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RESUMO

A formiga cortadeira Atta sexdens apresenta ampla distribuicdo no Brasil e é considerada um
importante inseto-praga de diversas culturas agricolas devido a sua intensa atividade de
forrageio de material vegetal fresco. A intensa desfolhacdo dessas formigas ocorre em virtude
da necessidade de fornecerem alimentos para cultivo do fungo (Leucoagaricus gongylophorus)
com o qual vivem em simbiose e do qual também se alimentam. Embora muito se saiba sobre
a bioecologia destes insetos, ainda sdo poucos os estudos de validacdo da funcdo génica de
familias proteicas que desempenham funcdes importantes no desenvolvimento das formigas
cortadeiras, uma vez que sdo quase inexistentes os dados moleculares disponiveis para estas
espécies. O objetivo deste trabalho consistiu em obter o transcritoma da formiga cortadeira A.
sexdens proveniente do sequenciamento de RNA de cinco amostras bioldgicas (larva inteira,
intestino de larva, formiga forrageadora inteira, cabeca e intestino de formiga forrageadora),
visando identificar transcritos codificadores de quitinases, que sdo enzimas envolvidas na rota
de degradacao da quitina - um importante polissacarideo componente de matrizes extracelulares
e que desempenha diversas funcdes nos insetos. A partir dos dados brutos do sequenciamento
das amostras foi conduzida analise de qualidade e, posteriormente, as leituras processadas
foram utilizadas na montagem de novo do transcritoma por meio da ferramenta Trinity. A
predi¢do de ORFs (do inglés - Open Reading Frames) ocorreu a partir de dados de similaridade
e identificacdo de dominios proteicos, com identificacdo de 45.253 sequéncias candidatas a
transcritos codificadores. Deste total, 36.639 sequéncias apresentaram ao menos um dominio
depositado no banco de dados Pfam, sendo que foi possivel anotar 24.392 sequéncias contendo
ortologos diretos nos bancos de dados disponiveis no eggNOG. De maneira geral, os transcritos
presentes em maior quantidade no transcritoma de A. sexdens se engquadraram na categoria de
mecanismos de transducdo de sinais. Apds a analise filogenética foram identificados 23
transcritos codificadores de quitinases, divididos em 11 grupos de quitinases comumente
encontradas em insetos. De modo geral, quinze das quitinases identificadas em A. sexdens
apresentaram todos os dominios esperados. Portanto, com a identificacdo in silico de potenciais
candidatas a quitinases no transcritoma de A. sexdens sera possivel ampliar o conhecimento
molecular e fisiologico acerca da espécie e contribuir com estudos posteriores gque visem
elucidar o papel destas enzimas no desenvolvimento da formiga cortadeira Atta sexdens.

Palavras-chave: Formigas cultivadoras de fungo. Transcritoma. 18-glicosil-hidrolases.



ABSTRACT

The leaf-cutting ant Atta sexdens is widely distributed in Brazil and is considered an important
insect pest of several crops due to its intense foraging activity on fresh plant material. The
intense defoliation performed by ants takes place to grow the symbiotic fungus (Leucoagaricus
gongylophorus) on which ants feed. Although much is known about the ants bioecology, there
are still few studies to validate the gene function of protein families that play important roles in
the development of leaf-cutting ants, since little molecular data is currently available for these
species. This work aimed to obtain the leaf-cutting ant A. sexdens transcriptome by RNA
sequencing of five biological samples (whole larva, larval gut, whole foraging ant, head, and
gut of foraging ant), aiming to identify sequences encoding chitinases — enzymes involved in
the degradation route of chitin, a vital polysaccharide for building extracellular matrices and
for accomplishing other functions in insects. After sequencing, de novo assembly of the
transcripts was performed using the Trinity tool. The prediction of Open Reading Frames
occurred from similarity data and identification of protein domains, with identification of
45,253 protein-coding sequences. Of this total, 36,639 sequences had at least one domain
deposited in the Pfam database, and it was possible to annotate 24,392 sequences containing
direct orthologs in databases available in eggNOG. In general, the transcripts present in larger
quantities in A. sexdens transcriptome fell into the category signal transduction mechanisms.
From the phylogenetic analysis, twenty-three sequences encoding chitinases were identified,
divided into eleven groups of chitinases commonly found in insects, of which fifteen presented
all the expected domains. Therefore, with the in silico identification of potencial candidates for
chitinases in the A. sexdens transcriptome it will be possible to expand molecular and
physiological knowledge about the species and contribute to further studies aimed at elucidating
the role of these enzymes in the development of leaf-cutting ants.

Keywords: Fungus-Farming Ants. Transcriptome.18 glycosyl hydrolases.
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras (ordem Hymenoptera, familia Formicidae, subfamilia
Myrmicinae, tribo Attini, subtribo Attina) sdo insetos sociais que desempenham um importante
papel ecoldgico nos ecossistemas em que habitam (HOLLDOBLER; WILSON, 1990;
LOFGREN, C.S., & VANDER MEER, 1986). A sociedade das formigas cortadeiras apresenta
castas bem definidas, e cada uma desempenha um papel importante dentro da col6nia. Nessa
organizacdo, os machos emergem somente no periodo do acasalamento, quando também
emergem as jovens rainhas. As rainhas, além da copula e ovoposi¢do, sdo necessarias para 0
fundacdo e manutencéo da colénia. Outra casta muito importante é a das operérias, as quais sdo
divididas em subcastas: jardineiras, generalistas, forrageadoras e as soldadas. As operarias sdo
as responsaveis por executar atividades essenciais para a coesdo do formigueiro tais como o
cuidado da prole, limpeza, forrageio de material vegetal e protecdo da colénia (DELLA LUCIA,
2011; SERGIO DE BRITTO et al., 2016).

Estes insetos apresentam comportamentos caracteristicos, como o cultivo do fungo,
Leucoagaricus gongylophorus (divisdo Basidiomycota, ordem Agaricales, familia
Agaricaceae) do qual se alimentam (SCHULTZ, 2021). Na verdade, esses dois organismos
vivem em um sistema de simbiose obrigatdria, onde a formiga possui diversas adaptaces
comportamentais e fisiologicas que viabilizam o crescimento e o sucesso ecolégico do fungo
no interior de seus ninhos (WORSLEY et al., 2018). A vantagem desta relacdo mutualistica
para o fungo é a obtencdo dos nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia, além de se beneficiar
da assepsia feita pelas formigas a fim de evitar a contaminagdo do jardim flangico. Em
contrapartida, as formigas alimentam-se de hifas especializadas produzidas pelo fungo, os
chamados gongilideos. As paredes celulares desta estrutura sdo ricas em proteinas, sendo usada
para alimentar as larvas, e o contetdo liquido, rico em carboidratos, serve como alimento para
as adultas (DELLA LUCIA, 2011; SERGIO DE BRITTO et al., 2016).

Essa relacdo ecologica muito bem estabelecida tem um custo para os sistemas de
producdo agricolas. As formigas cortadeiras, oriundas do neotropico, s8o as maiores
desfolhadoras conhecidas na natureza. A sociedade destas formigas € muito grande, sendo que
as do género Atta podem ter milhdes de individuos. Esta caracteristica faz com que elas coletem
grandes quantidades de material vegetal para o cultivo do fungo. O problema é que este
comportamento causa danos a diversas culturas, podendo levar a perdas que variam de 10 a

100% dependendo do estadio de desenvolvimento das plantas. Dessa forma, estas formigas sao
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consideradas importantes pragas agricolas na América Central e América do Sul (DELLA
LUCIA, 2011; SCHULTZ, 2021; SERGIO DE BRITTO et al., 2016).

Nesse estudo, a espécie alvo ¢é a formiga cortadeira Atta sexdens (ordem Hymenoptera,
familia Formicidae), com ampla distribuicéo no Brasil
(https://antmaps.org/?mode=species&species=Atta.sexdens) e popularmente conhecida como
saliva-lim4o (SERGIO DE BRITTO et al., 2016; ZANETTI et al., 2014). Como demonstrado

anteriormente, as formigas cortadeiras sdo importantes alvos tanto do ponto de vista ecoldgico
quanto do controle de pragas, os quais poderiam beneficiar-se de dados moleculares da espécie.
Existem muitos dados disponiveis sobre a bioecologia das formigas cortadeiras, mas quando se
trata de dados gendmicos e transcritbmicos ocorre uma escassez de informagéo. A formiga A.
sexdens, por exemplo, ndo contém genoma de referéncia publicado, o que dificulta a
compreensdo evolutiva e genética da espécie. Neste contexto, pouca informacéo esta disponivel
sobre quais sdo 0s genes e proteinas diretamente associados com as intera¢cGes com o fungo e
com o crescimento e desenvolvimento deste inseto. Portanto, considerando a importancia da
espécie e a escassez de informacéo sobre as formigas, ha uma crescente demanda por esforcos
da comunidade cientifica e do setor privado na producdo de dados bioldgicos, bioquimicos e
moleculares para suportar a geragdo de conhecimento sobre as formigas cortadeiras.

Através de dados transcritbmicos € possivel prospectar genes essenciais ao
desenvolvimento dos insetos em condicBes especificas, como em um determinado estadio do
desenvolvimento, em tecidos e/ou 6rgaos e até mesmo em resposta a fatores externos sejam
eles bidticos ou abioticos. Isso é possivel porque com o surgimento do sequenciamento de
acidos nucleicos surgiram, por conseguinte, bancos de dados de sequéncias biolégicas. Esses
bancos de dados sdo acessados por biologistas que procuram determinar a funcdo bioldgica das
sequéncias depositadas em organismos modelos. Assim, quando uma sequéncia bioldgica tem
sua funcdo validada experimentalmente, ela pode ser usada como referéncia para anotagao de
sequéncias similares em outras espécies. A partir disso, mesmo na auséncia de um genoma de
referéncia, é possivel, por meio do sequenciamento do &cido ribonucleico (RNA-Seq),
empregar diversas técnicas de bioinformatica atuais para a obtengdo do transcritoma de uma
espécie, a fim de identificar potenciais candidatos de uma familia génica que se deseja estudar
(BONO et al., 2022; OPPENHEIM et al., 2015).

Dentre os genes que podem ser estudados em insetos devido a sua importancia
morfolégica, sdo aqueles envolvidos na rota do metabolismo de quitina - um polissacarideo

constituinte de matrizes extracelulares - desempenham importante fungdo como protecdo a
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fatores bidticos, abidticos e mecénicos. A quitina é principalmente conhecida por ser o principal
componente do exoesqueleto dos insetos, mas também esté presente em 6rgaos como o intestino
e as asas, afetando tanto a digestdo quanto a locomocao. Dentre as enzimas que participam no
metabolismo de quitina, as quitinases (E.C. 3.2.1.14) possuem importante funcdo, pois séo
requeridas nas fases de mudanca de estddio do desenvolvimento dos insetos, quando €
necessario que a cuticula velha seja degradada e uma nova seja sintetizada a fim de viabilizar a
metamorfose e/ou crescimento do inseto (LIU; ZHANG; ZHU, 2019). Além disso, as quitinases
participam nos processos de digestdo e fluxo de nutrientes das colbnias das formigas
cortadeiras, pois foram detectadas tanto nos jardins de fungos como no sistema digestorio destes
insetos (DELLA LUCIA, 2011).

Isto posto, as quitinases sdo potenciais alvos de estudos para compreender o
desenvolvimento das formigas cortadeiras. Neste contexto, objetivou-se empregar ferramentas
de bioinformatica atualizadas para montagem de transcritos, predicdo de transcritos
codificadores de proteinas baseadas em dados de similaridade e anotacdo de dominios
proteicos, e identificar potenciais transcritos codificadores de quitinases no transcritoma da
formiga cortadeira A. sexdens a partir do sequenciamento de RNA de cinco amostras bioldgicas:
larva inteira, intestino de larva, formiga forrageadora inteira, cabeca e intestino de formiga

forrageadora; tendo estes dados sido gerados primeiramente por Mé&ximo (2018).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Analise gendmica e funcional

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) é uma molécula de dupla fita carreadora da
informacg&o genética dos seres vivos, cuja estrutura foi elucidada em meados de 1950 por James
Watson e Francis Crick. O DNA ¢é um polimero de nucleotideos compostos por uma unidade
de aclcar (desoxirribose), uma base nitrogenada - adenina (A), timina (T), guanina (G) ou
citosina (C) - e um grupo fosfato. Devido a interagdo por pontes de hidrogénio entre as bases
(A-T e C-G), as moléculas de DNA sdo estveis como hélices dupla fita e antiparalelas
(GAUTHIER et al., 2019; VERLLI, 2014).

O fluxo da informacéo bioldgica, conhecido como dogma central da biologia molecular,
estabelece que a informacédo contida no DNA deve ser transcrita para uma molécula de acido
ribonucleico (RNA) podendo este ser ou ndo traduzido em uma proteina. A transcri¢do génica
por sua vez depende da necessidade da célula em determinado momento e condi¢do. O RNA é
composto por uma unidade de agUcar (ribose), uma base nitrogenada — A, C, G e Uracila (U) -
e um grupo fosfato. A molécula de RNA ¢é a intermediaria no fluxo da informagdo genética
entre DNA e proteina. Com base nas suas propriedades fisico-quimicas e em sua estrutura de
fita simples, 0 RNA é menos estavel que o DNA, o que o torna mais suscetivel a degradacéo.
A traducdo da informacdo da molécula de RNA a proteina (polimero de aminoacidos) € crucial
para 0 processo bioldgico, devido a diversidade de fungdes que as proteinas, efetoras da
informacdo génica, desempenham na célula(GAUTHIER et al., 2019; VERLI, 2014).

Desde a elucidacdo da estrutura do DNA diversos avangos ocorreram no campo da
biologia molecular. Com o surgimento de técnicas de sequenciamento de acidos nucleicos, 0s
cientistas passaram a ter acesso a infinidades de sequéncias bioldgicas: genomas (DNA
nuclear), mitogenomas (DNA mitocondrial), genomas cloroplastidiais (DNA cloroplastidial),
transcritomas (conjunto genes expressos em RNA), entre outros, como sequenciamento de
elementos cis-regulatérios. Atualmente estas sequéncias estdo amplamente difundidas em
bancos de dados ao redor do mundo e disponiveis para analises de dados bioldgicos. Margareth
Dayhoff foi a pioneira no uso de computadores para estudos de moléculas, desde a
sistematizagdo da nomenclatura dos aminoacidos e a trabalhos filogenéticos até os estudos da
estrutura tridimensional de proteinas por métodos de cristalografia de raios-X. Desde ent&o,

vivenciamos uma revolugdo cientifica acompanhada pelo alto poder computacional e pelo
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grande volume de dados provenientes dos projetos genoma (GAUTHIER et al., 2019; VERLI,
2014).

2.1.1. Sequenciamento de RNA via Plataforma Illumina

Desde a publicagéo do primeiro genoma humano, diversas tecnologias foram langadas
no mercado, perfazendo 3 geragdes de sequenciadores. O sequenciamento de primeira geracao,
também conhecido como sequenciamento didesoxi, método de terminacdo de cadeia ou
sequenciamento de Sanger, baseia-se no processo de amplificacdo de uma sequéncia de DNA
empregando uma DNA polimerase em presenga de nucleotideos modificados, os chamados
didesoxirribonucleosideos trifosfato (ddNTP - nucleotideos terminadores de cadeia) que nao
apresentam a hidroxila no carbono 3 da desoxirribose. O efeito dos ddNTPs esta envolvido com
0 bloqueio da amplificacdo da molécula apds sua incorporacdo na fita de DNA gerando
fragmentos de DNA de tamanhos diferentes. Atualmente, o sequenciamento de Sanger baseia-
se na utilizacdo de um sistema automatizado, onde cada ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP,
ddGTP) é marcado com fluordéforos especificos, e o produto do sequenciamento submetido a
eletroforese capilar para identificacdo dos nucleotideos da sequéncia alvo por ordem de
tamanho, sendo que os fragmentos sequenciados apresentam em média 600-1000 bases (HU et
al., 2021).

O sequenciamento de segunda ou de proxima geracdo (NGS) consiste em um método
de sequenciamento massivo de sequéncias curtas (100-600 pares de base - pb) de DNA por
meio de sintese quimica, de modo que cada corrida gera milhdes de cdpias de um fragmento.
O sequenciamento NGS revolucionou o mercado porque barateou o sequenciamento, além de
gerar grande volume de dados, facilitando 0 sequenciamento de genomas e transcritomas a um
menor tempo e menor custo quando comparado ao sequenciamento de primeira geracdo (HU et
al., 2021)..

Por fim, o sequenciamento de terceira geracdo tambem se baseia no sequenciamento
massivo de moléculas DNA ou RNA, porém este método gera poucas sequéncias se comparado
ao NGS e os fragmentos gerados sdo maiores que 1500 bases. Tecnologias como Pacbio (do
inglés - Pacific Biosciences) e ONT (do inglés - Oxford Nanopore Technology) sdo exemplos
de tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo que estdo revolucionando o mercado
devido a possibilidade de obtencéo de leituras longas que cobrem grandes por¢des do genoma.

No caso dos transcritomas, estas tecnologias tém possibilitado o sequenciamento de isoformas
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completas, 0 que é sua grande vantagem quando comparadas aos métodos de segunda geracao
(HU et al., 2021).

Para o estudo de transcritomas é necessario o0 sequenciamento de moléculas de RNA. O
Sequenciamento de RNA (RNA-Seq) é uma tecnologia usada para determinar a identidade e
abundancia de sequéncias de RNA (transcritos) em uma amostra bioldgica, uma vez que
moléculas de RNA s&o as efetoras intermediarias da informacg&o bioldgica e essenciais para
todas as células. O sequenciamento da informacao bioldgica existente em um dado momento
em uma determinada amostra bioldgica tem uma série de aplica¢fes que envolvem a descoberta
de novos transcritos, processamento alternativo de transcritos, ontologia génica e polimorfismo
génico (SNP). Porém, uma das grandes contribuicdes do RNA-Seq é a possibilidade de
quantificar a expressao génica e compara-la entre bibliotecas. Ou seja, verificar o efeito de uma
condicdo especifica (temperatura, estadio do desenvolvimento, exposicao a agentes biologicos,
diferentes tecidos) sobre a expressdo génica em determinada amostra bioldgica (WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009; HAAS; ZODY, 2010; MCGETTIGAN, 2013; HRDLICKOVA;
TOLOUE; TIAN, 2017).

Os primeiros estudos de sequéncias de RNA em larga escala datam da década de 90, por
meio das técnicas de Sequéncias Expressas Marcadas (EST, do inglés — Expressed Sequence
Tags), Andlise Serial da Expressdo Génica (SAGE, do inglés — Serial Analysis of Gene
Expression) e Microarranjos de DNA (DNA Microarrays). Todas estas andlises demandam um
conhecimento prévio do genoma/transcritoma, porém, nao permitem a obtencdo massiva de
dados. Neste contexto, o sequenciamento de 2* geracdo revolucionou esse campo de estudo,
tanto pela obteng@o massiva de sequéncias quanto pela possibilidade de abordagens de novo, as
quais ndo requerem dados gendmicos e/ou transcritdbmicos de referéncia previamente
disponiveis. As etapas essenciais desta metodologia envolvem o isolamento do RNA da amostra
bioldgica (células, tecidos, organismos), em alguns casos conversdao em DNA complementar
(cDNA), preparagdo das bibliotecas, sequenciamento dos nucleotideos das bibliotecas e
analises dos dados biologicos (bioinformatica) (HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017).

O sequenciamento de RNA por meio da plataforma Illumina baseia-se na obtencédo da
molécula de cDNA (DNA complementar obtido por de uma reacdo de sintese de DNA
catalisada por uma enzima DNA polimerase dependente de RNA). O cDNA é€ sintetizado apds
a extracdo do RNA da amostra bioldgica e nesta metodologia a construcdo da biblioteca de
cDNA é uma etapa crucial. No entanto, existem outras considera¢fes importantes antes da
construcdo da biblioteca: definir quais as moléculas de RNA sdo interessantes para o estudo;
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qual o tamanho da biblioteca de cDNA de interesse; qual o método de ligacéo de adaptadores
utilizar (CONESA et al., 2016; HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017; PARK et al., 2019).

Organismos eucariotos contétm RNAs codificadores de proteinas (MRNA) e RNAs
longos nédo codificadores (INCRNA — maiores que 200 nt) contendo cauda poli-A. As moléculas
de mRNA representam apenas 1-5% do conteido de RNA total na célula. Logo, existem duas
formas bésica de selegdo destas moléculas: transcri¢do reversa utilizando iniciadores oligo-dT,
ou selecdo via esferas ligadas a iniciadores oligo-dT (CONESA et al., 2016; HRDLICKOVA,;
TOLOUE; TIAN, 2017; PARK et al., 2019).

Como em muitos dos estudos o RNA ribossomal (rRNA) ndo é interessante, este é
removido por ser 0 mais abundante na célula. Existem diversas metodologias disponiveis, desde
a utilizacdo de sondas que se hibridizam no rRNA seguido por digestdo via RNase H, até a
utilizacdo de iniciadores ndo randémicos durante a etapa de transcricdo reversa o que evita
rRNAs. Apesar da grande diversidade de métodos de enriquecimento das sequéncias de RNA
de interesse e deplecdo de rRNA, na maior parte dos estudos prefere-se a utilizacdo de métodos
baseados na purificacdo da cauda poli-a devido a facilidade do protocolo e custo comparado as
outras metodologias (CONESA et al., 2016; HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017; PARK
etal., 2019).

Apos a selecdo das moléculas de RNA de interesse, as bibliotecas precisam passar por
um processo de fragmentacdo devido a limitacdo do método de sequenciamento empregado,
gue no caso da 22 geracdo prevé fragmentos menores que 600pb. Os métodos que podem ser
empregados no processo de fragmentacdo sdo: digestdo alcalina, através do uso de céations
divalentes (Mg?*, Zn?"); ou enzimas (RNase 1l — endoribunocleases de moléculas dupla fita
RNA). Todas as metodologias podem gerar fragmentos ndo randémicos, no entanto, como
geralmente incorpora-se a etapa de sintese de cDNA na obtengdo das bibliotecas e a enzima
RNase Il tem preferéncia por moléculas dupla fita, todas as moléculas de cDNA podem ser
fragmentadas (CONESA et al., 2016; HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017; PARK et al.,
2019).

Apos a fragmentacdo, todas as moléculas de cDNA séo ligadas a adaptadores antes do
processo de amplificacdo e sequenciamento. Para evitar que se perca a informagéo de
direcionalidade da molécula de RNA, diferentes metodologias foram desenvolvidas para se
manter esta informacdo. Apesar da diversidade de metodos disponiveis, geralmente emprega-
se a ligacdo de adaptadores diferentes a cada terminagao (5 e 3”) pelo uso de RNA ligase tipo

I (3’) e RNA ligase tipo II (5°). Outra possibilidade ¢ a deplecao de uma das fitas através da
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incorporacdo de moléculas dUTP na fita complementar e posterior digestdo desta fita pela
utilizacdo de uma enzima chamada Uracil-DNA Glycosylase (enzima que cliva a base uracil na
fita complementar) (CONESA et al., 2016; HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN, 2017; PARK
etal., 2019).

Apos as etapas de selecdo, fragmentacdo e ligacdo de adaptadores as moléculas de
interesse, estas precisam passar por uma etapa de amplificacdo seguida pelo sequenciamento.
Em posse das leituras geradas pelo sequenciador, a etapa seguinte consiste na montagem das

sequéncias e interpretacdo dos dados bioldgicos.

2.1.2. Bioinformatica aplicada ao estudo de transcritomas

A bioinformatica pode ser dividida em dois campos de estudo: classica e estrutural. A
bioinformética classica compreende a andlise de dados de sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos. E os estudos de sequéncias de biomoléculas incluem: comparacdo por meio de
alinhamentos; identificacdo de padrdes (dominios, motivos estruturais); caracterizacdo das
relacBes evolutivas; construcdo e anotacdo de genomas, transcritomas, proteomas (conjunto de
proteinas de um organismo); e, construcdo de redes de expressdo (ou seja, como a expressao de
um gene A esta correlacionada a expressdo de um gene B). Por outro lado, a bioinformética
estrutural compreende a andlise dos dados bioldgicos a partir de uma perspectiva
tridimensional, demandando maior poderio computacional em relacdo a bioinformatica
classica. Alguns dos principais estudos da bioinformatica estrutural envolvem a modelagem da
estrutura molecular de biomoléculas, modelagem da interacdo entre biomoléculas e
caracterizacdo da flexibilidade molecular (dindmica molecular) (GAUTHIER et al., 2019;
VERLI, 2014).

A Dbioinformatica classica evoluiu a partir do escalonamento de projetos de
sequenciamento e estes tém revolucionado tudo o que sabemos sobre a origem, evolugéo e
biologia das espécies. No entanto, embora continuemos a desenvolver novas tecnologias de
sequenciamento, e mais genomas sejam sequenciados, ainda ha um gargalo no conhecimento
disponivel sobre a funcéo de genes. O sequenciamento em si ndo representa o fim, mas apenas
0 meio para auxiliar biologistas a responderem suas perguntas biologicas. E muitas das
perguntas ainda ndo respondidas s&o sobre a anotacdo génica, processo onde atribui-se a funcéo
das sequéncias descobertas (BONO et al., 2022; CONESA et al., 2016; VERLI, 2014).

Ap0s o sequenciamento, os dados brutos devem ser convertidos em informacéo que dara

respaldo para o desenvolvimento de solugdes e novas perguntas. Portanto, a interpretacdo
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bioldgica e a anotacdo génica sdo as etapas mais complexas, e por isso, existem diversos
programas e fluxos de andlises que ajudam a interpretar os dados obtidos ap6s o
sequenciamento (BONO et al., 2022; CONESA et al., 2016; VERLI, 2014).

Ap0s obter as leituras provenientes do sequenciamento, o processo de analise de dados
envolve as seguintes etapas: (i) pré-processamento das leituras por meio da remocéo de leituras
de baixa qualidade e de adaptadores; (ii) obtencdo do transcritoma de referéncia por montagem
De novo, quando da auséncia de um genoma de referéncia; (iii) alinhamento ao genoma ou
transcritoma de referéncia; (iv) anotacdo génica funcional (analises de similaridade, busca por
dominios conservados, dominios intermembranares, peptideos sinal); (v) analise de expressao
génica diferencial; (vi) anélise de coexpressao; (vii) analises de agrupamentos; e, (viii) analises
filogenéticas (BONO et al., 2022; CONESA et al., 2016; VERLLI, 2014).

Apbs o processamento das leituras e analises do controle de qualidade, inicia-se a
montagem dos transcritos das bibliotecas usando ferramentas de bioinformética que fusionam
sequéncias que se sobrepdem para gerar contigs (GRABHERR et al., 2011). Além de existirem
programas especificos para montagem de novo dos transcritos da amostra bioldgica de
interesse, como o Trinity, existem programas especificos cujo propdsito é reduzir a redundancia
da montagem, através de analise de similaridade e agrupamento de sequéncias por meio de um
limiar pré-determinado. Esses transcritos que sdo agrupados sdao chamados de unigenes. Essa
etapa é necessaria porque é gerado um numero tdo grande de transcritos na etapa de montagem
que isso pode dificultar as anélises posteriores (FU et al., 2012; LI A; GODZIK, 2006;). Esse
unigenes serdo entdo utilizados nas andlises posteriores para anota¢do da funcdo génica e
predicdo de ORFs (do inglés - Open Reading Frames), que sdo sequéncias de nucleotideos
delimitadas por um cédon de inicio e um cédon de parada da tradugdo do mMRNA em proteina
(VERLLI, 2014).

2.1.3. Anotagéo génica funcional

As etapas basicas seguidas em um pipeline de anotacéo génica sao:
1. busca por genes similares em bancos de dados como o NCBI (do inglés -
National Center for Biotechnology Information) ou UniprotKB/Swiss-Prot e de
espécies proximas;

2. predicdo de ORFs candidatas a transcritos codificadores nos transcritos;
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3. e a partir destas ORFs buscas por dominios conservados, dominios
intermembranares, peptideos sinal e analises de enriquecimento (BONO et al.,
2022; CONESA et al., 2016; VERLLI, 2014).

A partir dos transcritos, e a depender da biblioteca, também é possivel anotar RNA ndo
codificante (ncRNA), determinar se 0s transcritos sdo expressos constitutivamente ou tecido-
especifico, e, ainda fazer andlises de expressdo génica diferencial entre bibliotecas. Muitas
vezes sdo incorporadas ao pipeline de anotacdo génica as analises filogenéticas com o objetivo
de estudar proteinas ou familias proteicas especificas, para determinar o melhor candidato para
validacdo da fungdo génica ou comparar genes ortdélogos entre si, ou seja, genes homdlogos,
que possuem um ancestral comum, mas acabaram divergindo por especiacdo (BONO et al.,
2022; CONESA et al., 2016; VERLLI, 2014).

Uma vez que um genoma é publicado gera-se um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos e proteinas utilizaveis por pesquisadores a fim de comparar o genoma do
organismo em estudo com aquele publicado (referéncia), podendo este ser da mesma espécie
ou de uma espécie proxima. Essa comparacdo de sequéncias pode ser feita por meio do
alinhamento. Em suma, o processo de alinhamento emprega calculos que visam encontrar a
melhor posi¢éo de correspondéncia entre os caracteres em diferentes sequéncias (BONO et al.,
2022; CONESA et al., 2016; VERLI, 2014).

Alinhamentos resultam em uma estimativa de similaridade entre sequéncias. A analises
de similaridade podem ser empregadas para inferir a estrutura e funcéo de sequéncias proximas
assim como o relacionamento evolutivo entre elas. De fato, a analise de similaridade pode
indicar que exista alta identidade entre sequéncias, mas ndo determina que elas séo de fatos
homdlogas. A identidade refere-se a porcentagem da sequéncia de referéncia que é idéntica a
sequéncia que se deseja anotar. Por outro lado, homologia ndo requer que as sequéncias sejam
idénticas, pois estas podem acumular diferentes taxas de evolucao ao longo do tempo (BONO
etal., 2022; CONESA et al., 2016; VERLLI, 2014).

Sequéncias homologas séo aquelas que compartilharam em algum momento no passado,
um ancestral comum, portanto, elas sé@o evolutivamente relacionadas ((KAPLI; YANG;
TELFORD, 2020). No entanto, podem ocorrer casos em que a pressdo do ambiente pode fazer
com que sequéncias convirjam evolutivamente tornando-se altamente relacionadas, mas ndo
sdo homdlogos (analogos) (BONO et al., 2022; CONESA et al., 2016; VERLI, 2014).

Portanto, a analise de similaridade é importante em estudos de anotagdo génica, mas ndo

conclusiva. Dentre, as ferramentas mais utilizadas atualmente em anéalises de similaridade, a
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mais conhecida é o programa BLAST (do inglés - Basic Local Alignment Search Tool). Por
meio desta ferramenta é possivel comparar sequéncias de nucleotideos contra nucleotideos,
nucleotideos contra proteinas, e vice-versa, assim como proteinas contra proteinas. Para cada
alinhamento gerado de uma sequéncia contra um banco de dados € gerado um valor estatistico
(e-value) que indica a chance de aquele alinhamento ter ocorrido ao acaso, quanto mais proximo
de zero, mais significativo é o alinhamento. O BLAST é um algoritmo de busca rapida, isso
porque para alinhar sequéncias busca por palavras de tamanho fixo, i.g., 3 para aminoacidos e
11 para nucleotideos. Assim, a busca por sequéncias similares torna-se mais objetiva, eficiente
e significante (BONO et al., 2022; CONESA et al., 2016; VERLI, 2014).

Outra analise empregada na identificacdo da funcdo de um transcrito codificador, sdo as
analises de busca por dominios proteicos, 0s quais representam partes da cadeia polipeptidica
gue se enovela independentemente formando uma estrutura compacta e estavel (VERLI, 2014).
A cada dominio é associado uma funcgdo seja ela bioquimica ou estrutural. Nas andlises de
bioinformética, os dominios sdo representados por sequéncias conservadas, que podem ser
chamadas também de motivos estruturais, sendo que um dominio pode apresentar mais de um
motivo estrutural. A identificacdo dos produtos génicos com base em bancos de dados de
proteinas curados manualmente (UniprotKB/Swiss-Prot) e identificacdo de dominios proteicos
(Pfam) gera grupos distintos de genes anotados: ortélogos diretos; proteina contendo dominio
(ort6logo desconhecido, dominio conhecido), proteina hipotética (ortélogo e dominio
desconhecidos); e, proteina hipotética conservada (ortdlogo direto, dominio desconhecido)
(BONO et al., 2022; CONESA et al., 2016; VERLI, 2014).

Uma vez que uma proteina tenha sido predita, torna-se possivel predizer a localizacao
subcelular utilizando ferramentas especificas, i.e., proteinas com regides hidrofdbicas, podem
ser classificadas como proteinas de membrana. Enquanto outras, que sdo enderecadas a
organelas especificas podem apresentar peptideos sinal (BONO et al., 2022; CONESA et al.,
2016; VERLLI, 2014).

2.1.4. Filogenia

Por meio da sistematizacdo do conhecimento bioldgico das espécies foi possivel a
classificagdo dos seres vivos em grupos. Apds a publicagdo de Darwin “A origem das espécies”,
em 1859, incorporou-se a classificacdo os dados de ancestralidade. Esses dados, quando

representados graficamente geram as arvores filogenéticas. As primeiras arvores filogenéticas
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foram construidas baseadas em dados fdsseis, e caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas, mas
com o advento da biologia molecular e do sequenciamento, passou a ser possivel comparar
sequéncias nucleicas e inferir a distancia evolutiva entre elas. Sendo que, inicialmente as
filogenias moleculares eram dependentes de dados gerados via PCR (do inglés — Polimerase
Chain Reaction). Foi somente a partir do sequenciamento de genomas e transcritomas que as
analises filogenéticas passaram a utilizar conjunto de dados de sequéncias muito maiores
(KAPLI; YANG; TELFORD, 2020; VERLI, 2014).

A inferéncia filogenética tem expandido seu campo de atuacdo desde entdo, sendo
empregada tanto em analises de relagdes evolutivas, como em estudos de prospeccao de genes
e familias génicas em espécies relacionadas. A andlise filogenética é obtida apos célculos de
distdncia genética entre as sequéncias, e essa medida representa a dissimilaridade entre as
unidades taxondmicas (sequéncias comparadas), sendo obtidas a partir de diferentes modelos
matematicos. Por meio de dados de distribuicdo geogréfica, a filogeografia estabelece a relacdo
evolutiva entre espécies a partir de sua distribuicdo geogréfica, sendo possivel incorporar
também dados moleculares. A partir de sequéncias de familias génicas, genomas completos e
mitogenomas é possivel também inferir a filogenia das espécies (KAPLI; YANG; TELFORD,
2020; VERLLI, 2014).

A primeira etapa na reconstrucdo da relacdo filogenética entre sequéncias homdlogas
pode ser conduzida por meio de um alinhamento local, como o BLAST, a fim de se encontrar
sequéncias similares aquela que se deseja identificar. A analise de similaridade pode retornar
sequéncias que ndo contém as caracteristicas esperadas, como a presenca de um dominio
especifico, logo, é comum o emprego de métodos de selecdo das sequéncias candidatas.
Posteriormente, as sequéncias similares selecionadas e as utilizadas como referéncia sdo
submetidas a um método de alinhamento global, de modo que se possa obter as distancias entre
todas as sequéncias. Como a qualidade do alinhamento depende da taxa de divergéncia entre as
sequéncias, faz-se necessario empregar méetodos de filtragem de regides com um alinhamento
de baixa qualidade. Outrora, essas “limpezas” eram feitas manualmente, mas hoje existem
softwares proprios que reduzem o viés do cientista (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020; VERLI,
2014).

Posteriormente o alinhamento é submetido a um metodo de estimacdo da filogenia,
podendo este ser qualitativo ou quantitativo. Métodos quantitativos baseiam em medidas de
distdncia e geram apenas uma filogenia, sendo o mais conhecido o método NJ (do inglés —
Neighbour Joining). Dentre todos é o que computa a filogenia mais rapido, no entanto, perde
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eficiéncia quando existe alta divergéncia entre as sequéncias. J& os métodos qualitativos
empregam parametros de otimizacao, e segundo um critério estabelecido s&o geradas diversas
arvores filogenéticas, ao final, escolhe-se a filogenia que melhor explica o alinhamento, ou seja,
a que melhor representa a relacdo entre as sequéncias. Algoritmos qualitativos conhecidos
incluem, método da maxima parcimonia, método da maxima verossimilhanca e o método de
inferéncia bayesiana. Embora mais eficientes em computar distancias filogenéticas entre
sequéncias mais divergentes, estes métodos demandam mais recursos computacionais e mais
tempo para processar as andlises (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020; VERLI, 2014).
Entretanto, tem surgido algoritmos mais eficientes e rapidos na implementacdo destes métodos
(MINH et al., 2020).

O principal objetivo da andlise filogenética é identificar o relacionamento entre as
sequéncias analisadas, de modo que esta represente verdadeiramente as reais distancias entre
elas. Para atingir alta confiabilidade sdo empregadas algumas anéalises estatisticas: bootstrap
(método NJ, méxima parcimdnia e maxima verossimilhanca) e distribuicdo posterior (método
de inferéncia bayesiana). O método bootstrap consiste em amostragens a partir do mesmo
conjunto de dados, onde sdo gerados novos alinhamentos e consequente uma nova filogenia. A
confiabilidade de um clado representard, portanto, o nimero de vezes que ele se repetiu, sendo
0 numero de amostragens definida pelo cientista (geralmente 1000). Por outro lado, no método
de inferéncia bayesiana a geracdo da estatistica & inerente ao algoritmo utilizado e a
confiabilidade é representada pela probabilidade de formacéo de cada clado (KAPLI; YANG,;
TELFORD, 2020; VERLLI, 2014).

2.2. Origem e bioecologia das formigas cortadeiras

As formigas (ordem Hymenoptera, familia Formicidae) apareceram durante o periodo
Cretaceo aproximadamente ha 135 milhdes de anos, e sdo divididas atualmente em 23
subfamilias contendo 24000 espécies (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Em relagéo ao seu
desenvolvimento, as formigas sdo insetos holometabolos, ou seja, passam por uma
metamorfose completa. Até atingir a fase adulta, esses insetos precisam passar pelas fases de
ovo, larva, pré-pupa, pupa e adultos. Dentre os diversos grupos de formigas destacam-se as
formigas cultivadoras de fungos (subfamilia Myrmicinae, tribo Attini, subtribo Attina).

Diferente das demais que sdo cacadoras, as formigas da tribo Attini evoluiram para obter seu
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alimento a partir de fungos cultivados por elas (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S., &
VANDER MEER, 1986).

As formigas cultivadoras de fungo pertencem a um grupo de 245 espécies e ao todo 19
géneros. Divergiram evolutivamente ha aproximadamente 60 milhdes de anos de seu ancestral
comum e sdo espécies caracteristicas do Neotropico. As Attini distribuem-se do norte da
Argentina ao sul dos Estados Unidos, ocorrendo em diversos biomas, desde a floresta
amazonica até ambientes extremos como o deserto (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S.,
& VANDER MEER, 1986). Os géneros dominantes das Attini sdao: Acromyrmex e Atta,
popularmente conhecidas como formigas cortadeiras, ou Attini superiores. Estes géneros
originaram-se somente h4 16 milhdes de anos adotando o uso de material vegetal fresco como
substrato para o cultivo do fungo, do qual se alimentam, o que representou uma vantagem
evolutiva as espécies destes géneros, ja que as Attinis inferiores ao utilizarem restos vegetais e
animais ficam limitadas na obtencéo de fontes de proteinas (SCHULTZ, 2021).

As formigas cortadeiras sdo uns dos insetos-praga mais importantes da América Central
e Ameérica do Sul. Como resultado do uso de substrato fresco e o grande montante de vegetacédo
retirada de florestas tropicais, as formigas cortadeiras sdo consideradas invertebrados
dominantes e herbivoros prevalentes na maioria dos ecossistemas neotropicais (SERGIO DE
BRITTO et al., 2016). Diversas espécies agricolas sao suscetiveis ao ataque das formigas
cortadeiras - citros, cacau, café, milho, algodédo e, em particular, florestas de eucalipto e pinus,
podendo atacar também reservas de cereais, farinhas e pastos (SERGIO DE BRITTO et al.,
2016; ZANETTI et al., 2014). Os danos causados pelo forrageamento destas formigas podem
chegar a cifra de milhdes de délares. Além do mais, quando atacam culturas jovens, os danos
podem chegar a 100%. Apos defoliacdo intensa podem provocar perda total da producéo de
madeira, reducdo do didmetro e altura das arvores, sendo que, apds desfolhamento completo de
plantas de eucalipto e pinus as taxas de mortalidade podem chegar a 10 e 25%, respectivamente
(SERGIO DE BRITTO et al., 2016; ZANETTI et al., 2014)

Embora existam diversas técnicas empregadas no manejo integrado das formigas
cortadeiras, uma das formas mais eficientes no controle destes insetos sdo as iscas formicidas a
base de sulfluramida. Este é o Unico método que apesar de agressivo ao meio ambiente e toxico
aos seres humanos e animais nao-alvos, oferece vantagens econdmicas, operacionais e técnicas
que justificam seu uso (SERGIO DE BRITTO et al., 2016; ZANETTI et al., 2014).

Notadamente, as Attini cultivam diversas espécies de fungos da tribo Leucocoprineae
(ordem Agaricales, familia Agariccaceae), a qual abrange o0s géneros Leucoprinus,
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Leucoagaricus e Lepiota. Enquanto a maioria das Attini estabeleceu uma simbiose facultativa,
as formigas cortadeiras desenvolveram uma relacdo simbidtica obrigatéria com o fungo
Leucoagaricus gongylophorus (Lepiotacea: Agaricales: Basidiomycota) (WORSLEY et al.,
2018). Ao cultivarem o fungo, as formigas visam a producdo de hifas com as extremidades
infladas chamadas de gongilideos, as quais sdo utilizadas como fonte de nutrientes (lipideos e
carboidratos) e de enzimas essenciais para o crescimento dos jardins de fungo (DELLA LUCIA,
2011; LOFGREN, C.S., & VANDER MEER, 1986; SCHULTZ, 2021).

A dominar técnicas de cultivo fungico, as formigas cortadeiras beneficiam-se ao obter
alimento processado livre de terpenoides, alcaloides e outros metabdlitos secundarios que
servem como defesa das plantas a insetos herbivoros. O fungo, por sua vez, beneficia-se de uma
espécie altamente organizada que prové seu sustento, sua protecdo e gerencia o local ocupado
por ambos (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S., & VANDER MEER, 1986; SCHULTZ,
2021; SERGIO DE BRITTO et al., 2016; WORSLEY et al., 2018)

2.2.1. Estrutura da col6nia de formigas cortadeiras

As rainhas acasalam-se com multiplos machos durante a revoada, entdo, armazenam o
esperma por toda sua vida Util (8 a 15 anos) e assim conseguem gerar uma descendéncia de
trabalhadoras altamente diversa e polimérfica. A polimorfia é muito importante para a coldnia,
uma vez que assim é garantido a divisdo de trabalho, uma caracteristica importante para o0s
organismos sociais (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S., & VANDER MEER, 1986;
SERGIO DE BRITTO et al., 2016).

A polimorfia é observada nos ninhos das formigas cortadeiras por meio das castas
(Figura 1). As castas sdo simbolos ndo apenas da distingdo comportamental, mas também
morfoldgica (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S., & VANDER MEER, 1986). As castas
compreendem: machos, rainha e operarias (jardineiras, generalistas, forrageadoras e soldados).
Os machos emergem somente na época do acasalamento, periodo em que também emergem as
jovens rainhas aladas. As rainhas sdo responsaveis por fundar, gerar individuos e manter a
coesdo social da col6nia.

O periodo de acasalamento das castas sexuais aladas (conhecidas como tanajuras e
bitus) ocorre apds o inicio das chuvas na estacdo de calor. Apos a revoada 0 macho morre e a
jovem rainha inicia o estabelecimento da colénia no solo. O sucesso da sua empreitada depende

gue ela sobreviva ao possivel ataque de predadores, as chuvas e microrganismos presentes neste
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ambiente. Apos a escavacao, regurgitam o fungo guardado na cadmara infrabucal cultivando-o
com secrecdes e fezes e iniciam a ovoposicdo (SCHULTZ, 2021; SERGIO DE BRITTO et al.,
2016).

Figura 1 - Representagéo do ciclo de vida e das castas em uma sociedade de formigas

cortadeiras.
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Fonte: Adaptado (PINTEREST-a, b)

ApOGs poucos meses, inicia-se a emergéncia das primeiras operarias aptas a forragear,
assim, a rainha ndo mais dependera de sua reserva energética e da ovoposi¢édo de ovos tréficos,
0 que permite entdo que a col6nia comece a desabrochar. Esse periodo é o mais critico para a
colbnia uma vez que a taxa de sucesso (sobrevivéncia) é baixissimo - menos de 1 % - s6
atingindo a maturidade aproximadamente 3 anos apds a sua fundacdo (SERGIO DE BRITTO
et al., 2016; ZANETTI et al., 2014). A rainha e as operarias (fémeas estéreis) sdo as unicas
castas permanentes da coldnia. As operarias executam diversas tarefas no formigueiro e
diferenciam-se pela sua morfologia. As operarias menores (jardineiras e generalistas) executam

suas fungdes no interior da colonia, enquanto as operarias maiores (forrageadoras e soldados)
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trabalham no exterior da colonia (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S., & VANDER
MEER, 1986; SOLIS et al., 2012).

As jardineiras sdo responsaveis por manipular as larvas, processar o substrato do fungo
e limpar o formigueiro (DELLA LUCIA, 2011; DELLA LUCIA et al., 2003; LOFGREN, C.S.,
& VANDER MEER, 1986). A coleta de material vegetal cabe as forrageadoras, uma vez que
estas possuem mandibulas adaptadas ao corte de material vegetal; ja a defesa da coldnia fica a
cargo dos soldados, sendo estas muito maiores que as demais operarias. Outra forma de
polimorfismo que pode existir dentro da col6nia € o polietismo etario, onde operéarias jovens
realizam tarefas no interior da colonia enquanto as mais velhas desempenham fungdes
externamente a col6nia. A vantagem, seria manter o interior da col6nia livre de contaminantes
externos e garantir a sobrevivéncia dos individuos mais jovens e da rainha prolongando a vida
util do formigueiro (SERGIO DE BRITTO et al., 2016; ZANETTI et al., 2014).

Observa-se que ha uma divisdo clara de tarefas e as atividades desempenhadas pelas
formigas cortadeiras envolvem comportamentos complexos adquiridos ao longo de milhares de
anos de coevolucdo entre elas e o fungo, i. e., elas processam o material vegetal por meio da
mastigacdo visando tornar o conteudo foliar mais facilmente metabolizavel pelo fungo
(WORSLEY et al., 2018; ZANETTI et al., 2014). Ap6s o processamento do material vegetal
as formigas o inoculam com micélio e constantemente patrulham os jardins de fungo
removendo contaminantes e residuos destinando-os as camaras de lixo. Evitam a contaminagédo
aplicando substancias produzidas nas glandulas metapleurais, exibindo comportamentos
chamados de “autogrooming” e “allogroming” - ato de lamber a si mesma e as companheiras,
respectivamente (DELLA LUCIA, 2011; DELLA LUCIA et al., 2003; LOFGREN, C.S., &
VANDER MEER, 1986; SERGIO DE BRITTO et al., 2016; ZANETTI et al., 2014).

As colbnias de formigas cortadeiras sdo altamente organizadas e resistentes a doencas
(WORSLEY et al., 2018). A resisténcia a doencas se deve tanto ao comportamento das
formigas quanto a rainha. Sabe-se que as formigas do género Acromyrmex possuem associagdo
com actinobactérias, as quais produzem antibiéticos que impedem a proliferacdo de
microrganismos indesejados na coldnia. Além disso, as formigas cortadeiras possuem a incrivel
habilidade de reconhecer fontes vegetais que afetam negativamente o desenvolvimento do
fungo parando de forragear esta fonte em particular por semanas (DELLA LUCIA, 2011;
DELLA LUCIA et al., 2003; LOFGREN, C.S., & VANDER MEER, 1986; SCHULTZ, 2021;
SERGIO DE BRITTO et al., 2016).
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As formigas cortadeiras sdo uns dos insetos sociais mais bem-sucedidos devido a alta
integracdo da sociedade, obtida por meio da comunica¢do quimica. A comunicagdo quimica
permite que as formigas cortadeiras possuam a capacidade de reconhecer fontes seguras para o
forrageio, principalmente ap6s um evento adverso, assim como reconhecer membros da colénia
e comunicar entre si, gracas a presenca de lobos olfativos superdesenvolvidos compostos de
centenas de glomérulos, 0s quais permitem a comunicagdo entre 0s neurénios sensoriais e 0s
neurdnios do sistema nervoso central. Além disso, as formigas sdo capazes de sintetizar
feromonios desencadeadores de alarme, territorialidade, marcacdo de trilha e reconhecimento
das companheiras de ninho. Essas substancias sé@o produzidas e armazenadas em diversas
glandulas espalhadas pelo seu corpo e a presenca e tamanho dessas glandulas também é afetada
pela funcdo que a operaria desempenha na colénia (DELLA LUCIA, 2011; LOFGREN, C.S.,
& VANDER MEER, 1986; SCHULTZ, 2021; SERGIO DE BRITTO et al., 2016; WORSLEY
etal., 2018; ZANETTI et al., 2014).

Como mencionado, diversos sdo 0s processos ocorrendo dentro da colonia -
processamento do alimento, limpeza do jardim de fungo, troca de fluidos e alimentos (DELLA
LUCIA, 2011; SERGIO DE BRITTO et al., 2016). As hifas (alto teor proteico) s&o a principal
fonte de alimentacdo das larvas, que sdo capazes de digeri-las por completo, enquanto as adultas
se alimentam de liquidos obtendo sua fonte de energia do suco dos gongilideos e da seiva de
plantas. As larvas sdo capazes de digerir as hifas pois possuem mandibulas com espinhos
capazes de perfurar o micélio e enzimas que catalisam reacfes de degradacdo das paredes
celulares das hifas. Por outro lado, as adultas possuem uma regido denominada camara
infrabucal, onde ocorre a retencao de particulas sélidas, as quais serdo descartadas na forma de
pellets pelas formigas nas camaras de lixo (SOLIS et al., 2012; WORSLEY et al., 2018;
ZANETTI et al., 2014)

Um comportamento peculiar das formigas consiste na diversidade de comportamentos
associados a dispersdo de nutrientes pela col6nia. Esses comportamentos especificos sdo
chamados de trofalaxia. A trofalaxia envolve a troca de material excretado, secretado e
regurgitado e € um comportamento importante dos insetos sociais. As larvas dependem das
jardineiras para alimentarem-se pois sdo imdveis, mas existem registros de alimentos digeridos
por larvas que sdo ingeridos pelas adultas (trofalaxia anobucal), sugerindo que as larvas também
desempenham uma funcdo importante na colénia, como casta digestiva. Assim, as larvas

garantem o cuidado por parte das operarias fortalecendo a ligacao social entre elas. Outra forma
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de troca de nutrientes se d& pela troca de liquidos estocados no papo das adultas (trofalaxia oral)
(DELLA LUCIA, 2011; MEURVILLE; LEBOEUF, 2021).

2.2.2. Analise genémica e funcional de formigas cortadeiras

Muitos estudos vém sendo feitos nas Gltimas décadas visando elucidar os aspectos
moleculares da relacdo simbiotica entre o fungo L. gongylophorus e as formigas do género
Acromyrmex e Atta. Com o surgimento das émicas, a geracdo de genomas e transcritomas tem
nos ajudado a compreender as relagdes evolutivas e genéticas entre essas espécies. Além disso,
estudos gendmicos permitem a caracterizacdo de genes envolvidos em rotas metabdlicas
essenciais ao desenvolvimento bioldgico das formigas cortadeiras. Em estudos mais recentes
descobriu-se que na verdade as espécies do género Atta surgiram entre 16 e 8 milhdes de anos
e que sua expansdo biogeogréfica para areas do Cerrado na América do Sul coincide com um
periodo de 4 milhdes de anos e maior diversificagdo das espécies deste género (BARRERA et
al., 2021).

A publicacdo dos genomas de duas espécies de formigas cortadeiras (Atta cephalotes e
Acromyrmex echitinator) confirmou a hip6tese da dependéncia nutritiva das Attini superiores
em relacdo ao fungo simbionte. Esses estudos evidenciam que ndo foi possivel encontrar 2
genes necessarios para a biossintese de arginina (EC 6.3.4.5, EC 4.3.2.1) no genoma destas
espécies, enquanto o fungo é capaz de sintetiza-la (NYGAARD et al., 2011; SUEN et al., 2011).
Estudos mais recentes sugerem que a perda destes genes coincide com a origem das Attini uma
vez que também ndo foram encontradas em outras classes de formigas cultivadoras de fungo
(Attini inferiores) JESOVNIK; GONZALEZ; SCHULTZ, 2016).

Estudos gendbmicos também sdo importantes para a deteccdo de genes alvos ao controle
de pragas baseadas em estratégias moleculares. Um estudo em Atta laevigata atraves da técnica
de marcacdo de sequéncias expressas gerou 2006 sequéncias Unicas, tendo caracterizado e
selecionado 146 como potenciais candidatas para o controle, sendo estas envolvidas em
diversas funcbes: desenvolvimento, longevidade, imunidade, sinalizacdo celular,
comportamento (RODOVALHO et al., 2011).

Devido a grande diversidade de fungdes e comportamentos na colnia, espera-se que as
diferentes castas apresentem diferentes padrbes de expressdo génica, principalmente
relacionadas as atividades envolvendo a protecdo da coldnia e comunicagdo entre os membros.
Sabendo disso, um estudo baseado no transcritoma das antenas de machos, rainhas e de duas

subcastas de operarias identificou genes diferencialmente expressos de diferentes classes de
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proteinas ligadas ao sistema olfativo e quimio sensorial em Atta vollenweideri (KOCH et al.,
2013).

Analises filogenéticas a partir do mitogenoma de 5 espécies de Atta mostram que neste
género ha uma alta organizacédo génica, ordem génica muito conservada e regides intergénicas
gigantes. Além disso, os autores concluem que a anélise filogenética para estas espécies foi
mais informativa ao se utilizar o mitogenoma completo (BARBOSA et al., 2020;
RODOVALHO et al., 2014).

Ampliar o conhecimento sobre a biologia das formigas cultivadoras de fungo por meio
de dados moleculares é imprescindivel para: elucidacdo da relagdo simbiotica das Attini com
seu simbionte, estudo de outras interagdes presentes no interior da coldnia e compreenséo das
funcGes de genes essenciais a mudanca de estadios de desenvolvimento. Muito tem-se
descoberto sobre as interacBes simbioticas das formigas cortadeiras e as vantagens dessas
descobertas para a comunidade cientifica sdo inestiméaveis, pois apesar de serem consideradas
insetos-praga, as formigas desempenham diversas fun¢des ecoldgicas importantes para a
manutencdo do ecossistema em que habitam. No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos
baseados em dados moleculares para validacdo da funcéo génica de enzimas importantes, como
aquelas relacionadas ao metabolismo de quitina, que s&o importantes constituintes do
exoesqueleto dos insetos e das matrizes peritréficas presentes no intestino. Além de que, as
formigas cortadeiras possuem como principal fonte de alimento o fungo, cuja parede celular é

composta de quitina.

2.3. Quitina em insetos e o papel das quitinases

O exoesqueleto e a matriz peritréfica (camada externa as células epiteliais do intestino
médio) sdo estruturas essenciais durante o desenvolvimento dos insetos sendo estes formados
essencialmente por quitina — um polissacarideo (B-1,4 N-acetilglucosamina — GIcNAC)
componente de matrizes extracelulares de diversos organismos. O exoesqueleto cumpre
diversas funcgbes nos insetos: homeostase dos fluidos corporais; manutengdo do formato
corporal; facilitacdo da locomogdo e do voo; protegdo contra danos mecanicos e radiacao;
protecdo contra patdgenos; entre outros. A matriz peritrofica atua como uma barreira protetora
de compostos digeridos pelos insetos, tais como, particulas de comida, patdgenos e toxinas
(ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU; ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN
etal., 2019).
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O exoesqueleto é constituido pela cuticula, epiderme e membrana basal. A cuticula é
dividida em uma camada mais externa chamada de epicuticula (altamente esclerotizada, i.e.,
rigida e escura) e a procuticula (compostas por camadas de quitina mais flexiveis) sendo esta
subdividida em exocuticula e endocuticula, e em alguns casos interna a estas duas ha a
mesocuticula. Como os insetos devem passar por diferentes estadios de desenvolvimento, e
consequente modificacdo do exoesqueleto (ecdises), eles devem digerir a cuticula velha e
sintetizar uma nova. Para que isso ocorra a cuticula velha deve ser separada da epiderme
(apdlise). Nesse processo a epiderme secreta fluidos, ou seja, componentes cuticulares, assim
como enzimas do metabolismo de quitina (ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU;
ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN et al., 2019).

A matriz peritréfica (MP) é uma matriz extracelular semipermeavel presente no
intestino médio de muitos insetos, cuja funcdo se assemelha as das secre¢es das mucosas do
trato digestivo dos vertebrados. A constituicdo da matriz peritréfica varia em torno de 3% a
13% de microfibras flexiveis de quitina e 20% a 55% de proteinas, glicoproteinas e
proteoglicanos. Como existem diversos comportamentos alimentares entre 0s insetos a estrutura
da matriz peritréfica também apresenta grande diversidade, sendo este um reflexo da adaptacédo
evolutiva, sendo que isto tornou a quitina desta estrutura mais hidratada, flexivel, e que o
espessamente € 0 nimero de camadas de quitina pode variar entre diferentes espécies
(ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU; ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN
etal., 2019).

O metabolismo de quitina se divide em processos altamente regulados de sintese,
remodelacdo, desacetilacdo e degradacéo (Figura 2). As quitinases (E.C. 3.2.1.14) s&o enzimas
que catalisam a hidrolise de quitina (polimeros de N-acetil-glicosamina) através da clivagem
de ligacdes glicosidicas (B- [1-4]), cujo tamanho varia de 20 kDa a 90 kDa, e estéo presentes
em diversos organismos — bactérias, fungos, plantas, artropodes e humanos. As quitinases
também participam do processo de hidrélise de polissacarideos de paredes celulares
constituidas de residuos acidos de N-acetil-glicosamina e N-acetilmuramico (ARAKANE;
MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU; ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN et al., 2019).
As quitinases sdo classificadas em 2 familias: 18-glicosil-hidrolases (GH18) e 19-glicosil-
hidrolases. Enquanto as enzimas pertencentes a familia 18 estdo amplamente distribuidas em
todos os reinos, as da familia 19 sdo encontradas em sua maioria em plantas. Em geral, as
enzimas da familia 18 sdo exclusivamente endoquitinases e apresentam pouca ou nenhuma

atividade exoquitinase. Podem atuar com grupos de enzimas da familia 20-glicosil-hidrolases
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e combinadas com enzimas que apresentam dominios de ligagdo a quitina (CBD) (ARAKANE;
MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU; ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN et al., 2019).

Figura 2 - Visdo geral das etapas do metabolismo de quitina em insetos.
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Fonte: Adaptado (MUTHUKRISHNAN et al., 2019).

De modo geral, as quitinases podem exercer as seguintes funcdes em insetos:
modificacdo de matrizes extracelulares, como cuticula e tecido peritrofico; atuar na digestao de
insetos que se alimentam de fungos; e, ainda, como fatores de crescimento. Essas enzimas
foram encontradas em diferentes ordens de insetos, tendo sido purificadas a partir de diferentes
tecidos: intestino; corpo gorduroso; hemolinfa; asas; entre outros (ARAKANE;
MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU; ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN et al., 2019).

A partir de estudos comparativos, determinou-se que essas enzimas podem apresentar
0s seguintes dominios: o GH18, catalitico; dominio de ligagcdo a quitina rico em cisteina
(peritrophin-a/CBM-14 - CBD); dominio de ligagdo a serina/treonina altamente glicosilados; e,
em alguns casos, um dominio transmembranar e ou peptideo sinal. Baseado nas diferentes

arquiteturas que essas enzimas podem apresentar, foram entdo divididas em 11 grupos nos
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insetos. H& fortes evidéncias corroborando que os grupos de quitinases desempenham

diferentes fungdes no organismo, embora nem todos tenham sido ainda bem caracterizados.
(ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010; LIU; ZHANG; ZHU, 2019; MUTHUKRISHNAN
etal., 2019)

Estudos empregando técnicas de silenciamento génico pds-transcricional permitiram a

determinacdo da funcdo de alguns destes genes durante as diferentes ecdises pelas quais os

insetos passam (larva-larva, larva-pupa, pupa-adulto):

Grupo I: quitinase-5 (Cht5) apresenta um dominio catalitico, um dominio CBM-14 e
um peptideo sinal; Cht5 é expressa em todos os estadios, mas ha indicios que seja
essencial somente para a ecdise do estadio pupal-adulto (ZHU et al., 2008);

Grupo II: quitinase-10 (Cht10), de alto peso molecular, apresenta 4-5 dominios
cataliticos, 4-7 CBD; Cht10 quando suprimida afetou a eclosdo da larva, muda da larva
e metamorfose do adulto. Geralmente é expressa em todos os estaddios do
desenvolvimento e no tegumento, ndo nos intestinos, pressupde-se que esteja
relacionada a renovacao da quitina cuticular (DONG, 2020);

Grupo IlI: quitinase-7 (Cht7) apresenta 2 dominios cataliticos, 1 CBD e 1 dominio
transmembranar na regiao terminal N; Cht7 é essencial para a formacao das asas (ZHU
et al., 2008);

Grupo 1V: quitinases-4/8-9/12-22 (Cht4, Cht8-9, Cht12-22), apresentam um peptideo
sinal, 1 dominio catalitico e geralmente ndo apresentam CBD; Quitinases do grupo IV
(Cht4, Cht8-9, Cht12-22) quando silenciadas ndo induziram mudangas significativas,
mas sabe-se que sdo expressas no intestino (ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010);
Grupo V: fator de crescimento do disco imaginal (IDGF), esse grupo apesar de
apresentar um dominio catalitico GH18, perdeu a atividade de hidrolase; IDGFs atuam
na regulacdo da proliferacdo celular, sdo expressas nas células vitelinas, nos corpos
gordurosos e sdo transportadas pela hemolinfa. Atuam na proliferagdo dos discos
imaginais (precursoras das estruturas cuticulares) e sdo necessarias para a emergéncia
do adulto (ZHU et al., 2008);

Grupo VI: quitinase-6 (Cht6), similar ao grupo |, no entanto, apresenta na extremidade
C uma regido com muitos residuos Ser/Thr que a torna altamente glicosilada; Cht6 é
necessaria para formacgéo correta das asas, desde a permeabilidade até o espessamento
desta, atua aumentando o sinal de apoptose, e também afetou o desenvolvimento

abdominal; além disso, é altamente expressa nos estadios pupais iniciais, coincidente
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com quitina sintase — CHS. Apé6s o experimento de supressdo dos transcritos

codificadores desta enzima, os autores observaram uma modificacdo na via de sintese

de quitina pela modulacao dos fatores Gfatl e Ter, precursores no processo de sintese
de quitina. Os autores do estudo hipotetizam que Cht6, Cht2, Chtl0 e CHS séo

necessarias para formacao da cuticula nas asas (DONG et al., 2022);

e Grupo VII: quitinase-2 (Cht2) apresenta uma estrutura similar & do grupo IV; Cht2
promove espessamento da cuticula e formagdo na matriz cuticular; essencial para
organizagao de quitina em larva e na formagéo de asas em adultos. Um estudo recente
em D. melanogaster empregando ensaios imunoflurescentes e RNAI demonstrou que
Cht2 ¢é expressa em 6rgdos formadores de cuticula durante a embriogénese e na
epiderme, traqueia, espiraculos, intestinos e nas glandulas salivares de larvas e quando
sua expressdo foi suprimida levou ao afinamento da camada de procuticula e a
deformacéo dos poros da cuticula (PESCH; RIEDEL; BEHR, 2017);

e Grupo VIII: quitinase-11 (Chtll) apresenta um dominio catalitico e um dominio
transmembranar na regido terminal N. N&o existem evidéncias de sua funcédo especifica
em insetos (ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010).

e Grupo IX: quitinase 1 (Chtl) apresenta um dominio catalitico e um grupo peptideo sinal;
foi encontrada em 6rgéos reprodutivos masculino e feminino em Manduca sexta (ordem
Lepdoptera, familia Sphingidae) (TETREAU et al., 2015).

e Grupo X: quitinase 3 (Cht3) apresenta um dominio catalitico, peptideo sinal e 2-3
CBDs; foi encontrada em cabeca e abdomen de larvas do 4° instar de M. sexta
(TETREAU et al., 2015).

e Grupo h: quitinase h (Cht-h) apresenta um dominio catalitico e um dominio PKD1;
somente foi encontrada em lepiddpteros sendo expressas em todos os estadios do
desenvolvimento e em diversos tecidos (TETREAU et al., 2015).

Sendo assim, embora nem todas as quitinases tenham sido caracterizadas, com base nos
dados disponiveis atualmente, pode-se inferir que as quitinases sdo Otimas candidatas de
estudos em insetos sociais como a formiga cortadeira A. sexdens que apresenta diferentes
classes morfologicamente distinguiveis, onde o metabolismo de quitina deve sofrer muitos
processos de regulacdo da expressdo génica para garantir o desenvolvimento das diferentes
castas. Devendo-se considerar também os diversos processos de troca de nutrientes entre as

formigas e o fungo, os quais serdo abordados no tépico posterior.
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2.3.1. ldentificacéo de quitinases em formigas cortadeiras

Até 0 momento, a maior parte dos estudos envolvendo a identificacdo de quitinases em
formigas cortadeiras estdo relacionados aos processos de digestdo e fluxo de nutrientes pela
coldnia. Por isso, faz-se necessario uma breve descricdo desses processos tanto envolvendo
larvas, formigas adultas e o prdprio fungo simbionte.

Formigas cortadeiras adultas possuem a alimentacdo bem diversificada. As rainhas no
momento de fundacéo da col6nia alimentam a si, as larvas e as primeiras operarias com ovos
tréficos; apos o estabelecimento do jardim de fungo, a rainha e as operarias alimentam-se do
contetdo liquido dos gongilideos rico em carboidratos, das secreces labiais das larvas e
secrecdes anais que sdo ricas em fontes proteicas; além disso, as operarias também ingerem
exsudatos liquidos no momento do forrageamento (DELLA LUCIA, 2011; ERTHAL; PERES
SILVA; IAN SAMUELS, 2004). Observa-se, portanto, que os processos de trofalaxia sdo
especialmente importantes na alimentagéo das adultas.

Na primeira etapa da digestdo, as particulas solidas ficam retidas na camara infrabucal
(Figura 3), onde foi identificada intensa atividade quitinolitica, 0 que se acredita esteja
relacionado a digestdo inicial do fungo. O contetdo liquido ingerido passa a glandula pos-
faringiana onde as substancias hidrossolUveis seguem para 0 papo; em contrapartida, as
substancias lipossoluveis entram nos dutos das glandulas pos-faringeana e séo transferidos para
a hemolinfa sendo dispersados por todo o corpo da formiga. O papo exerce uma funcéo social
muito ligada a trofalaxia, pois o contetdo liquido armazenado nesta estrutura é usado nas trocas
orais de conteudo enzimatico e nutrientes. Inclusive acredita-se que as enzimas sintetizadas na
glandula labial sejam também armazenadas no papo, e é importante notar que nas glandulas
labiais foi encontrada intensa atividade quitinolitica (DELLA LUCIA, 2011; ERTHAL,; PERES
SILVA; IAN SAMUELS, 2004).

O conteudo alimentar pré-digerido, segue para o intestino medio, o ileo e 0 anus, onde
também foram encontradas atividades quitinoliticas, remontando & presenca de quitinases.
Outro fato interessante, é que as operarias utilizam o liquido fecal para inocular o material
vegetal, possuindo enzimas importantes para esse processo, incluindo as quitinases. Alguns
autores identificaram que essas enzimas sejam de origem do fungo, as quais se mantém integras
durante todo o processo de digestédo da formiga (SCHIZTT; BOOMSMA, 2021). Estes estudos
sugerem que as quitinases sejam importantes tanto na digestdo do fungo, e que por estarem

presentes no conteudo fecal sejam utilizadas junto de outras enzimas em processos de
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detoxificacdo da colonia (DELLA LUCIA, 2011; ERTHAL; PERES SILVA; IAN SAMUELS,
2004).

Essa pressuposicdo de que as quitinases possam ser usadas em mecanismos de defesa,
relaciona-se com um estudo recente de isolamento de uma quitinase do grupo Il (Cht10) em
formigas da espécie A. sexdens. Neste estudo os autores isolaram uma por¢do contendo um
dominio catalitico GH18 ativo e um dominio CBD, a qual nomearam como AsChtlI-C4B1,
expressaram em levedura e isolaram a enzima, a qual foi testada contra larvas de Spodoptera
frugiperda (ordem Lepdoptera, familia Noctuidae) e 2 espécies de fungos, Aspergillus
fumigatus (ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae) filamentoso e Candida albicans (ordem
Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae) levedura. Os resultados observados foram:
a quitinase do grupo Il afetou a motilidade dos estadios larva-pupa, afetou negativamente o
crescimento do fungo filamentoso, mas o mesmo resultado ndo foi observado contra a levedura.
A partir desses resultados os autores concluem que a enzima apresentou importante atividade
inseticida e fungicida e que mais estudos seriam necessarios para determinar o efeito de
quitinases exdgenas no desenvolvimento dos insetos e que devido a proximidade de formigas e
fungos filamentosos que vivem no solo a atividade fungicida se justifiqgue (MICOCCI et al.,
2023).

Esse ultimo trabalho evidencia a importancia dos estudos que identificaram atividade
quitinolitica em diferentes amostras bioldgicas da formiga relacionadas ao sistema digestivo,
mas que também sdo necessarios estudos posteriores de identificacdo de quais sao as enzimas
especificas presentes nestas amostras e a funcdo delas. Além do fato, de existirem supostas
quitinases fungicas, que fogem ao escopo deste trabalho, mas que serd necessario estuda-las a
fim de elucidar as suas func¢des nos formigueiros.

Semelhantemente ao que ocorre nas adultas, as larvas apresentam quitinases tanto na
glandula labial, como nas regides endo e ectoperitréficas do intestino médio (Figura 3). As
larvas alimentam-se principalmente das paredes celulares dos gongilideos, isso por qué
possuem mandibulas contendo espinhos que sao capazes de desestruturar as paredes celulares
do fungo, além disso possuem uma maior diversidade de enzimas no limen intestinal, sendo
capazes de digerir substratos que as formigas ndo sdo. Interessantemente, quitinases ndo foram
detectadas no epitélio do intestino e por isso 0s autores sugerem que as quitinases nesta por¢éo
do sistema digestivo possam ser oriundas do fungo (DELLA LUCIA, 2011; ERTHAL; PERES
SILVA; IAN SAMUELS, 2007).
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Quitinases foram detectadas tanto nas hifas como nos jardins de fungo, inclusive
quitinases de origem fungica foram detectadas nas secrecdes fecais de formigas adultas
(SCHIZTT; BOOMSMA, 2021). Como o fungo alimenta-se do material vegetal coletado e
processado pelas formigas, as quitinases acabam nao tendo uma funcéo evidente na digestdo do
fungo, o qual produz outras enzimas com este prop6sito. Logo, pressupde-se que a presenca de
quitinases esteja relacionado na lise de fungos concorrentes, pois as quitinases seriam
armazenadas no papo e utilizadas pelas formigas naqueles atos de lambedura de si mesmas e
das companheiras, visando evitar contaminacdes, além de auxiliar na digestdo (DELLA
LUCIA, 2011; ERTHAL et al., 2009).
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Figura 3 - Representagéo intestino de formiga cortadeira adulta e larva em relacdo a presenca
de quitinases em estruturas especificas, as quais estdo identificadas em negrito e cor
vermelha.
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3 METODOLOGIA

3.1. Amostra bioldgica e extracdo de RNA

Formigas cortadeiras da casta das Rainhas, pertencentes a espécie A. sexdens, foram
coletadas durante o periodo de revoada - entre 0s meses de novembro e dezembro de 2015 - no
campus universitario da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, Minas Gerais.
Para o estabelecimento de col6nias in vitro, as rainhas foram mantidas em sala de criacédo (23+2
°C, 0 lux, 70% Umidade Relativa) no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas Florestais
(LMIP), Departamento de Entomologia da UFLA (MAXIMO, 2018).

A partir de trés coldnias estabelecidas in vitro obteve-se 0 RNA total de cinco amostras
bioldgicas: larva inteira (LARVAE, n=225), intestino de larva (LMG, n=600), formiga
forrageadora inteira (ANT, n=75), cabeca de formiga forrageadora (HEAD, n=225), intestino
de formiga forrageadora (AMG, n=600). Conforme instruc6es do fabricante, 0 RNA total foi
extraido utilizando o reagente TRizol ® (Invitrogen), seguido pela etapa de tratamento com o
kit Turbo DNase (Invitrogen). A qualidade das amostras foi avaliada utilizando o equipamento
Bioanalyzer (Agilent, USA) e por meio de analise do perfil do RNA total em gel de agarose
1,0% apds eletroforese (MAXIMO, 2018).

3.2. Construcéo das bibliotecas de cDNA e sequenciamento via Illumina HiSeq 2500

As amostras de RNA foram enviadas para o Centro de Gendmica Funcional,
Departamento de Zootecnia, Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz™ da Universidade
de Séo Paulo (ESALQ/USP), em Piracicaba, S&do Paulo (MAXIMO, 2018).

As bibliotecas de mMRNA foram obtidas empregando-se o protocolo Illumina TruSeq
Stranded mRNA Sample Prep LS. Primeiramente, as moléculas de RNA contendo cauda poli-
A foram isoladas utilizando esferas magnéticas ligadas a oligopoli-T. Apds uma segunda etapa
de purificagdo, as amostras de mMRNA foram fragmentadas, e os insertos de cada biblioteca
continham em média 150pb. Para a sintese de cDNA foram usados iniciadores randémicos.
Apos a reacdo de transcricdo reversa, o0 RNA molde foi removido da reacdo, e as fitas
complementares de cDNA foram sintetizadas. As sequéncias obtidas foram hibridizadas na

“flow-cell”, suas terminagoes ligadas a adaptadores e enriquecidas via PCR (MAXIMO, 2018).
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O sequenciamento das bibliotecas foi realizado na plataforma Illumina Hiseq2500
(IMlumina, Inc., USA), especificamente, HiSeq Flow Cell v4, com o kit HiSeq SBS kit v4,
obtendo-se leituras pareadas de aproximadamente 100 pb. Os dados brutos do sequenciamento

foram armazenados em arquivos no formato fastq. (MAXIMO, 2018).

3.3. Montagem de novo do transcritoma

As leituras brutas foram processadas para remocdo das sequéncias adaptadoras e das
leituras de baixa qualidade (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014); em seguida utilizou-se o
programa Trinity v2.14 para montagem de novo do transcritoma da formiga cortadeira A.
sexdens. O tamanho do k-mer utilizado foi de 25, com fragmentos sobrepostos esperados de no
minimo 105 pb (GRABHERR et al., 2011). Ap6s a montagem dos contigs pelo programa
Trinity, o programa CD-HIT-EST v4.8.1 foi usado para reduzir a redundéncia e para montagem
dos unigenes (transcritos agrupados por similaridade) empregando um limiar de identidade
entre as sequéncias de 90% (FU et al., 2012; LI A; GODZIK, 2006). Posteriormente, 0s
unigenes foram submetidos a ferramenta TransDecoder v5.5.0 para predicdo dos transcritos
codificadores (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki).

A predicdo dos transcritos codificadores seguiu-se pelas seguintes etapas: primeiro
foram extraidas as fases abertas de leitura (ORFs, do inglés - Open reading frames) que
codificavam, no minimo 100 aminoéacidos, utilizando o modulo TransDecoder.LongOrfs.
Posteriormente, essas ORFs foram comparadas utilizando a ferramenta BlastP com o banco de
dados UniprotKB/Swiss-Prot; elas também foram submetidas a uma busca de dominios
proteicos, utilizando a ferramenta hmmscan (EDDY, 2009) e o banco de dados Pfam (FINN et
al., 2010). Por altimo, utilizando o médulo TransDecoder.Predict, os dados de similaridade e
os dominios identificados foram incorporados ao processo de identificagdo das candidatas a
transcritos codificadores. Trés arquivos foram gerados apos analises do TransDecoder: fasta de
nucleotideos (CDS), fasta de aminoacidos (PEP), arquivos de anotacao génica (GFF3 e BED).

As estatisticas de montagem nas diferentes etapas (contigs, unigenes, CDS) foram
obtidas utilizando ferramentas nativas do Trinity (TRINITYRNASEQ-a); os dados de cobertura
de proteinas do banco de dados UniprotKB/Swiss-Prot, foram obtidos utilizando BlastX v2.12
e ferramentas nativas do Trinity (TRINITYRNASEQ-b).

As taxas de alinhamento de leituras ao transcritoma foram obtidas por meio dos
softwares Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) e Samtools (LI et al., 2009), a
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completude do transcritoma foi obtida através da ferramenta BUSCO (modo “transcriptome”,
linhagem “hymenoptera_odb10”) (MANNI et al., 2021).

3.4. Anotacdo funcional dos transcritos codificadores

As sequéncias de peptideos (arquivo PEP), oriundas das ORFs preditas, foram
comparadas a quatro bancos de dados: UniprotKB/Swiss-ProtKB (UNIPROT-DATABASE);
KOG (do inglés - Eukaryotic Orthologous Groups) (KOG-DATABASE); sequéncias de
peptideos oriundas do genoma da abelha Apis melifera (RefSeq GCF_003254395.2);
sequéncias de peptideos oriundas do genoma da formiga cortadeira Atta cephalottes
(RefSeq GCF_000143395.1).

A analise de similaridade foi realizada pelo programa BlastP v2.12 (e-value 1le-5)
(ALTSCHUL etal., 1990). E a anotacdo génica funcional das sequéncias de peptideos oriundas
das ORFs preditas foi atribuida pelo programa eggNOG (CANTALAPIEDRA et al., 2021).
Além disso foram usados os programas: hmmscan, para busca de dominios proteicos (EDDY,
2009); TMHMM v2.0, para busca de dominios intermembranares (KROGH et al., 2001); e,
SignalP v4.1, para busca por peptideos sinal (PETERSEN et al., 2011).

3.5. ldentificacdo in silico de transcritos codificadores de quitinases no transcritoma da

formiga cortadeira A. sexdens

Proteinas pertencentes a familia das quitinases (Tabela 1) foram utilizadas para busca
de sequéncias similares nas sequéncias de peptideos oriundas das ORFs preditas pelo
TransDecoder (arquivo PEP) a partir do transcritoma da formiga A. sexdens utilizando o
programa BlastP (e-value 1e-5 max_hsps) (ALTSCHUL et al., 1990). As sequéncias de
peptideos de Atta sexdens similares as quitinases utilizadas como referéncia foram filtradas
baseadas na presenca do dominio GH18 porque todas as quitinases devem apresentar pelo
menos o dominio catalitico. Posteriormente, as sequéncias utilizadas como referéncia e
similares foram alinhadas utilizando o programa MAFFT v7.490 (default) (KATOH et al.,
2002). O alinhamento foi otimizado utilizando-se CIAlign v1.0.18 (--remove_insertions --
crop_ends) (TUMESCHEIT; FIRTH; BROWN, 2022).

A inferéncia da é&rvore filogenética foi obtida através do método de méxima
verossimilhangca implementada pelo programa IQ-TREE v2.0.7 (MINH et al., 2020). Os

valores de suporte de ramificacdo da arvore filogenética foram obtidos utilizando-se o método
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UFBoot (Bootstrapping - 1000 replicatas) implementado pelo 1Q-TREE (HOANG et al., 2018).
A visualizagdo e edicdo da arvore foi gerada pelo programa iTOL v.6.6 (LETUNIC; BORK,
2021). Ademais, foi incorporada a arvore filogenética a predicdo de motivos estruturais nas
sequéncias proteicas utilizando-se MEME v5.5.0 (BAILEY et al., 2015). Os nimeros de
motivos foram determinados pela contagem de dominios presentes nas sequéncias através do
programa hmmscan (EDDY, 2009).

A fim de identificar os motivos conservados do dominio GH18 (KxxxxxGGW,
FDGXDLDWEYP, MxYDxxG, GxxxWxxDxD), as candidatas foram alinhadas usando o
programa MAFFT v7.490 (default) (KATOH et al., 2002) e o alinhamento visualizado através
do programa Aliview (LARSSON, 2014).

Além disso, as sequéncias proteicas identificadas como candidatas a quitinases em A.
sexdens foram analisadas por meio do programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)
para verificacdo dos dominios basicos referentes a cada proteina. Quando necessario, ou seja,
se em algum grupo nao foi possivel encontrar uma candidata que tivesse todos os dominios
esperados, as sequéncias candidatas foram alinhadas e agrupadas para gerar uma sequéncia

consenso utilizando o programa Aliview (LARSSON, 2014).
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Tabela 1 - Sequéncias utilizadas como referéncia para identificagdo das candidatas a
quitinases no transcritoma de A. sexdens (continua).

Espécie Cadigo Comprimento | Proteina | Grupo
NCBI (aa)
Drosophila melanogaster NP_650314 595 Chts I
Drosophila melanogaster NP_001036422 2286 Cht10A I
Drosophila melanogaster NP_647768 1013 Cht7 Il
Drosophila melanogaster NP_524962 462 Cht4 v
Drosophila melanogaster NP_611542 476 Cht8 v
Drosophila melanogaster NP_611543 368 Cht9 v
Drosophila melanogaster NP_477258 439 IDGF1 \Y/
Drosophila melanogaster NP_477257 440 IDGF-2A \Y/
Drosophila melanogaster NP_477256 441 IDGF-3A \%
Drosophila melanogaster NP_511101 442 IDGF-4A \Y/
Drosophila melanogaster NP_611321 444 IDGF-5 \%
Drosophila melanogaster NP_477081 452 IDGF-6A \Y/
Drosophila melanogaster NP_572598 4519 Cht6J VI
Drosophila melanogaster NP_477298 484 Cht2A VIl
Drosophila melanogaster NP_572361 432 Chtl1 VI
Tribolium castaneum NP_001034524.1 533 Cht5 |
Tribolium castaneum XP_008198138.1 2712 Cht10A I
Tribolium castaneum NP_001036067.1 2700 Cht10B I
Tribolium castaneum NP_001036035.1 980 Cht7 Il
Tribolium castaneum NP_001038094.1 496 Cht8 v
Tribolium castaneum XP_015835197.1 444 IDGF-4A \Y
Tribolium castaneum NP_001038091.1 431 IDGF-4B \%
Tribolium castaneum NP_001038092.1 439 IDGF-2 \Y/
Tribolium castaneum XP_971647.1 388 Chtl IX
Tribolium castaneum XP_008197064.1 2031 Cht3 X
Bombix mori AAB47538.1 565 Chts I
Bombix mori XP_004922005.1 987 Cht7 i
Bombix mori XP_004933352.2 513 Cht2 VII
Bombix mori XP_004926923.1 429 Chtl1 VIl
Bombix mori XP 004931749.1 394 Chtl IX
Bombix mori XP_012551241.2 2281 Cht3 X
Bombix mori BAC67246.1 555 Cht-h h
Apis mellifera XP_026299805.1 2659 Cht10A I
Apis mellifera XP_026299806.1 2659 Cht10B ]
Apis mellifera XP_006570346.2 2658 chti0C I
Apis mellifera XP_396925.4 968 Cht7 Il
Apis mellifera XP_016769016.1 438 IDGF4 \Y
Apis mellifera XP_026300868.1 451 Cht2 VII
Apis mellifera XP_006572082.1 468 Chtl1 VIl
Apis mellifera XP_026299646.1 393 Chtl IX
Agrotis ipsilon UTR35847.1 578 Chts I
Agrotis ipsilon UTR35851.1 2987 Cht10 I
Agrotis ipsilon UTR35849.1 088 Cht7 Il
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Tabela 1 - Sequéncias utilizadas como referéncia para identificacdo das candidatas a quitinases

no transcritoma de A. sexdens (concluséo).

Espécie Cadigo Comprimento | Proteina | Grupo
NCBI (aa)
Agrotis ipsilon UTR35850.1 377 Cht8 v
Agrotis ipsilon UTR35854.1 433 IDGF \Y/
Agrotis ipsilon UTR35848.1 1927 Cht6 VI
Agrotis ipsilon UTR35845.1 507 Cht2 VIl
Agrotis ipsilon UTR35852.1 446 Chtl1 VIl
Agrotis ipsilon UTR35844.1 394 Chtl IX
Agrotis ipsilon UTR35846.1 2456 Cht3 X
Agrotis ipsilon UTR35853.1 555 Cht-h h

Fator de Crescimento do Disco Imaginal (IDGF, do inglés - Imaginal Disc Growth Factor)

Fonte: Do autor (2023).



46

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Montagem e anotacdo do transcritoma da formiga cortadeira A. sexdens

ApoGs a extracdo de RNA, construcdo das bibliotecas de cDNA, sequenciamento e
processamento das 5 amostras bioldgicas de A. sexdens (LARVAE, LMG, ANT, AMG e
HEAD) foram obtidas ao todo 194 milhdes de leituras pareadas de 100 pb (Tabela 2). Os dados

de qualidade do RNA extraido encontram-se no Apéndice.

Tabela 2 - Resumo estatistico por amostra bioldgica de A. sexdens obtido apds analise dos
dados de sequenciamento de RNA e taxa de alinhamento das leituras ao
transcritoma montado via abordagem de novo utilizando o programa Trinity.

o Conteudo Comprimento Ne° Alinhamento
Bibliotecas ) _
GC (%) Leituras (pb) Leituras* (%)

HEAD 40 100 36,7 99,18
ANT 39 100 40,9 99,15
AMG 38 100 43,5 99,28
LMG 39 100 35,7 99,41
LARVAE 42 100 37,2 99,10

As bibliotecas de A. sexdens correspondem a: HEAD, cabeca de formiga forrageadora; ANT, formiga
forrageadora inteira; AMG, intestino de formiga forrageadora; LMG, intestino de larva; e, LARVAE,
larva inteira. * Milhdes de leituras pareadas.

Fonte: Do autor (2023).

O programa Trinity foi utilizado para montagem de novo visando a obtencdo do
transcritoma de A. sexdens, sendo que foram gerados 322.651 contigs correspondentes a
245.494 genes. A fim de diminuir a redundancia dos contigs, a ferramenta CD-HIT-EST
realizou o agrupamento das sequéncias e gerou 267.811 unigenes reunidos em 235.586 genes.
Apbs a predicdo de transcritos codificadores nos unigenes utilizando a ferramenta
TransDecoder, foi possivel identificar 45.253 transcritos do tipo CDS (do inglés - Coding DNA
Sequence) compreendidos em 17.451 genes (Tabela 3).

Diferentes resultados estatisticos (conteddo GC, N50, Cobertura de proteinas do
Uniprot/Swissprot, completude génica) foram usados para avaliar o perfil transcritbmico de A.
sexdens (Tabela 3 e 4). Em relacdo ao alinhamento, a biblioteca LARVAE foi a que exibiu a
menor cobertura de leituras (99,10%), demonstrando que menos de 1% das leituras ndo tiveram
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correspondéncia no transcritoma montado com a ferramenta Trinity (Tabela 3). E como o limiar
de fragmentos montados foi de 105 pares de base, pode-se supor que este percentual
corresponda a reads Unicas que podem ser oriundas de fragmentos de RNA muito pequenos ou
erros aleatorios durante o processo de sequenciamento.

Metade dos contigs, unigenes e CDSs foram montados com tamanhos de pelo menos
2.443 pb, 1.658 pb, 1.458 pb (N50), respectivamente. Enquanto o N50 diminuiu ao longo das
analises de reducdo da redundancia e predicdo de transcritos codificadores, 0 N50 das maiores

isoformas por genes aumentou (Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo estatistico do transcritoma da formiga cortadeira A. sexdens obtido apés a
utilizacdo de anélises nativas da ferramenta Trinity.

Ne° Ne° Ne° Contetdo N50 N50 maior
Montagem _ :
Genes  Transcritos Bases GC (%) (pb) isoforma (pb)
Contigs 24.549 322.651 107.958.999 37,40 2.443 742
Unigenes  23.558 267.811 105.961.666 37,10 1.658 760
CDS 17.451 45.253 18.941.316 43,10 1.458 1.797

Fonte: Do autor (2023).

Para avaliar a qualidade da montagem dos transcritos, foram conduzidas analises de:
cobertura de proteinas do banco de dados UniprotKB/Swiss-ProtKB pelos transcritos
codificadores de peptideos e a completude dos transcritos em termos de conteldo génico
esperado para a ordem Hymenoptera a qual A. sexdens pertence (Tabela 4). Apds a analise de
cobertura identificou-se que 3.759, 3.547 e 3.227 proteinas foram cobertas em mais de 90% de
seus comprimentos, pelos contigs, unigenes e CDSs, respectivamente. A partir da analise
BUSCO observou-se alta taxa de completude génica, porém também com alta taxa de
duplicidade (Tabela 4) o que pode ter ocorrido devido a presenca de diferentes isoformas de
cada gene.
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Tabela 4 - Analises de cobertura de proteinas do banco de dados UniprotKB/Swiss-ProtKB e
completude do transcritoma de A. sexdens obtidas utilizando os programas Blast-
X, analises nativas da ferramenta Trinity e BUSCO.

Cobertura BUSCO
Montagem  UniprotKB/
Swiss-Prot* ¢ F M N
Contigs 3.759 96.7% [S:16,0%, D:80,7%] 1,8% 1,5% 5.991
Unigenes 3.547 96.4% [S:36,7%, D:59,7%]  2,1% 1,5% 5.991
CDS 3.227 91.0% [S:53,4%, D:37,6%] 4,4% 4,6% 5.991

*A coluna Cobertura corresponde ao nimero de proteinas do banco de dados do UniprotKB/Swiss-Prot
que tiveram cobertura pelos transcritos montados em A. sexdens maior que 90%. Na coluna BUSCO, as
subcolunas representam: C (genes completos; S (genes unicos) e D (genes duplicados)), F (genes
fragmentados), M (genes faltantes), N (nimero de genes totais pesquisados).

Fonte: Do autor (2023).

Um total de 45.253 transcritos codificadores foram preditas (arquivo de peptideos) e
submetidas a diferentes pipelines de anotacdo génica funcional: 1) andlise de similaridade
comparada a 4 bancos de dados; 2) predicdo de dominios proteicos (geral, intermembranares e
peptideos sinal); 3) identificacdo de ortdlogos e anotacdo da categoria dos Grupos de Genes
Ort6logos (COGs, do inglés - Clusters of Orthologous Genes).

O nudmero de proteinas preditas que apresentaram ao menos uma sequéncia similar
contra 0s bancos de dados de A. cephalotes, A. melifera, KOG e UniprotKB/Swiss-Prot,
respectivamente, corresponde a: 34.802, 33.806, 31.109 e 29.995 proteinas. Os bancos de dados
que retornaram mais sequéncias anotadas foram o de A. cephalottes e A. melifera, uma vez que
pertencem a ordem Hymenoptera, e, consequentemente, possuem um maior nivel de
proximidade filogenética com A. sexdens. O menor nimero de sequéncias anotadas ocorreu
com o banco de dados do UniprotKB/Swiss-Prot, pois neste banco sdo depositadas somente
sequéncias que tiveram sua fungéo validada experimentalmente.

Ao todo, 36.639 sequéncias apresentaram pelo menos um dominio presente no banco
de dados Pfam, com 9.681 sequéncias exibindo dominios intermembranares e outras 3.098
sequéncias com peptideos-sinal. Ao empregar a anotacdo funcional via eggNOG foram
computadas 24.392 sequéncias com ortélogos diretos. Essa anotacdo acaba sendo mais
restritiva em relacdo a anotagdo por dominios e similaridade porque evita a anotagdo de
parélogos proximos e transfere somente as informacdes de ortélogos refinados, uma vez que
aplica métodos de identificacdo de ortdlogos, como hmmer ou DIAMOND, e filogenias do

banco de dados do proprio eggNOG.
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A partir desta anotagdo também foi possivel extrair as categorias COG. As 5 categorias

mais representativas nos dados anotados foram: 1) mecanismos de transducdo de sinal; 2)

modificacdo pos-traducional, renovacdo de proteinas e funcdes de chaperona; 3) CDSs

pertencentes a multiplas categorias; 4) transcricdo; e 5) traducdo, estrutura ribossomal e

biogénese (Figura 4).

Figura 4 -

Contabilizacdo das transcritos codificadores por categorias das ontologias génicas

(GO) no transcritoma de A. sexdens. Os dados foram obtidos a partir da anotacéo
funcional das sequéncias de peptideos utilizando a ferramenta eggNOG.
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Fonte: Do autor (2023).

Identificagdo in silico de transcritos codificadores de quitinases no transcritoma de

A. sexdens

As quitinases (familia 18-glicosil-hidrolases) s&o importantes familias de enzimas

envolvidas nos processos de degradacdo de quitina. Apds andlise filogenética foram

encontradas sequéncias relacionadas as enzimas hidrolisadoras de quitina em A. sexdens

pertencentes a todos os grupos aqui descritos, embora algumas ndo tenham apresentados todos

0s motivos esperados com base nas sequéncias utilizadas como referéncia (Figura 5).
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Figura 5 - Andlise filogenética das proteinas envolvidas na degradacdo de quitina em Atta
sexdens. A andlise foi realizada utilizando o software IQTREE2, empregando o
método de méxima verossimilhanca, com bootstrap de 1000 replicatas. As
sequéncias utilizadas como referéncia foram obtidas das espécies Drosophila
melanogaster, Tribolium castaneum, Bombyx mori, Apis mellifera e Agrotis ipsilon
(Tabela 1). Os motivos presentes em cada sequéncia foram preditos usando a
ferramenta MemeTool. As sequéncias putativas em Atta sexdens foram preditas a
partir da ferramenta TransDecoder.
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Abreviaturas: Tc (Tribolium castaneum); Dm (Drosophila melanogaster); Bm (Bombyx mori); Am
(Apis mellifera); Ai (Agrotis ipsilon); e, As (Atta sexdens). A partir da analise de predi¢do de dominios,
cada cor representa um motivo identificado. O codigo das sequéncias utilizadas na construcdo da arvore
filogenética encontra-se na Tabela 1 e Tabela 5.

Fonte: Do autor (2023).

Neste estudo foram identificadas um total de 23 transcritos compreendidos em 11 genes

envolvidos na degradacdo de quitina em A. sexdens (Tabela 5).
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Tabela 5 - Transcritos codificadores em A. sexdens preditos a partir da ferramenta
TransDecoder e identificados como candidatos a quitinases atraves de analise

filogenética.

Sequéncia Gene Tamanho (aa) Proteina Grupo
As35323 DN5500_c0_g1 500 Cht-5 I
As38717 DN673 cl1 g1 2358 Cht-10 1
As38720 DN673 ¢l gl 183 Cht-10 I
As38722 DN673 c1 gl 2463 Cht-10 I
As22448  DN2847 c0 gl 699 Cht-7 1l
As22449 DN2847 _c0 g1 970 Cht-7 I
As35857 DN567_c0_gl 385 Cht-4,8-9 v
As35859 DN567_c0_gl 339 Cht-4,8-9 v

As4708 DN1285 c1 g1 444 IDGF Vv
As4709 DN1285 c1 g1 437 IDGF Vv
As4710 DN1285 cl1 g1 281 IDGF \%
As4711 DN1285 cl1 g1 283 IDGF \%
As25273 DN3305_c0_g1 1816 Cht-6 VI
As22589 DN2870 _c0 g1 242 Cht-2 VIl
As22591 DN2870_c0 g1 439 Cht-2 VI
As25888 DN3422_c2 g1 499 Cht-11 VI
As25891 DN3422 c2 g1 472 Cht-11 VI
As25892 DN3422 c2 g1 442 Cht-11 VI
As7314 DN1470_c0 g1 259 Cht-1 IX
As7315 DN1470_c0 g1 349 Cht-1 IX
As7319 DN1470 c0 gl 266 Cht-1 IX
As4105  DN12528 c0 gl 1893 Cht-3 X
As5635 DN13424 c0 g1 402 Cht-h h

Fonte: Do autor (2023).

Os transcritos codificadores de quitinases identificados em A. Sexdens foram alinhados

a fim de se identificar os quatro grupos de motivos conservados (KxxxxxGGW,

FDGXDLDWEYP, MxYDxxG, GxxxWxxDxD) presentes nas sequéncias respectivas ao

dominio GH18. Observa-se que o transcrito As38720 ndo apresenta os motivos |, 11, e 1l

comumente presentes nas quitinases do grupo Il, evidenciando os achados do MEME tool

(figura 5) e indicando que este transcrito ndo estd completo como esperado. Também é possivel
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observar que os transcritos do grupo V de quitinases, em conformidade com a literatura,
apresentam algumas mutac6es nos motivos Il e I11. E pode-se notar também que os grupos de

quitinases I1X e X apresentam delecdes em alguns motivos conservados.

Figura 6 - Andlise de motivos conservados comumente presentes nos dominios cataliticos
(GH18). Os transcritos codificadores de quitinases em Atta sexdens foram alinhados
usando o programa MAFFT e visualizado por meio do programa Aliview.

| 1 ] \%
KxxxxxGGW FDGxDLDWEYP MxYDxxG GxxxWxxDxD
Grupol = As35323 TQVAI M
As38717 vLBaL L
Grupo Il As38720 - - - - - - - - - L
As38722 viBaL L L
As22448 ILEAI L M
Grupo Il As22449 ILBAI L M
As35857 MMV AV F T
Grupo IV ) c3s850 MMVAV F
As4708 IYBSV 1
As4709 IYEBSV 1
Grupo V
P As4710 Ivlsvy I
L As4atnt IYEBSvV it Borp FBFBoOkT - - - - - - - - ..
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Grupo VIl As22591
As25888
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As25802° BV MISAGGN 1 DerFrDVDEEEFP BcYDYBRF - - - - - - - - .-
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Grupo IX As7315 --- WGy vlE---- HETHEEQ- ----------
| AsT319 LIPRV - - - YyvBlE---- HTHEQ - ----------
Grupo X As4105 QFVISI - - -

VEMG - - - - II_ALRNIE-N
Grupo h assess  MnIEs1GGH LE: By Bve VB s sliFBelsch
Os residuos de aminoacidos presentes em mais de 50% das sequéncias foram marcados com cores de

fundo. Cada grupo (I, Il, 1l e 1V) refere-se um conjunto de sequéncias conservadas.
Fonte: Do autor (2023).

A fim de determinar se as sequéncias candidatas possuem os dominios esperados para
cada grupo de quitinases, também foi realizada uma anélise de identificacdo dos dominios
utilizando a plataforma SMART.
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Figura 7 - ldentificagdo dos dominios presentes nas candidatas a transcritos codificadores de
quitinases em Atta sexdens.
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Fonte: Do autor (2023).

As quitinases Cht5 pertencem ao grupo | e possuem um grupo peptideo sinal, um
dominio catalitico (GH18) e um dominio de ligacdo a quitina (CBD). A sequéncia candidata ao
grupo | (As35323) ndo apresenta o dominio de ligacdo de quitina (CBD). No entanto, essa
sequéncia é uma das isoformas do gene DN5500 c0 gl que contém uma isoforma curta
(As35324) de 140 aminoacidos que corresponde & essa porcao faltante em As35323. Dessa
forma, com a formacao de uma sequéncia consenso a partir das sequéncias As35323 e As35324
obtém-se uma sequéncia completa codificadora de Cht5 com os dominios esperados, ou seja,
peptideo sinal, um GH18 e um CDB (Figura 7) e de 535 amino&cidos. Nesse caso, ha duas
possibilidades de interpretagdo. A primeira poderia ser em funcdo da montagem que néo
conseguiu refletir a estrutura completa da sequéncia. A segunda interpretacdo é de que exista
duas isoformas do gene codificador de Cht5 como ocorre em outras espécies (LI et al., 2015).

Li e colaboradores (2015) identificaram duas isoformas do gene de Cht5 (Cht5-1 e Cht5-
2) no genoma de Locusta migratoria (ordem Orthoptera), onde somente a Cht5-1 apresenta a

porcao corresponde ao dominio de ligacdo a quitina. Apos estudar a funcdo desses genes no
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desenvolvimento do gafanhoto eles observaram que somente apos o silenciamento da isoforma
Cht5-1 induziu a mortalidade do inseto adulto, demonstrando a importancia do dominio CBD
para que a enzima exerca sua funcdo. A Cht5 foi detectada em todos os estadios do
desenvolvimento do besouro T. castaneum. No entanto, o silenciamento desta quitinase ndo
afetou os estadios larvais e pupais, somente causando mortalidade em adultos (ZHU et al.,
2008). Logo, pressupde-se que esta enzima seja necessaria somente para a metamorfose do

adulto.

Figura 8 - Identificacdo de dominios utilizando o programa SMART a partir da sequéncia
consenso (As35323+As35324) candidata a quitinase Cht5 em Atta sexdens.
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Representacéo: retdngulo vermelho (peptideo sinal), tridangulo roxo (dominio catalitico), retdngulo rosa
(sequéncia de baixa complexidade) e hexadgono verde (dominio de ligacdo a quitina).
Fonte: Do autor (2023).

As quitinases do grupo Il (Cht10) possuem um peptideo sinal, 4-5 dominios cataliticos
e 4-7 CBDs. Duas candidatas a transcritos codificadores do grupo Il foram identificadas em A.
sexdens: As38717 e As38722. Ambas foram identificadas como isoformas do gene
DN673_c1_gl e apresentaram no minimo 4 dominios cataliticos e 4 dominios CBD, além do
peptideo sinal (Figura 6). Estudos em T. castaneum tém demonstrado que o silenciamento de
transcritos da Cht10 afeta tanto as ecdises larva-larva, quanto larva-pupa, levando a mortalidade
dos insetos. Adicionalmente, embora ndo afete o desenvolvimento dos adultos, as fémeas
postam ovos que ndo eclodem (ZHU et al., 2008). Recentemente, Dong e colaboradores (2022)
demonstraram a importancia dessa enzima na formagéo de asas em D. melanogaster, e que 0
silenciamento dos transcritos codificadores de Cht10 foi especifico, pois ndo afetou a expressdo
de outras quitinases. Li e colaboradores (2022), também silenciaram os transcritos de Cht10 em
Agrotis ipsilon (ordem Lepdoptera, familia Noctuidae) e observaram a ocorréncia de
mortalidade em larvas e defeitos morfoldgicos em pupas deste inseto.

As quitinases do grupo Il (Cht7) apresentam um dominio transmembranar, dois
dominios cataliticos e um dominio CBD. Dentre as candidatas do grupo Ill, a sequéncia
As22449 apresenta todos os dominios esperados para as quitinases deste grupo (Figura 6).

Embora nédo tenha ocorrido mortalidade apos silenciamento dos transcritos codificadores de
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Cht7 em T. castaneum, observou-se deformacGes morfologicas que afetaram o
desenvolvimento abdominal e das asas nos adultos (ZHU et al., 2008). Em A. ipsilon, por outro
lado, ndo foram observados efeitos morfoldgicos e/ou mortalidade em larvas e pupas (LI et al.,
2022a). O silenciamento de Cht7 em Sogatella furcifera (ordem Hemiptera), levou a uma série
de deformacGes fenotipicas e até mesmo a letalidade de ninfas (CHEN et al., 2017). Esses dados
demonstram que o silenciamento de chitinases do mesmo grupo podem ter efeitos diferentes
dependendo das ordens de insetos.

O grupo IV contém diversas quitinases (Cht4, Cht8, Cht9, Cht12-22), as quais sdo mais
abundantes em Coledpteros, enquanto em outras, ha somente 1 ou 2 genes identificados em
outras ordens. Todas as candidatas em A. sexdens (As35857 e As35859) pertencentes ao grupo
IV das quitinases apresentaram os dominios esperados, ou seja, um grupo peptido sinal e um
dominio catalitico (Figura 6). Em T. castaneum, essas quitinases foram identificadas no
intestino (ZHU et al., 2008), por isso, especula-se que estejam envolvidas na digestdo. Estudos
de expressao génica em diferentes espécies como Tenebrio molitor (ordem Coleoptera, familia
Tenebrionidae), M. sexta e A. ipsilon corroboram essa informacéo (LI et al., 2022a, 2022b;
TETREAU et al., 2015). No entanto, quando transcritos de candidatos deste grupo foram
silenciados em T. castaneum e A. ipsilon ndo foram observados efeitos morfoldgicos ou letais.

IDGFs sdo consideradas quitinases, no entanto, o dominio catalitico neste grupo, ndo
tem a atividade hidrolase (ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010). Embora a anélise de
predicdo de motivos estruturais das candidatas codificadoras a IDGF (grupo V) tenha retornado
gue a sequéncia As4710 tenha uma pequena porcdo faltante em relacdo as demais proteinas
desse grupo, assim como a candidata As4708, As4710 apresentou todos os dominios esperados
— peptideo sinal e dominio catalitico — na analise de identificacdo de dominios através do
programa SMART (Figura 6). Até o momento, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar
a funcdo das quitinases do grupo V. Acredita-se que elas estejam envolvidas na proliferacéo
celular e diferenciacdo celular, porém nenhum efeito letal ou morfologico expressivo foi
detectado quando um gene deste grupo foi silenciado em T. castaneum (ZHU et al., 2008). No
entanto, estudos mais recentes, revelam efeitos surpreendentes quando foram conduzidos
ensaios de silenciamento de transcritos de um candidato a IDGF em A. ipsilon conduziu a alta
mortalidade de larvas (LI et al., 2022a). Os autores deste estudo também observaram, um
enegrecimento das larvas, efeito chamado de melanizacéo e que esté relacionado a resposta a
agentes patologicos como bactérias. Logo, as enzimas deste grupo poderiam estar relacionadas

a resposta imune em A. ipsilon.
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As quitinases do grupo VI (Cht6) apresentam um grupo peptideo sinal, um dominio
catalitico e um dominio CBD. Em A. sexdens, a sequéncia As25273 se assemelha as isoformas
I, J e H de Cht6 de D. melanogaster utilizadas como referéncia. Todas essas sequéncias
apresentam um peptideo sinal, um dominio catalitico, um dominio de ligacao de quitina e uma
longa porgéo contendo sequéncias de baixa complexidade (Figura 6). A fungédo dessa enzima
foi validada em D. melanogaster, onde observou-se que o silenciamento deste gene causou
reducdo do tamanho das asas, modificacdo do formato das asas e afinamento da cuticula
(DONG et al., 2022).

As quitinases Cht2, pertencentes ao grupo VI, apresentam os seguintes dominios: um
grupo peptideo sinal e um dominio catalitico. Neste estudo, foram identificadas duas candidatas
a transcritos codificadores do grupo Cht2 do grupo VII, as sequéncias As22589 e As22591
(Figura 6); porém, foi preciso gerar uma sequéncia consenso entre ambas as candidatas para
que fosse possivel identificar os dominios esperados para essa quitinase (Figura 8). A quitinase
Cht2 ¢é importante para a formacdo da matriz extracelular de quitina e estudos em Drosophila
envolvendo o silenciamento de Cht2, tm demonstrado a ocorréncia de uma alta mortalidade
de larvas, além de prejudicar a motilidade do estadio larval-pupal. O silenciamento deste gene
provoca o afinamento da camada de cuticula da matriz extracelular, compativel com as
deformidades observadas em larvas, pupas e asas de adultos (PESCH et al., 2016; PESCH;
RIEDEL; BEHR, 2017).

Figura9 - Analise de identificacdo de dominios utilizando o programa SMART na sequéncia
consenso (As22589+As22591) candidata a quitinase Cht2 em Atta sexdens.

Representacdo: retdngulo vermelho (peptideo sinal) e triangulo roxo (dominio catalitico).
Fonte: Do autor (2023).

A partir da analise das quitinases Chtll (grupo VIII) foi possivel identificar 3
sequéncias candidatas (As25888, As25891 e As25892) em A. sexdens. Todas apresentaram 0s
dominios esperados: um dominio transmembranar e um catalitico. Ndo foram encontrados
estudos relacionados a validacéo da funcdo de Chtll. No entanto, dados de expressdo génica
sdo bem variaveis entre espécies. Em T. molitor, esses transcritos de Cht11 foram detectados
nos Tubulos de Malpigui de larvas e pernas e abdomens de adultos (LI et al., 2022b). Em A.
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ipsilon, por outro lado, foram detectados transcritos de Chtllem todos os estadios do
desenvolvimento (LI et al., 2022a). E em M. sexta, houve expressdo no intestino, corpo
gorduroso e testiculos de pupas, enquanto em adultos somente no corpo gorduroso (TETREAU
etal., 2015).

Pertencentes ao grupo 1X (Chtl), as supostas quitinases identificadas em A. sexdens
foram as sequéncias As7314, As7315 e As7319. Somente a sequéncia As7315 apresentou 0s
dominios esperados (peptideo sinal e dominio catalitico). Os genes deste grupo foram expressos
especificamente em testiculos e ovario de pupas e adultos de M. sexta (TETREAU et al., 2015);
e, em testiculos de T. molitor (LI et al., 2022b).

O grupo X (Cht3) foi identificado como contendo unicamente a candidata As4105. Esta
sequéncia apresentou todos os dominios esperados para este grupo: um peptideo sinal, um
dominio catalitico e trés dominios de ligacdo a quitina. Andlises de expressdo génica conduzidas
em M. sexta identificaram transcritos na cabeca e abdomen de larvas (TETREAU et al., 2015);
e em T. molitor, foram identificados transcritos de Cht3 no tecido muscular de larvas e nas
pernas de adultos (LI et al., 2022b).

O grupo h (Cht-h), que até o momento foi identificado somente em insetos da ordem
lepiddptera teve apenas uma sequéncia agrupada no mesmo clado da arvore filogenética
(As5635). No entanto, a anlise estrutural de dominio realizada na plataforma SMART néo
identificou o dominio que caracteriza este grupo (PKD1), assim como, ndo foram identificadas
sequéncias pertencentes a0 mesmo grupo génico da candidata que contenham esse dominio. As
Cht-h apresentam alta similaridade com quitinases homoélogas de bactérias (DAIMON et al.,
2003), além disso, o silenciamento de transcritos do gene deste grupo induziu mortalidade de
Spodoptera exigua (ordem Lepidoptera, familia Noctuidae) (ZHANG et al., 2012).

A partir do emprego de diversas ferramentas de bioinformatica foi possivel encontrar
sequéncias candidatas a pertencer a familia das quitinases no transcritoma da formiga cortadeira
A. sexdens. Essas analises sdo importantes porque permitem a identificacdo de candidatos
potenciais de validacdo da funcdo destas enzimas da especie-alvo. Além disso, tais dados
poderdo ser complementados com dados de expressdo génica em diferentes estadios do
desenvolvimento, uma vez que as quitinases sdo essenciais durante as ecdises dos insetos. Com
base em dados da literatura todas as quitinases sao 6timas candidatas de estudo em Atta sexdens,
embora pouco se saiba sobre a fungéo especifica de algumas, uma vez que foram observados
diferentes efeitos para 0 mesmo grupo de quitinases em diferentes insetos. Ou seja, embora

tenhamos evidéncias das funcgdes gerais de algumas quitinases, ao se estudar essas enzimas
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especificamente em A. sexdens pode ser que venhamos a fazer observacoes diferentes daquelas

encontradas na literatura.
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5 CONCLUSAO

A nova era da informacéo bioldgica baseada em dados moleculares obtidos em escala
permite a maior compreensdo do desenvolvimento de diversos organismos, entre eles 0s
insetos. A. sexdens é um inseto complexo para o qual poucos dados moleculares estdo
disponiveis. Assim, a obtencdo de dados transcritbmicos para esta espécie tornou possivel este
trabalho.

Apds a montagem do transcritoma da formiga cortadeira A. sexdens, a partir de 5
amostras bioldgicas por meio da ferramenta Trinity, foram obtidos 322.651 transcritos. Estes
transcritos foram agrupados por similaridade para gerar unigenes, totalizando 267.811
sequéncias, as quais foram utilizadas para identificacdo de transcritos codificadores de
proteinas similares as proteinas do banco de dados Pfam e Uniprot, por meio da ferramenta
TransDecoder. Ao final, foram identificadas 45.253 sequéncias, sendo que ap6s analise
filogenética foram identificados 23 candidatos codificadores de quitinases.

Este € um estudo pioneiro na identificacdo ampla de quitinases em A. sexdens a partir
da predicdao de transcritos codificadores empregando diversas ferramentas de bioinformética a
partir de dados de RNA-Seq e isso permitira que novos estudos sejam conduzidos visando a
elucidacdo do papel destas enzimas no desenvolvimento da formiga cortadeira A. sexdens, por
exemplo, por meio de ensaios de expressdo génica e silenciamento génico poés-transcricional

via RNA interferente.
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APENDICE A - VALORES DE INTEGRIDADE DE RNA

A andlise de qualidade do RNA foi realizada pelo método de eletroforese microfluidica
com o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent).
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