências de maior identificação se deram com sequências de 

Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (9.772 sequências), seguidos de Melitaea cinxia 

Lepidoptera: Nymphalidae) (410 sequências) e Locusta migratoria (Orthoptera: Acrididae) 

(287 sequências), variando de 63 a 100% de identificação (Tabela Suplementar 2). A 

sequência STRG.14683.1 apresentou o maior comprimento de alinhamento (8.264 pb), com 

99,7% de identificação e caracterizado como um elemento da ordem LTR, superfamília Bel-

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

A busca de domínios proteicos na base de dados do Dfam resultou em um total de 

3.117 transcritos com ao menos um domínio relacionado a transposição de TEs. A frequência 

das principais famílias e domínios de proteína estão identificados na Tabela Suplementar 3. 

Os elementos identificados mais abundantes tiveram maior similaridade com sequências de 

borboletas do gênero 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 sequência a TE0535_SO2_FAM0152 mais abundante e pertencente 

a ordem dos retrotransposons e da ordem LINE, superfamília I.  

A busca no Gypsy Database (LTRs e TIRs Seq. DB) permitiu a identificação de 

240 sequências de retrotransposons da ordem LTR e de 8 transposons de DNA da ordem TIR, 

com elementos variando de 73% a 100% de identificação (Tabela Suplementar 4). Os TEs 

LTRs mais abundantes foram LTR3'_Mdg1, 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 domínios proteicos característicos de TEs no Pfam, baseada em 

Hidden Markov Model, resultou em um total de 699 transcritos agrupados em 17 domínios 

relacionados a transposição de TEs (Tabela Suplementar 5). Os domínios 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). 

 

Figura 1. Domínios proteicos Pfam característicos de elementos transponíveis nas sequências 

do transcriptoma montado de B. mori e o número de transcritos relacionados a cada domínio. 

O domínio RVT_1 foi o mais numeroso. 

 

A anotação de TEs usando o blastn mostrou que 7.910 sequências têm 

correspondência com os elementos do genoma de referência identificado pelo 

RepeatModeler2, sendo 3.614 delas distribuídos em 13 superfamílias conhecidas (Tabela 

Suplementar S6).  A ordem mais abundante de TEs foi a ordem dos retrotransposons LINE 

(sendo os TEs mais abundantes CR1-Zenon, Jockey e RTE-BovB), seguida de transposons de 

DNA da ordem TIR (sendo P, TcMar-Mariner e TcMar-Tc1 os mais abundantes) (Tabela 

Suplementar 6). 

A reunião de todas as informações obtidas em diferentes bancos de dados 

(Repbase, ArTEDB, Gypsy, Dfam, Pfam e RepeatModeler2) permitiu a identificação de 
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11.697 sequências semelhantes a TEs no transcriptoma de B. mori, que apresentaram 

identificação com pelo menos um banco de dados. A maioria das sequências relacionadas a 

TEs puderam ser classificadas em diferentes categorias de elementos genéticos móveis 

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

 

Figura 2. Distribuição de sequências relacionadas a TEs identificados no transcriptoma de B. 

mori em duas classes, elementos de classe I (retrotransposons) e elementos de classe II (DNA 

transposons), e 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 

superfamílias/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 

superfamílias/clados), seguida da ordem Helitron, que representou em torno de 13% dos DNA 

transposons. 
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Figura 3. Distribuição de sequências relacionadas a TEs identificados no transcriptoma de B. mori. No eixo vertical, o número de sequências 

correspondentes a cada elemento. No eixo horizontal, a divisão entre duas classes (I e II) e classificação dos elementos em superfamílias/clados.
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3.2 Expressão diferencial 

A análise de expressão diferencial foi realizada com um total de 28.683 transcritos 

do transcriptoma montado pelo StringTie. Como resultado, 3.115 sequências 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 ºC em relação às criadas a 26 ºC. 

Dentre as sequências diferencialmente expressas, 784 sequências apresentaram pelo menos 

uma identificação com sequências TEs nos bancos de dados utilizados, sendo 227 sequências 

de TEs up reguladas e 557 sequências down reguladas (Tabela Suplementar 8, Figuras 4 e 5). 

Os retrotransposons também representaram a maioria das sequências diferencialmente 

expressas identificadas, aproximadamente 57%.  

Entre os transcritos up regulados, a superfamília de retrotransposon LTR Bel-Pao 

foi a mais numerosa, compreendendo 31 sequências. Entre os transcritos down regulados, a 

superfamílias Bel-Pao e Gypsy da ordem LTR foram as mais numerosas, com 42 e 34 

sequências, respectivamente. Enquanto isso, a superfamília Copia, pertencente a mesma 

ordem, apresentou somente uma sequência. 

Enquanto isso, somente 29 sequências up reguladas foram identificadas como 

DNA transposons. A ordem TIR foi a mais abundante, e o clado Tc1 o mais numeroso da 

ordem, com 6 sequências. Entre os transcritos down regulados, a quantidade de transcritos 

DNA transposons foi quase quatro vezes maior (114 sequências), sendo o clado Sola o mais 

numeroso (27 sequências), seguido das superfamílias hAT e Helitron (12 transcritos cada). 
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Figura 4. Representação de elementos transponíveis diferencialmente expressos no 

transcriptoma de B. mori. Os níveis de RNAm são 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 estão à direita com as identificações dos transcritos 

correspondentes. 

 

Figura 5. Representação esquemática da organização dos domínios de codificação de 

proteínas na sequência STRG 9105.1 (fibrohexamerin) em B. mori. A sequência foi 

representada em número de aminoácidos. Abreviações: RT = transcriptase reversa; ORF = 

Open Reading Frame. 
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4. Discussão 

No presente estudo, 11.697 transcritos apresentaram semelhança com pelo menos 

um dos seis bancos de dados utilizados na pesquisa desses elementos, representando 40% dos 

transcritos totais montados. Esses números elevados de transcritos com semelhanças a TEs se 

dão pois em muitos casos, as sequências de TEs são 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 informações sejam 

maiores, principalmente quando se estuda elementos com estrutura e sequências tão variáveis. 

Ademais, a utilização de diferentes bancos de dados também se justifica pela quantidade 

reduzida de informações sobre TEs em espécies de invertebrados em comparação com 

espécies de vertebrados, especialmente mamíferos. No presente estudo foi possível observar 

que muitos transcritos não puderam ser caracterizados pois suas informações eram 

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

Os elementos genéticos móveis representam uma parte significativa no genoma 

de eucariotos. Em B. mori, por exemplo, esses elementos representam cerca de 46% da 

composição do genoma (Kawamoto et al., 2019), e muitas vezes podem ser 

transcricionalmente ativos. Com o avanço das tecnologias e os sequenciamentos de nova 

geração (NGS, do inglês Next Generation Sequencing), os transcriptomas obtidos por RNA-

Seq tem permitido um melhor entendimento da expressão de TEs com uma variedade de 

agentes de estresse (Mombach et al., 2022) e proporcionando uma melhor identificação e 

caracterização desses elementos. Diversos estudos sugerem que situações de estresse, biótico 

ou abiótico, podem estimular a expressão ou mobilização desses elementos em diversos 

organismos. Em Drosophila, por exemplo, um inseto com uma das melhores qualidades de 

genomas anotados e um dos conjuntos de sequências TE mais bem caracterizados, já é 

sugerido que o estresse não leva à ativação geral de TEs, mas diferentes situações de estresse 

podem ativar ou reprimir conjuntos de TEs (Mombach et al., 2022). Dessa maneira, fazer uma 

investigação 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 proporção de retrotransposons e DNA transposons (79 e 21% respectivamente) 

das sequências classificadas é similar às encontradas em outro estudo de B. mori (Osanai-

Futahashi et al., 2008). Os retrotransposons normalmente constituem a maior porção 

repetitiva nos genomas eucariotos devido ao seu mecanismo de mobilização, onde, a cada 
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ciclo de replicação uma nova cópia do elemento é produzida (Kazazian, 2004; Finnegan, 

2012).   

Os retrotransposons, ou elementos de classe I são subdivididos em cinco ordens, 

sendo elas LTR, DIRS, PLE, LINE e SINE. Transcritos da ordem DIRS não foram 

identificados no transcriptoma de B. mori, A ausência da identificação desses elementos 

também foi observada em outros estudos (Osanai-Futahashi et al., 2008; Kawamoto et al., 

2019). Os elementos LTRs são caracterizados por suas repetições terminais longas 

flanqueando diretamente uma região de codificação interna e seu mecanismo de transposição 

é compartilhado com os retrovírus (Wicker et al., 2007; Finnegan, 2012). Das cinco 

superfamílias de retrotransposons, somente três 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 classificação proposta por Wicker et al. (2007), 

eram classificados somente em cinco grandes superfamílias: R2, L1, RTE, I e Jockey. No 

entanto, devido à ausência de um consenso entre as classificações, além do avanço nos estudos 

dos TEs, novas classificações foram propostas (Kapitonov et al., 2009; Piégu et al., 2015), e 

isso permitiu que pudéssemos classificar as sequências relacionadas a TEs no presente estudo 

em 12 diferentes clados: CR1-Zenon, CR1, RTE, RTE-BovB, I, L1, L2, R1, R2, R4 e Proto2, 

visto que alguns bancos de dados já possuem essas classificações mais abrangentes. Os 

elementos da ordem LINE foram os mais abundantes no transcriptoma de B. mori no presente 

estudo. Esse resultado é similar ao estudo do genoma de B. mori de Osanai-Futahashi et al. 

(2008). No entanto, em comparação com outras espécies de insetos, como Anopheles gambiae 

(Diptera: Culicidae) e Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae), esses resultados 

diferem consideravelmente. Em A. gambiae, LTRs e SINEs compreendem a maior porção de 

sequências de TEs, enquanto em D. melanogaster, a maior porção de sequências de TEs 

pertencem a ordem dos LTRs, Diferentemente da composição 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, é subdividida em 

duas subclasses, sendo a Subclasse 1 constituída pelas ordens TIR e Crypton, que 

compreendem os TEs que utilizam um mecanismo de “cortar e colar” e são caracterizados por 

repetições terminais invertidas (Wicker et al., 2007). No transcriptoma de B. mori, foram 

identificadas as superfamílias e outros clados da ordem TIR: Tc1, Sola, hAT, PIF-Harbinger, 

Mariner, PiggyBac, P, Ginger, m44, ISL2EU, Fot1, CACTA, Transib, Kolobok, Tc1- Mariner, 

Academ e Zator. Os clado Tc1, pertencente a superfamília Tc1-Mariner, e a superfamília Sola 

representaram os grupos de TEs mais abundantes, com 221 e 173 sequências anotadas, 

respectivamente. O resultado condiz com o estudo do genoma de B. mori Osanai-Futahashi 

et al. (2008), onde os elementos da superfamília Tc1-Mariner foram os mais abundantes, e 

condiz com outros estudos anteriores da espécie (Robertson & Asplund, 1996; Tomita et al., 

1997; Robertson e Walden, 2003). Enquanto isso, a subclasse II dos transposons de DNA 

compreende as ordens Helitron e Maverick (Polintons), que utilizam um mecanismo de 

transposição que envolve a replicação sem clivagem da dupla fita. No presente estudo, foram 

identificadas 198 sequências com semelhança a TEs Helitrons, enquanto apenas 11 

sequências apresentaram similaridade com elementos Maverick.  

No presente estudo, foi possível observar a possibilidade da ocorrência de 

inserções de TEs em genes específicos. O elevado número de sequências com identificação 

com TEs e a anotação das sequências que codificam diferentes funções 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 relação a análise de expressão diferencial, também foi possível observar que 

a quantidade de transcritos com semelhança 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 família hAT a partir dos dados dos seis bancos de 

dados utilizados. A relação entre fatores de transcrição zinc fingers e resistência a temperatura 

já foi estabelecida em alguns estudos de B. mori (Li et al., 2012; Guo et al., 2018). A 

identificação das sequências desses transcritos diferencialmente expressos com sequências de 

DNA transposons no presente estudo se dá possivelmente devido a possibilidade das proteínas 

do domínio ZBED terem derivado da superfamília de DNA transposons hAT (Hayward et al., 

2013). 
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Enquanto isso, em busca de transcritos envolvidos com a resistência a 

temperatura, o transcrito down regulado STRG.9466.1 (heat shock 70 kDa protein) foi 

identificado. Já é conhecido que a transcrição do gene Hsp70, que é ativada por fatores de 

choque térmico (HSFs) em situações de estresse, torna-se rapidamente atenuada quando as 

condições de estresse diminuem, para mitigar a influência que Hsp70 tem no crescimento e 

divisão celular (Feder et al., 1992; Morimoto, 1998). Uma vez produzida, a Hsp70 interage 

com a Hsp90 “distraindo-a” de sua função regulatória de piwi-RNAs, que tem papel 

conhecido de reprimir e silenciar transposons por mecanismos transcricionais ou pós-

transcricionais e mantêm a integridade do genoma, e permitindo a expressão de TEs 

(Cappucci et al., 2019). Sendo assim, em Drosophila, já é conhecido que as condições do 

estresse, que consequentemente refletem no nível de expressão de Hsp70, modulam a 

consequente ativação de TEs.  

Neste estudo apresentamos a identificação e a caracterização de TEs no 

transcriptoma de Bombyx mori da linhagem comercial brasileira utilizando seis diferentes 

bancos de dados com sequências de elementos genéticos móveis. Nossos resultados revelaram 

uma grande diversidade de TEs na espécie. Além disso, avaliamos a expressão relativa de 

elementos genéticos móveis em lagartas criadas a 26º e 34 ºC durante todo o quinto instar. 

Nossos dados contribuem para o conhecimento da composição desses elementos dentro do 

transcriptoma de B. mori e evidenciam um elevado número de sequências com identificação 

com TEs que representam diferentes funções em B. mori. Ademais, a temperatura pode estar 

relacionada com a modulação de sequências semelhantes a TEs.  
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7. CONCLUSÕES FINAIS 

Os dados apresentados neste estudo são inovadores para o estudo de B. mori da 

linhagem comercial brasileira, evidenciando vias metabólicas importantes no processo de 

resposta a temperatura. Essas informações iniciais são relevantes para futuras estratégias que 

permitam o melhor desempenho da produção de seda no Brasil e no Estado do Paraná. Entre 

as principais contribuições, podemos citar: 

• A criação de lagartas de B. mori a 34 ºC em comparação a lagartas mantidas a 26 ºC 

durante o quinto instar afetam diretamente o crescimento, desenvolvimento e o 

sistema imunológico desses insetos, tendo como consequência um efeito prejudicial 

na produção de casulos de seda; 

• A caracterização do transcriptoma de B. mori utilizando diferentes bancos de dados 

de elementos genéticos móveis revelou que grande parte dos transcritos da espécie 

possuem identificação com sequências de TEs, e que a maior porção desses transcritos 

são retrotransposons da ordem LINE; 

• A pesquisa de elementos transponíveis no transcriptoma de B. mori revelou uma 

diversidade considerável desses elementos em sequências transcritas dessa linhagem 

e contribuem significativamente para o conhecimento da composição desses 

elementos dentro do transcriptoma de B. mori. 


