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RESUMO

BONJOUR, Monique da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2026. Assinaturas transcritomicas e prote6micas que sustentam a adaptacao
ninfal e a producao da espuma na cigarrinha-das-pastagens Mahanarva
spectabilis. Orientador: Humberto Josue de Oliveira Ramos. Coorientadora: Maria
Goreti de Almeida Oliveira.

A cigarrinha-das-pastagens Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera:
Cercopidae) é uma importante praga de gramineas forrageiras na América do Sul,
onde suas ninfas causam danos as pastagens ao se alimentarem da seiva do xilema
e produzirem uma espuma caracteristica que as protege contra estressores
ambientais. Para investigar a base molecular dessa adaptacao, integramos a analise
de RNA-seq de ninfas com a proteébmica por LC-MS/MS da glandula de Batelli,
principal fonte da secrecdo da espuma. A montagem de novo de 100.666 unigenes
revelou ampla diversidade funcional, com forte representacdo de enzimas de
desintoxicacdo (CYP450s, GSTs, UGTs e carboxilesterases), transportadores e
bombas ibnicas, proteinas cuticulares e genes relacionados ao estresse e a
imunidade. Aproximadamente 16% dos loci apresentaram splicing alternativo,
especialmente em familias génicas de desintoxicacdo, quimiorrecepcao e
osmorregulacdo, evidenciando variabilidade transcriptémica.As predicdes de
peptideo sinal e de proteinas secretadas identificaram 168 proteinas secretadas
candidatas de alta confianga, incluindo enzimas de desintoxicagdo, proteases,
proteinas estruturais e fatores relacionados a imunidade, varias das quais sao
consistentes com fungdes antimicrobianas e surfactantes atribuidas as espumas das
cigarrinhas. O perfil protebmico da glandula de Batelli confirmou 500 proteinas,
enriquecidas em chaperonas, enzimas metabdlicas, vias de desintoxicacdo e
componentes de osmorregulagdo, sendo as proteinas mais abundantes
correspondentes a chaperonas Hsp70, ATP sintases, proteinas cuticulares e
anidrases carbdnicas. Em conjunto, esses resultados fornecem uma visao integrativa
transcriptbmica e protedmica das ninfas de M. spectabilis, destacando genes e
proteinas associados a alimentacao no xilema, a producao de espuma e a respostas
potencialmente relacionadas a tolerancia ao estresse ambiental. Esse conjunto
abrangente de dados ndo apenas amplia a compreensao da biologia das cigarrinhas,
mas também identifica alvos moleculares candidatos que podem subsidiar
estratégias inovadoras para o controle dos estagios ninfais e a mitigagcdo dos danos
causados por essas pragas em sistemas forrageiros.

Palavras-chave: Defesa de plantas; Forrageiras; Secretoma; Interacao



inseto-planta; Enzimas de detoxificagéo



ABSTRACT

BONJOUR, Monique da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2026.
Transcriptomic and proteomic signhatures underlying nymphal adaptation and
foam production in the forage pest Mahanarva spectabilis. Adviser. Humberto
Josue de Oliveira Ramos. Co-adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira.

The spittlebug Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) is an
important pest of forage grasses in South America, where its nymphs cause pasture
damage by feeding on xylem sap and producing a characteristic foam that protects
them against environmental stressors. To investigate the molecular basis of this
adaptation, we integrated RNA-seq analysis of nymphs with LC-MS/MS proteomics
of the Batelli gland, the primary source of foam secretion. De novo assembly of
100,666 unigenes revealed broad functional diversity, with strong representation of
detoxification enzymes (CYP450s, GSTs, UGTs, carboxylesterases), transporters
and ion pumps, cuticle proteins, and stress- and immunity-related genes. Nearly 16%
of loci exhibited alternative splicing, particularly within detoxification, chemosensory,
and osmoregulatory gene families, highlighting evidence of transcriptomic variability.
Signal peptide and secreted protein predictions identified 168 high-confidence
candidate secreted proteins, including detoxification enzymes, proteases, structural
proteins, and immune-related factors, several of which are consistent with
antimicrobial and surfactant-related functions for spittlebug foams. Proteomic profiling
of the Batelli gland confirmed 500 proteins, enriched in chaperones, metabolic
enzymes, detoxification pathways, and osmoregulatory components, with the most
abundant proteins corresponding to Hsp70 chaperones, ATP synthases, cuticle
proteins, and carbonic anhydrases. Together, these results provide an integrative
transcriptomic and proteomic overview for M. spectabilis nymphs, highlighting genes
and proteins associated with xylem feeding, foam production and responses
potentially related to environmental stress tolerance. This comprehensive dataset not
only advances the understanding of spittlebug biology but also identifies candidate
molecular targets that may inform innovative strategies for controlling nymphal stages
and mitigating spittlebug damage in forage systems.

Keywords: Plant defense; Forage crops; Secretome; Insect-plant interaction;
Detoxification enzymes
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INTRODUGAO

A cigarrinha-das-pastagens Mahanarva spectabilis (Distant, 1909)
(Hemiptera: Cercopidae) € um inseto praga de gramineas forrageiras.
Infestagdes desse inseto reduzem o teor de clorofila da planta e aumentam a
porcentagem de matéria seca, levando a expressivas perdas produtivas e
econdmicas (Resende et al, 2013). O controle efetivo das ninfas é crucial, uma
vez que reduz diretamente a emergéncia de adultos e a disseminagcdo das
infestagcbes nos ecossistemas de pastagens (Alvarenga et al., 2019).

Uma caracteristica distintiva das ninfas de cigarrinhas é a producéao de
uma secregao espumosa que as envolve. Essa espuma, produzida
principalmente pela glandula de Batelli em associacdo com secregcbes dos
tubulos de Malpighi, desempenha multiplas funcbes protetoras (Farina et al.,
2022; Guilbeau,1908; Marshall,1965). Ela atua como uma barreira fisica e
bioquimica contra a dessecagao, variagdes de temperatura, predadores e
colonizacdo microbiana, além de criar um microambiente tamponado que
favorece a sobrevivéncia ninfal sob condi¢des de campo (Auad et al., 2012;
Alzani et al., 2023; Hoch et al., 2024; Sahayaraj et al., 2021; Tonelli et al., 2018;
Tonelli et al., 2020). Estudos em espécies relacionadas, como Mahanarva
fimbriolata e Poophilus costalis, demonstraram que as espumas das cigarrinhas
contém proteinas, carboidratos e lipidios com propriedades isolantes e
antimicrobianas (Sahayaraj et al., 2021; Tonelli et al., 2018). No entanto, os
mecanismos moleculares subjacentes a producao da espuma e as suas fungdes
ainda permanecem pouco caracterizados.

Avancos recentes em sequenciamento de RNA de alto rendimento (RNA-
seq) e em protedbmica tém possibilitado a caracterizacdo funcional abrangente
de transcriptomas e secretomas de insetos. Estudos transcriptdmicos em
hemipteros, como Empoasca vitis (Shao et al., 2021), Myzus persicae (Sharma
et al., 2024.) e Lipaphis erysimi (Sharma et al., 2024), revelaram expansdes em
familias génicas associadas a desintoxicagdo, osmorregulagdo e
quimiorrecepgao, destacando seu papel na adaptagao as plantas hospedeiras.
Abordagens protebmicas combinadas a transcriptdmica também tém sido
aplicadas as secregdes salivares de pulgbes (Pseudoregma bambucicola)
(Zhang et al., 2023), carrapatos (Ornithodoros erraticus) (Pérez-sanchez et al.,

2022) e até mesmo a estruturas especializadas de cigarrinhas (Nephotettix



15

cincticeps) (Wu et al., 2023), permitindo a identificacdo de enzimas, efetores e
proteinas estruturais cruciais para as interagdes hospedeiro-parasita. Em
conjunto, esses estudos evidenciam como abordagens Omicas integrativas
podem revelar as estratégias moleculares utilizadas pelos insetos para se
adaptarem aos seus nichos ecologicos.

Apesar da relevancia agronémica de M. spectabilis, poucos estudos
moleculares tém abordado o estagio ninfal ou a glandula de Batelli, responsavel
pela producdo da espuma protetora. Neste trabalho, combinamos analises de
RNA-seq de ninfas de M. spectabilis com o perfil protedmico da glandula de
Batelli obtido por LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem), fornecendo a primeira caracterizagdo molecular
integrada da produgédo de espuma em cigarrinhas-das-pastagens. Os genes e
proteinas identificados foram anotados e categorizados em classes funcionais,
incluindo  desintoxicacdo, resposta ao estresse, quimiorrecepcgao,
osmorregulagdo, imunidade e remodelamento da cuticula. Ao integrar
assinaturas transcriptomicas com evidéncias protedmicas de proteinas
secretadas, este estudo n&do apenas amplia a compreensao da biologia das
cigarrinhas, como também identifica moléculas candidatas com potencial para o
desenvolvimento de estratégias inovadoras de controle. Considerando que o
controle das ninfas reduz as populagcdes subsequentes de adultos, os insights
obtidos aqui podem contribuir para o desenvolvimento de abordagens
sustentaveis para o manejo de infestagdes de cigarrinhas em sistemas de

pastagens.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impactos da cigarrinha-das-pastagens na agropecuaria

Nas décadas de 1960 e 1970, a produgcédo agropecuaria brasileira era
insuficiente para atender a demanda interna, tornando o pais dependente da
importacdo de alimentos. A partir de investimentos em pesquisa cientifica e no
desenvolvimento de tecnologias voltadas para a agricultura tropical, o
agronegocio passou por intensa expansdo, consolidando-se como um dos
principais setores da economia nacional (Torres, 2023). Em 2025, o setor
respondeu por aproximadamente 25,13% do Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro (Cepea; CNA, 2026). Nesse contexto, as pastagens ocupam a maior
parte das areas destinadas a agropecuaria no pais, abrangendo cerca de 165
milhdes de hectares (MapBiomas, 2025).

Embora as pastagens ocupem grande parte da area agropecuaria
brasileira, a produtividade dos sistemas pecuarios permanece abaixo de seu
potencial, evidenciando oportunidades para intensificacdo sustentavel da
producao (Arantes et al., 2018). Diversos fatores contribuem para essa baixa
produtividade, destacando-se a reduzida fertilidade dos solos, o0 manejo
inadequado das pastagens e os estresses abidticos. Somam-se a esses fatores
os danos provocados por plantas daninhas, doengas e insetos-praga, que
comprometem o desenvolvimento das forrageiras (Carrascosa et al., 2024).
Como as gramineas forrageiras constituem a principal fonte alimentar dos
rebanhos bovinos criados em sistemas de pastejo, redugcdes na produtividade e
na qualidade das pastagens comprometem diretamente o desempenho animal
e, consequentemente, a producao de carne e leite (Congio et al., 2020).

Os insetos-praga constituem um dos principais entraves a producao
agricola mundial, comprometendo a produtividade das culturas e gerando
expressivos prejuizos econdmicos, sociais e ambientais (Tiwari, 2024). Entre os
principais insetos associados as pastagens brasileiras destacam-se as
cigarrinhas-das-pastagens, especialmente espécies dos géneros Aeneolamia,
Deois, Mahanarva, Zulia, Notozulia, e Prosapia. Esses insetos provocam
alteragbes significativas na estrutura e no desenvolvimento das forrageiras
(Auad e Silva, 2019, p. 371). Em capim-marandu (Urochloa brizantha), Congio
(2010) demonstrou que a infestagao por Mahanarva resulta em plantas de menor

altura, maior perfilhamento, aumento da proporcédo de folhas e material morto,



17

reducdo da proporgéo de hastes e alteragbes nas caracteristicas morfogénicas
e estruturais da planta. Posteriormente, Congio et al (2020) verificou que
infestagbes por espécies de Mahanarva reduzem em até 74% a produtividade
de novilhas Nelore mantidas em pastagens de capim-marandu.

Diante da importédncia econémica das cigarrinhas-das-pastagens, seu
manejo requer estratégias integradas que conciliem eficiéncia no controle,
viabilidade econémica e sustentabilidade ambiental (Oerke, 2006). Esses insetos
atacam uma ampla variedade de gramineas forrageiras, incluindo espécies dos
géneros Urochloa, Cenchrus, Megathyrsus e Cynodon. Entretanto, a intensidade
dos danos varia de acordo com a espécie de cigarrinha, o gendétipo da planta
hospedeira e as condi¢des ambientais (Alvarenga et al., 2017).

Os impactos desse grupo de insetos também se estendem a outras
culturas de importancia econémica. Em cana-de-agucar, por exemplo, ataques
de cigarrinhas podem reduzir em até 50% o rendimento da cultura, além de
comprometer a eficiéncia da moagem, dificultar a recuperagdo de sacarose e
inibir o processo fermentativo, causando prejuizos expressivos para a industria

sucroenergética (Dinardo-Miranda et al., 2016; Madaleno et al., 2008).

2.2 Aspectos bioldgicos de Mahanarva spectabilis

A cigarrinha-das-pastagens Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) é um
inseto da ordem Hemiptera, subordem Auchenorrhyncha e familia Cercopidae,
considerado uma das principais pragas de gramineas forrageiras no Brasil. Os
adultos medem aproximadamente 12 mm de comprimento e s&o maiores que a
maioria das demais espécies de cigarrinhas associadas as pastagens. Assim
como os demais cercopideos, possuem aparelho bucal do tipo sugador,
adaptado a alimentagdo por meio da succado da seiva do xilema das plantas
hospedeiras (Santos & Silva, 2023).

Mahanarva spectabilis apresenta metamorfose incompleta
(hemimetabolia), passando pelas fases de ovo, ninfa e adulto. Os ovos s&o
alongados e podem entrar em diapausa durante periodos desfavoraveis,
especialmente no outono, contribuindo para a sobrevivéncia da espécie entre as
estacdes. Apos a eclosao, as ninfas migram para a base das gramineas, onde
se alimentam continuamente da seiva do xilema e secretam uma espuma
caracteristica que envolve completamente seus corpos. Essa espuma

desempenha fungdes essenciais para a sobrevivéncia do inseto, protegendo-o
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contra a dessecacédo, oscilagbes de temperatura, inimigos naturais e outros
fatores ambientais. Em razdo da dependéncia de condi¢des de elevada
umidade, as ninfas sdo mais abundantes durante o periodo chuvoso,
especialmente no verao (Valério et al., 2001; Auad et al., 2020).

O desenvolvimento ninfal compreende cinco instares, culminando na
emergéncia dos adultos, que passam a habitar a parte aérea das forrageiras e
deixam de produzir espuma (Souza et al., 2007). Nessa fase, os insetos
alimentam-se das folhas por meio da sucgao da seiva do xilema e injetam saliva
diretamente nos tecidos vegetais. Estudos metaboldbmicos baseados em
cromatografia gasosa e liquida acopladas a espectrometria de massas (GC-MS
e LC-MS) demonstraram que as glandulas salivares de M. spectabilis contém
elevadas concentragbes de acidos graxos de cadeia longa, como o acido
octadecanoico, além de diversos fitorménios, incluindo acido salicilico, acido
indol-3-acético e metillasmonato (Saraiva et al., 2021; Monteiro et al., 2021).
Esses compostos podem atuar na modulagéo das respostas fisioldgicas e de
defesa da planta hospedeira, sendo proposto que sejam sintetizados ou
sequestrados pelo inseto, ou ainda produzidos por microrganismos simbiontes
associados, para posteriormente serem introduzidos nos tecidos vegetais
durante a alimentagdo. Como consequéncia dessa interagdo, observam-se
alteracgdes fisiologicas que incluem lesbes necroticas, redugédo do teor de
clorofila e diminuicdo da capacidade fotossintética, resultando no aumento de
matéria seca, na perda da qualidade nutricional da forragem e,
consequentemente, no comprometimento do desempenho animal (Resende et
al., 2013).

Embora os danos provocados pelos adultos sejam mais facilmente
observados, estudos demonstram que, em espécies do género Mahanarva, as
ninfas também contribuem significativamente para os prejuizos econémicos,
podendo ocasionar danos de magnitude semelhante aos dos adultos em
decorréncia do seu maior porte em comparagdo com ninfas de outros géneros
de cigarrinha-das-pastagens, elevada taxa de alimentagdo e permanéncia

prolongada sobre as plantas hospedeiras (Alvarenga et al., 2019).

2.3Glandula de Batelli e produgao da espuma
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As glandulas de Batelli sdo glandulas epidérmicas localizadas nos sétimo
e oitavo segmentos abdominais de cigarrinhas. Estas estao ativas em ninfas de
cigarrinhas e cessam a produgao de secregdo quando o inseto atinge a idade
adulta. Analises histologicas revelaram poros igualmente distribuidos pela
superficie, por onde saem um liquido transparente que se mistura com outros
fluidos do intestino (Guilbeau,1908; Marshall, 1966). Bolhas de ar sao
adicionadas a secregao por movimentos de contragdo e expansao do abdémem,
dando origem a espuma que € secretada pelo anus. Esta espuma funciona como
um micro-habitat, que confere protecao as ninfas. Diversas funcdes tém sido
atribuidas a esta espuma, como isolamento térmico, prote¢cdo contra radiagao
solar e atividades antimicrobianas (Chen et al, 2018; Sahayaraj, 2021; Tonelli et
al, 2018).

Muitas classes de moléculas ja foram identificadas em amostras de
espuma de cigarrinha-das-pastagens, como proteinas, lipideos e carboidratos
(Auad et al., 2012; Tonelli et al., 2018). Rinaldi et al (2026a) identificou 196
proteinas que constituem essa espuma através de abordagem proteémica
shotgun LC-MS/MS. Modelagens em 3D usando AlphaFold demonstraram que
as proteinas estruturais da espuma compartilham moldes ricos em alfa-hélices
estendidas e dominios de adesao (como repeticbes de anquirina € dominios
WSC). Essas caracteristicas permitem que as proteinas formem dimeros e
construam matrizes supramoleculares altamente coesas e adesivas, garantindo
a integridade mecanica e protetora do microambiente da ninfa (Rinaldi et al,
2026b).

Ao avaliar a espuma de ninfas alimentadas em diferentes gramineas,
constatou-se que o perfil proteico da secrecao muda de acordo com a resisténcia
do hospedeiro. Incluindo uma fragdo expressiva de proteinas ndo anotadas e
altamente abundantes, sugerindo fungdes especializadas associadas a
formagao e manutengao da espuma (Rinaldi et al, 2026a).

2.4 O uso de tecnologias 6micas para a compreensao de sistemas
biolégicos na agricultura
A evolucao das ciéncias agrarias nas ultimas décadas foi marcada pela
transicdo de uma abordagem focada em genes individuais para uma perspectiva
sistémica, impulsionada pelo advento das tecnologias de sequenciamento de

nova geragao (NGS) e métodos de alto rendimento. Esse avancgo transformou a
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pesquisa agricola em uma disciplina intensiva em dados, permitindo o
surgimento de estudos multibmicos que integram gendmica, transcriptdomica,
protedmica e metabolémica (Sarfraz, 2025; Wang, 2022). Essas abordagens sao
fundamentais para elucidar a complexidade das interagdes biologicas,
oferecendo uma visao holistica dos mecanismos moleculares que regem a
adaptacao dos organismos a estresses bidticos e abidticos (Sarfraz, 2025).

Estudos transcriptdmicos em hemipteros tém ampliado significativamente
0 conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvidos na adaptacéo as
plantas hospedeiras. Em espécies como Empoasca vitis (Shao et al., 2021),
Myzus persicae e Lipaphis erysimi (Sharma et al., 2024), analises de RNA-Seq
revelaram a expansao de familias génicas relacionadas a desintoxicacao,
osmorregulacdo e quimiorrecepgao, evidenciando sua importancia na adaptagéo
a diferentes hospedeiros e as condicbes ambientais. De forma complementar, a
integracdo entre transcriptbmica e protedbmica tem sido empregada na
caracterizagdo de secrecbes salivares e estruturas especializadas de
artropodes, permitindo a identificacdo de enzimas, proteinas estruturais e
efetores envolvidos na alimentacdo, na modulagcdo das respostas de defesa do
hospedeiro e na interacdo hospedeiro-parasita. Essa abordagem ja foi aplicada
em pulgdes (Pseudoregma bambucicola) (Zhang et al., 2023), carrapatos
(Ornithodoros erraticus) (Pérez-Sanchez et al., 2022) e cigarrinhas (Nephotettix
cincticeps) (Wu et al., 2023).

Apesar do potencial, a integracao desses dados apresenta desafios, como
a necessidade de lidar com a heterogeneidade dos conjuntos de dados e a
dimensionalidade das variaveis. Ferramentas computacionais e estatisticas,
como a Analise de Fatores Multidmicos (MOFA) e métodos baseados em redes
(ex: MixOmics, DIABLO), tém sido desenvolvidas para identificar clusters de
elementos significativos, permitindo a identificacdo de biomarcadores e a
compreensao de fendtipos complexos (Wang, 2022).

Portanto, a aplicacdo de tecnologias émicas integradas transcende a
simples identificacido de moléculas isoladas, proporcionando uma compreensao
profunda da fisiologia do organismo em seu nicho ecoldgico. Essa abordagem
sistémica é indispensavel para decifrar as estratégias moleculares de adaptacéao
de pragas agricolas, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de
estratégias de manejo mais precisas e sustentaveis frente as mudancgas

climaticas e aos desafios da agricultura moderna.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Caracterizar e integrar os perfis transcriptdmico e proted6mico de ninfas e
glandula de Batelli de Mahanarva spectabilis, visando identificar genes e
proteinas potencialmente envolvidos nos mecanismos moleculares associados

a producio da espuma protetora.

3.20bjetivos Especificos

3.2.1 Obter dados de RNAseq de alta qualidade das ninfas de quinto

instar de Mahanarva spectabilis.

3.2.2 Caracterizar funcionalmente os unigenes obtidos por RNAseq por

multiplos bancos de dados.

3.2.3 Identificar e  caracterizar  assinaturas  transcriptdmicas

potencialmente envolvidas na interacédo planta—inseto-ambiente.

3.2.4 Predizer e selecionar proteinas candidatas ao secretoma com base
em analises in silico, realizando sua caracterizacido funcional e discutindo seu

possivel papel na interacdo planta—inseto-ambiente.

3.2.5 Integrar dados transcriptébmicos e protedmicos, correlacionando os
transcritos expressos com as proteinas secretadas identificadas na glandula de
Batelli.

3.2.6 Caracterizar funcionalmente o proteoma da glandula de Batelli e
discutir sua contribuicdo para a biologia da espuma e para 0os mecanismos

moleculares envolvidos na interagao planta—inseto.
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4. METODOLOGIA

4.1 Insetos e extragao de RNA

As ninfas de quinto instar foram identificadas com base no tamanho do
corpo e, principalmente, no desenvolvimento avangado das tecas alares, que se
estendiam além do segundo segmento abdominal, de acordo com os critérios
morfoldgicos estabelecidos para Cercopidae (Marucci et al., 1999).

Ninfas de Mahanarva spectabilis foram coletadas em campos de
pastagem naturalmente infestados, localizados na estagdo experimental da
Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG, Brasil). As ninfas foram encontradas
na base das plantas hospedeiras (Cenchrus purpureus (sin. Pennisetum
purpureum) cultivar BRS Capiagu), envoltas em suas massas de espuma
caracteristicas, e se alimentavam da seiva do xilema de gramineas forrageiras
no momento da coleta. Apdés a coleta, os insetos foram congelados
instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenados a —80 °C até a extragao
de RNA e proteina. Nao houve alimentacgao artificial ou criacdo em laboratério
antes do preparo das amostras.

Para a extracdo do RNA, 50mg de tecido de inseto foram
homogeneizadas em TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), e o RNA foi isolado
de acordo com as instrugdes do fabricante, incluindo separagao de fases,
precipitagdo do RNA com isopropanol, lavagem com etanol a 75% e
ressuspensao em agua livre de nucleases. A concentracédo e a pureza do RNA
foram avaliadas utilizando um espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), e a integridade foi verificada por meio de um Bioanalyzer 2100 da
Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Apenas amostras de RNA
de alta qualidade, com numero de integridade do RNA (RIN) > 7,0 e razao

0OD260/280 entre 1,9 e 2,1, foram utilizadas para a constru¢ao das bibliotecas.
4.2 Construgao de bibliotecas e sequenciamento ilumina
Um udnico conjunto de dados de RNA-seq foi gerado a partir de uma

amostra agrupada composta por oito ninfas inteiras de M. spectabilis para gerar

um transcriptoma de referéncia abrangente.
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O mRNA poli(A)+ foi enriquecido a partir do RNA total utilizando esferas
magnéticas acopladas a oligo(dT), fragmentado em pequenos fragmentos (200—
300 pb) e utilizado como molde para a sintese de cDNA (DNA complementar). A
sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando primers hexameros
aleatdrios, e a RNase H foi empregada durante a sintese da segunda fita de
cDNA para remover os moldes de RNA apés a sintese da primeira fita, de acordo
com os protocolos padréo de preparacao de bibliotecas da lllumina. A sintese da
segunda fita de cDNA foi concluida utilizando a DNA polimerase |I. Apds a
purificacdo, os fragmentos de cDNA passaram por etapas de reparo de
extremidades, adicdo de adenina na extremidade 3’ (A-tailing) e ligagao de
adaptadores. Os produtos ligados foram selecionados por tamanho, amplificados
por PCR e purificados para a geragéo das bibliotecas de cDNA. A qualidade das
bibliotecas e a distribuicdo do tamanho dos insertos foram verificadas em um
Qsep400 (BiOptic Inc.), quantificadas por gPCR (PCR quantitativo) e
sequenciadas na plataforma lllumina HiSeq 4000 (paired-end 150 bp reads,
PE150) (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA).

4.3 Processamento dos dados e controle de qualidade

As leituras brutas (raw reads) foram processadas para a remocao de
sequéncias de baixa qualidade, contaminacdo por adaptadores e leituras
contendo mais de 10% de bases ambiguas, utilizando o software Trimmomatic
v0.39 (Bolger et al., 2014) e o FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010). A filtragem de
qualidade foi realizada sob a codificagdo Phred33, com base nos parametros
Q20, Q30 e conteudo GC.

4.4 Montagem de novo do transcriptoma

As leituras de alta qualidade foram montadas de novo utilizando o Trinity
v2.8.5 (Grabherr et al., 2011), que emprega uma estratégia baseada em grafos
de Bruijn. De forma resumida, o Trinity € composto por trés médulos sequenciais:
(i) Inchworm, responsavel por montar os dados de RNA-seq em sequéncias
unicas de transcritos; (ii) Chrysalis, que agrupa os contigs e constroi grafos de
Bruijn para cada agrupamento; e (iii) Butterfly, que processa os grafos para gerar

transcritos completos e isoformas. A isoforma mais longa de cada agrupamento
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foi designada como unigene. A qualidade da montagem foi avaliada por meio de
meétricas como N50, comprimento médio dos transcritos e numero total de
transcritos montados.

A qualidade da montagem de novo do transcriptoma de Mahanarva
spectabilis foi avaliada usando o BUSCO v6.0.0 (Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs). A analise foi realizada no modo transcriptoma, utilizando
0 conjunto de dados insecta_odb12, que compreende 3.114 ortdlogos
conservados representativos de Insecta. O BUSCO foi executado com os
parametros padrao e com multithreading habilitado para avaliar a proporgao de
ortdlogos completos (cépia unica e duplicados), fragmentados e ausentes,
fornecendo uma estimativa da qualidade geral e da completude do transcriptoma

montado.

4.5 Analise e quantificagao da expressao

As sequéncias brutas foram inicialmente submetidas a um filtro de
qualidade para gerar sequéncias limpas. Esse processo incluiu a remogao de
sequéncias contaminadas por adaptadores, sequéncias contendo mais de 10%
de nucleotideos ambiguos (N) e sequéncias em que mais de 50% das bases
apresentavam um escore de qualidade Phred < 10. As sequéncias limpas de alta
qualidade resultantes foram retidas para analises subsequentes.

As sequéncias limpas foram alinhadas de volta ao conjunto de unigenes
montado usando o Bowtie2 v2.3.4.1 (Langmead & Salzberg, 2012) com
parametros padrdo. Os niveis de expressado génica foram posteriormente
estimados usando o RSEM v1.3.1 (Li & Dewey, 2011), que calcula a abundancia
de transcritos com base no numero de fragmentos de leitura mapeados. Os
valores de expressao foram normalizados como FPKM (Fragments per kilobase
of transcript per million mapped reads), uma métrica que corrige tanto o
comprimento do transcrito quanto a profundidade de sequenciamento.

A distribuicdo dos niveis de expressao dos unigenes foi avaliada usando
graficos de densidade e diagramas de caixa para avaliar os padrdes gerais de
expressao e a consisténcia dos dados em todo o transcriptoma.

4.6 Predicao de peptideo sinal e definicao de candidatos ao secretoma
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As sequéncias proteicas preditas utilizadas nesta analise foram derivadas
de quadros de leitura abertos (open reading frames, ORFs) identificados no
conjunto de unigenes obtido a partir da montagem do transcriptoma,
especificamente de transcritos expressos na glandula de Batelli. Essas proteinas
preditas foram geradas por traducdo in silico das sequéncias codificadoras
derivadas dos unigenes. As sequéncias proteicas resultantes foram utilizadas
como entrada em formato FASTA para a predi¢cao de peptideos sinal e vias de
secregao, conforme descrito a seguir.

As sequéncias proteicas preditas do conjunto de dados da glandula de
Batelli foram utilizadas como entrada em formato FASTA. Antes da analise, as
sequéncias passaram por controle de qualidade, incluindo a remogao de
caracteres de parada terminal ("), a conversdo de aminoacidos néo
padronizados para simbolos canbnicos quando possivel e a exclusdo de
fragmentos com menos de 18 aminoacidos. Quando multiplos genes/proteinas
compartilhavam a mesma anotacdo funcional (nova montagem do genoma),
apenas um representante foi mantido, priorizando-se (i) 0 maior comprimento
proteico e (ii) o maior bit score do BLASTP contra o UniProt, de modo a favorecer
a isoforma mais completa.

A presenca de peptideo sinal (SP) e o sitio putativo de clivagem Sec/SPI
(peptideo sinal dependente da via Sec, peptidase sinal 1) foram preditos
utilizando o SignalP 6.0 com o modelo para eucariotos e configuragdes padrao
(Teufel et al., 2022).

Em paralelo, a topologia e sequéncias sinal adicionais na regiao N-
terminal foram inferidas com o Phobius v1.01 (saida longa), que modela
conjuntamente peptideos sinal e hélices transmembrana. Para cada proteina,
foram registrados o resultado do SignalP (“SP” vs. “OTHER”) e a posicao de
clivagem mais provavel, juntamente com as chamadas do Phobius para SP (S/N)
e o0 numero de hélices transmembrana (TM) preditas.

Em seguida, foi aplicado um consenso simples e transparente para
classificar a probabilidade de exportagdo. As proteinas foram rotuladas como
“alta confianga” quando eram positivas no SignalP (Sec/SPI) e, adicionalmente,
(a) o Phobius também previa um SP ou (b) o Phobius previa <1 hélice TM no
total (permitindo uma unica TM atribuivel ao peptideo sinal). As proteinas foram
rotuladas como “confiangca média“ quando pelo menos uma das ferramentas

(SignalP ou Phobius) indicava a presenga de SP, mas os critérios de Alta
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confianga ndo eram atendidos. Todas as demais proteinas foram rotuladas como
“baixa confianga”. Os sitios de clivagem preditos pelo SignalP foram mantidos
como os cortes operacionais do peptideo sinal para as analises subsequentes.
Para construir o conjunto de trabalho do secretoma, foram retidas todas
as proteinas classificadas como positivas no SignalP e/ou com consenso de
Confianga média ou Alta, e removidas as proteinas claramente multipass de
membrana (=2 hélices TM além da regido do peptideo sinal). O conjunto final
nao redundante foi ranqueado de acordo com: (1) nivel de consenso (alto >
meédio), (2) presenca de um sitio de clivagem bem definido, (3) auséncia de

segmentos TM adicionais, (4) comprimento proteico e (5) bit score do BLASTP.

4.7 Analise de splicing alternativo

Para avaliar a complexidade do transcriptoma decorrente do splicing
alternativo (AS), utilizamos a estrutura de isoformas gerada pela montagem de
novo do transcriptoma realizada com o Trinity v2.15.1 (Grabherr et al., 2011). Na
nomenclatura do Trinity, transcritos que compartiiham o mesmo identificador de
“gene” (por exemplo, TRINITY_DNxxxxx_cY_gZ), mas apresentam sufixos de
isoforma distintos (i1, i2, etc.), sdo considerados isoformas de um unico cluster
de unigene. O arquivo FASTA de transcritos (Demo.Transcripts.fa) foi
processado utilizando scripts personalizados em Python 3.10 para contabilizar o
numero de isoformas por gene do Trinity. Para cada gene, foram calculados o
numero de isoformas, geradas distribuicbes de frequéncia e estimadas
estatisticas descritivas, incluindo o numero total de genes, o numero maximo e
médio de isoformas por gene e a proporgao de loci com multiplas isoformas.
Genes com = 2 isoformas foram definidos como /loci multi-isoforma e
considerados potenciais candidatos a splicing alternativo.

Para integrar as informagdes de AS com a anotagéao funcional, o conjunto
de isoformas foi combinado com os resultados de Pfam, KEGG e de expressao
génica. Os dominios Pfam foram identificados utilizando o HMMER v3.3.2 contra
0 banco de dados Pfam-A (Mistry et al., 2021). Os ortdlogos e as vias do KEGG
foram atribuidos por meio do KAAS (Moriya et al., 2007), enquanto os valores de
expressao dos unigenes foram estimados como FPKM a partir do alinhamento
das leituras de RNA-seq utilizando o Bowtie2 v2.4.5 (Langmead & Salzberg,
2012) e o RSEM v1.3.3 (Li & Dewey, 2011).
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Os genes foram classificados em categorias funcionais relevantes para
interacoes hospedeiro—ambiente (Desintoxicagao, Quimiorrecepcéo,
Osmorregulacao/Transporte, Cuticula/Barreira, Resposta ao estresse, Defesa
imune e Digestao/interacdo com plantas) por meio da aplicagdo de filtros
baseados em expressodes regulares curadas sobre os campos de anotagéo Pfam
e KEGG. Para cada categoria, foi calculado o numero e a porcentagem de genes

que apresentaram splicing alternativo em relag&o ao total de genes anotados.

4.8 Analise protedmica da glandula de Batelli por LC/MS

A analise protedmica foi realizada especificamente na glandula de Batelli,
um orgéo secretor especializado que desempenha papel central na producédo da
espuma e é essencial para a protegcdo e sobrevivéncia das ninfas de M.

spectabilis.

4.8.1 Extragao de proteinas e digestao

As glandulas de Batelli foram cuidadosamente dissecadas de ninfas do
quinto instar de Mahanarva spectabilis. Brevemente, o térax foi separado do
abdémen, e a cuticula abdominal foi aberta longitudinalmente utilizando um
bisturi estéril sob um estereomicroscépio (Olympus HZS10) com objetiva de
0,75x%. As glandulas de Batelli foram entdo removidas manualmente da cavidade
abdominal com o auxilio de pingas finas e imediatamente transferidas para agua
acidificada (pH 3,0), com o objetivo de preservar a integridade glandular e
minimizar a degradacgao proteica. Aproximadamente 30 segmentos glandulares,
obtidos a partir de 10 ninfas de quinto instar, foram reunidos e submetidos a lise
celular por sonicagdo em tampdo de lise SP3 (100 mM bicarbonato de
trietlaménio [TEAB], 1% dodecil sulfato de sédio [SDS], 10 mM tris(2-
carboxietil)fosfina [TCEP] e 40 mM cloroacetamida [CAA]), seguindo o protocolo
Single-Pot Solid-Phase-enhanced Sample Preparation (SP3) (Hughes et al,
2019). Apods a lise, os detritos insoluveis foram removidos por centrifugacéao, e o
sobrenadante clarificado foi coletado para quantificagao proteica utilizando o
ensaio do acido bicinconinico (BCA). As proteinas foram posteriormente

digeridas com tripsina utilizando esferas magnéticas, seguindo o fluxo de
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trabalho do SP3, para a geragdo de peptideos destinados a analise por

espectrometria de massas.

4.8.2 Identificagao de proteinas por LC-MS/MS

Os peptideos foram ressuspendidos em 50 yL de acido férmico 0,1% e
analisados em um sistema nano-UHPLC (UltiMate R 3000, Dionex, San Jose,
EUA) equipado com uma coluna Nano-Trap Acclaim PepMap100 C18 (100 pym
d.i. x 20 mm, 5 ym, 100 A; Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) e uma coluna
analitica Acclaim PepMap100 C18 RSLC (75 pm d.i. x 150 mm, 2 um, 100 A;
Thermo Scientific), operando em conjunto a um fluxo constante de 0,3 yL min™".
Os solventes utilizados foram: (A) acido férmico 0,1% e (B) 80% acetonitrila
contendo 0,1% de &acido formico. O gradiente multietapas foi aplicado da
seguinte forma: etapa de condicionamento com 3,8% de B por 3 min, seguida de
um gradiente de 3,8 a 30% de B ao longo de 120 min; posteriormente, aumento
de 30 a 55% de B até 150 min; rampa final para 99% de B até 162 min, seguida
de uma etapa de recondicionamento com 3,8% de B até 180 min.

Os dados espectrais foram adquiridos em um espectrometro de massas
Q-Exactive (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha), operando no modo full
scan/MS2. A fonte de ionizagdo Nanospray Flex foi ajustada para 3,8 kV em
modo positivo, com temperatura do capilar de 250 °C e nivel do S-lens ajustado
para 55. O método de Aquisicdo Dependente de Dados (DDA) foi realizado
selecionando os 12 ions mais intensos, com estados de carga entre +2 e +4, em
uma janela de 1,2 m/z. As varreduras MS1 foram configuradas com resolugao
de 70.000 e faixa de massa de 300 a 2.000 m/z. Para MS/MS, os ions
selecionados foram fragmentados por Dissociagéo por Colisdo de Alta Energia
(HCD), com energia de colisdo normalizada escalonada (NCE) de 28-30. Os
espectros de fragmentagao foram adquiridos com resolugao de 17.500, tempo
maximo de injegao de 60 ms, exclusao dindmica de 40 s e valor alvo de AGC de
5 x 10° (AGC minimo de 6,25 x 103).

Os dados brutos foram processados usando o PEAKS Studio v12.5, que
realizou a identificagao de proteinas por meio de uma abordagem combinada de
sequenciamento de novo e busca em banco de dados. As buscas no banco de
dados foram realizadas no banco de dados de unigenes obtido a partir da analise

do transcriptoma de ninfas de M. spectabilis (Segbes 4.4 e 4.5).
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Os parametros usados no programa foram: unigenes de M. spectabilis
como banco de dados de referéncia; oxidacdo de metionina como modificagao
variavel; e carbamidometilagédo de cisteina como modificagao fixa; uma clivagem
perdida, estados de carga de 2+, 3+ e 4+; enzima de clivagem tipo tripsina e um
erro de massa de 20 ppm. Para uma identificagao confiavel, considerou-se uma
taxa de falsos positivos (FDR) < 0,5% para peptideos e proteinas identificados

usando FDR < 1%, mostrando pelo menos 2 peptideos unicos.
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5. RESULTADOS

5.1Qualidade do sequenciamento e estatistica da montagem dos dados
do RNA-seq

O sequenciamento lllumina do transcriptoma de ninfas de M. spectabilis
gerou um total de 63,0 milhdées de reads limpos, correspondendo a 18,86 Gb de
bases de alta qualidade. As reads brutas foram processadas para a remogao de
adaptadores e sequéncias de baixa qualidade, gerando arquivos FASTQ limpos,
os quais foram depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA) sob o
BioProject PRUNA1404840. O conteudo global de GC foi de 39,06%, e 94,09%
das bases apresentaram valor de Q30 ou superior, indicando que o conjunto de
dados é de excelente qualidade, com taxas muito baixas de erro na chamada de
bases. De fato, a avaliacdo da qualidade das bases mostrou que Q20, Q30 e
Q40 corresponderam a acuracias de 99%, 99,9% e 99,99%, respectivamente,
confirmando a confiabilidade da corrida de sequenciamento.

A taxa média de erro ao longo das reads foi extremamente baixa
(<0,0003), com um leve aumento proximo ao final tanto da Read? quanto da
Read?2, o que é consistente com os perfis tipicos de sequenciamento lllumina
(Figura S1). E importante destacar que n&o foi observada deterioragéo abrupta
da qualidade, indicando uma chamada de bases confiavel ao longo de todo o
comprimento das reads. A analise da composicdo de bases mostrou uma
distribuicdo quase uniforme de nucleotideos apds os ciclos iniciais, nos quais
pequenas flutuacdes sdo esperadas devido a efeitos de iniciadores randémicos
(Figura S2). Apo6s aproximadamente a posicdo 20, as proporgdes se
estabilizaram, com adenina (A) e timina (T) representando cerca de 30% cada,
e guanina (G) e citosina (C) correspondendo a aproximadamente 20% cada.
Essa representacdao equilibrada reflete a auséncia de viés sistematico de
nucleotideos e sugere que a biblioteca de sequenciamento apresentou alta
complexidade. A proporgéo de bases indeterminadas (N) foi negligenciavel ao
longo das reads. Esses parametros indicam que o sequenciamento da amostra
de ninfas de M. spectabilis produziu reads de alta qualidade, adequadas para a
montagem do transcriptoma e analises de expressao génica subsequentes.

Para avaliar a qualidade e a representatividade da biblioteca de

sequenciamento, foram realizadas diversas analises diagnosticas (Figura S4). A
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avaliagao da aleatoriedade da distribuigdo das reads ao longo dos transcritos
demonstrou cobertura uniforme do extremo 5' ao 3' dos genes, com apenas um
leve enriquecimento nas regides centrais (Figura S4A). Esse padrao indica que
a construgao da biblioteca foi isenta de vieses e que as reads foram distribuidas
de maneira homogénea ao longo dos transcritos. A analise da distribuicdo do
tamanho dos insertos revelou que a maioria dos fragmentos paired-end variou
entre 300 e 500 pb, com um pico bem definido em aproximadamente 400 pb
(Figura S4B). Esse tamanho de inserto é consistente com o esperado para a
preparagao da biblioteca.

A andlise de saturacdo génica, utilizando fragmentos por quilobase de
transcrito por milhdo de reads mapeadas (FPKM = 0,1), mostrou que o numero
de genes detectados atingiu um platdé apos cerca de 10 milhdes de reads,
alcangando aproximadamente 100.000 transcritos (Figura S4C). Esse resultado
indica que a profundidade de sequenciamento foi suficiente para capturar a maior

parte dos genes expressos no estagio ninfal de M. spectabilis.

5.2 Estatisticas de montagem e mapeamento de novo do transcriptoma de

ninfas de Mahanarva spectabilis

Apés a filtragem de qualidade, 63,5% das reads (40.015.826) foram
mapeadas com sucesso contra o0s unigenes montados, das quais
aproximadamente metade (49,1%) apresentou mapeamento unico, enquanto os
50,9% restantes corresponderam a mapeamentos multiplos.

A montagem de novo do transcriptoma produziu um conjunto abrangente
de unigenes, com transcritos variando desde fragmentos curtos até sequéncias
de comprimento completo. No total, foram montados 100.666 unigenes. A
distribuicdo de comprimento mostrou que a maioria dos unigenes se concentrou
na faixa de 300-1.000 nt (64,4%), enquanto 13,9% apresentaram comprimento
entre 1.000 e 2.000 nt, e uma fragao significativa (8,6%) excedeu 2.000 nt (Figura
S3). Esses unigenes mais longos provavelmente representam transcritos
completos ou quase completos, sendo particularmente valiosos para a anotacéo
funcional e analises subsequentes. Uma fracdo substancial de unigenes ainda
mais longos (>3.000 nucleotideos) também foi recuperada, refletindo a presenga

de transcritos completos ou quase completos.
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A montagem de novo resultou em 99.669 unigenes, com N50 de unigenes
de 1.259 pb (N50 de transcritos = 1.598 pb) e comprimento médio de unigene de
878 pb, indicando boa continuidade e representatividade da montagem.

A qualidade da montagem do transcriptoma de M. spectabilis foi avaliada
utilizando o BUSCO com o conjunto de dados de linhagem insecta_odb12. A
analise recuperou 89,2% de BUSCOs completos, dos quais 88,4% estavam em
copia unica e 0,8% estavam duplicados. Adicionalmente, 2,9% dos BUSCOs
foram classificados como fragmentados, enquanto 7,9% estavam ausentes.
Esses resultados indicam um alto nivel de completude e baixa redundéancia,

sustentando a robustez da montagem de novo.

5.3 Anotacgao funcional dos unigenes

A anotacgao funcional dos unigenes foi realizada com base na homologia
de sequéncia e na identificacdo de dominios proteicos. As sequéncias dos
unigenes foram comparadas com os bancos de dados NR, Swiss-Prot, COG,
KOG, eggNOG (v4.5) e KEGG utilizando o DIAMOND. As atribuicbes de
ortologia KEGG foram obtidas utilizando o KOBAS. Os termos da Gene Ontology
(GO) foram atribuidos utilizando o InterProScan com base em dominios proteicos
conservados e assinaturas funcionais integradas. Nenhuma analise de
enriquecimento da Gene Ontology foi realizada neste estudo; os termos GO
foram utilizados exclusivamente para a classificagdo funcional e analises
descritivas do transcriptoma anotado.

Para obter informacbdes sobre as fungdes bioldégicas dos unigenes
montados, diversas bases de dados funcionais foram consultadas, incluindo
COG, GO, KEGG, KOG, Pfam, eggNOG, NR e SwissProt. No total, uma fragao
substancial dos unigenes pdde ser anotada com sucesso, destacando a robustez
do conjunto de dados para analises posteriores. Entre os recursos de anotagéo,
0 GO (Gene Ontology) forneceu informagdes funcionais para 13.282 unigenes,
enquanto o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) atribuiu 10.768
unigenes a vias metabdlicas e de sinalizagdo. As buscas por dominios no Pfam
resultaram em 12.945 correspondéncias, e a classificagdo KOG (Eukaryotic
Orthologous Groups) identificou 8.404 unigenes. Além disso, a analise COG
(Clusters of Orthologous Groups) anotou 4.958 unigenes, refletindo fungdes

ortdlogas conservadas entre diferentes espécies.
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A representacdo integrativa em “grafico em flor” (Figura 1) ilustra a
sobreposicao entre as diferentes bases de dados de anotagdo. Um conjunto
central de 2.638 unigenes foi consistentemente anotado em multiplos bancos de
dados, ressaltando sua forte conservagéo funcional. Além do conjunto central,
anotacdes unicas adicionais foram obtidas de recursos individuais, como 2.901
unigenes anotados exclusivamente no eggNOG, 2.065 no NR e 467 no
SwissProt, entre outros. Esses resultados indicam que uma grande proporgéao
do transcriptoma da ninfa de M. spectabilis pode ser caracterizada
funcionalmente, fornecendo uma base valiosa para a exploracdo da funcao
génica e a analise de vias metabdlicas nesse estagio de desenvolvimento. Dada
a auséncia de um genoma de referéncia para M. spectabilis, a identificagao de
2.638 unigenes consistentemente anotados em multiplos bancos de dados
representa uma fracdo substancial e biologicamente significativa do
transcriptoma, refletindo um nucleo robusto de genes conservados e

funcionalmente suportados.

GO
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Figura 1- Anotagcao funcional de unigenes de ninfas de Mahanarva spectabilis em
multiplos bancos de dados. O grafico de flores ilustra anotagdes compartilhadas e uUnicas, com

um conjunto central de 2.638 unigenes caracterizados funcionalmente.

5.4 Categorizacao funcional dos unigenes
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Para obter uma visédo funcional abrangente do transcriptoma da ninfa de
M. spectabilis, os unigenes montados foram anotados em relagdo a multiplos
bancos de dados de referéncia, incluindo eggNOG/COG/KOG, Pfam, KEGG,
GO, SwissProt e NR (Figura 2 e Tabela S1). Cada banco de dados forneceu
camadas complementares de informagdo, permitindo uma caracterizagcéo
funcional ampla e detalhada.

Por exemplo, o Pfam capturou assinaturas em nivel de dominio nao
detectadas em KOG/eggNOG, enquanto eggNOG/KOG forneceu previsdes
funcionais filogeneticamente conservadas que contextualizam adaptagdes
especificas de insetos. Essas anotag¢des confirmam que o transcriptoma da ninfa
de M. spectabilis codifica um amplo repertério de genes envolvidos em
processos bioldgicos essenciais, vias de sinalizacdo e fungdes metabdlicas,
além de revelar um grande conjunto de transcritos com fun¢des desconhecidas

que podem representar novos genes ou inovagdes especificas da linhagem.



35

Nuclear structure

Cell motilfty

Cell wall/membrane/envel ope blogenesls

Defense mechanisms

Extracellular structures

Chromatin structure and dynamlics

Coenzyme transport and metabollsm

Nucleotide transportand metabollsm

Secondary metabolites bl csynthesls, transportand catabolkm
Inorganie loh transport and metabollsm

Cell eycle ontrol, cell division, chromosome partitioning
Replication, recombination and repalr

Cytoskeleton

Lipld transport and metabolism

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
RMNA proessing and modification

Carbohydrate transport and metabollem

Amino acld transportand metabollsm

Energy production and conversi on

Transcription

Translation, ribosomal structure and bogenesls

Furction unknown

Posttranslational modification, proteln turnover, chaperones
Slgnal transduction mechankms

Function unknown

General function prediction only

]
=

(A)

-100

100 300 500 700 400 1100 1300 1500

Numberof occurrences

Amino acid transport and metabolism
Carbohyd rate transport and metabolism
Replication, recombination and repair

Muclear structure B

Cell motility ( )
Extracellular structures
Defense mecha nisms
Cell wallfmembrane/envelope biogenesis
Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
MNucleotide transport and metabolEm
Coenzy me transport and metabolism
Chromatin structure and dy namics
Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
Cytoskel eton
Inorganic ion transport and metabolism
Lipid transport and metabolism
RNA processing and modification
Ener gy production and conversion
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular trans port

—

Transcription

Translation, ibosomal structure and biogenesis |——

Signal transduction mechanisms
Posttranslational modification, protein tumover, chaperones
Function unk nown

o

T T T T T T T T T "

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Number of occurrences




36

Tc5 transposase DNA-binding domain

BTB/POZ domain

Transposase 154;; Transposase 154

Transposase (partial DDE domain)

Mitoc hondrial carrier protein

Zinc finger, C2H2 type

Trypsin

C2H2-type zinc-finger domain;; Zinc-finger double domain;;...
WD domain, G-beta repeat;; Anaphase-promoting complex...
Alcohol dehyd rogena se transcription factor Myb/ SANT-like
C2H2-type zinc-finger domain

RNA recognition motif. {a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain)
Protein kinase domain;; Protein twosine and...

Cytochrome P450

Sugar (and other) transporter;; Major Fadlitator Superfamily
Insect cuticle protein

C2H2-type zinc-finger domain;; Zinc-finger double domain;;...
Reverse transcriptase (RMNA-dependent DNA polymera se)
DDE superfamily endonuclease

Transposase 154

[} 20 40 60 20 100 120 140 160
Number of occurrences

Fatty acid metabolism (D)

MAPK signaling pathway - fly
Aminoacyl-tRNA biosynthesis
Autopha gy - animal

RNA degradation

Peroxisome

Phagosome

Protein processing in endoplasmic reticulum
Purine meta bolism

Ubiquitin mediated proteolysis
Splice osome

Herpes simplex virus 1 infection
Lysosome

Endocytosis

Biosynthesis of amino acids
RNA transport

Oxidative phosphorylation
Carbon metabolism

Lysine degradation

Ribosome

0 50 100 150 200 250 300
Number of occurrences

Figura 2 - Anotacao funcional dos unigenes do transcriptoma de ninfas de Mahanarva
spectabilis. (A) Classificacdo funcional KOG dos unigenes. As maiores categorias foram
predicdo de funcdo geral apenas, seguidas por mecanismos de transducdo de sinais e
modificagdo pds-traducional, turnover proteico e chaperonas. (B) Classificagdo funcional
eggNOG dos unigenes. A categoria predominante foi fungdo desconhecida, enquanto um
numero substancial de transcritos esteve envolvido em modificagao pds-traducional, transdugao
de sinais, tradugéo e estrutura ribossomal, e transcricdo. (C) Os 20 principais dominios Pfam
identificados entre os unigenes montados. Os dominios proteicos mais frequentes incluiram

transposase 1S4, endonuclease da superfamilia DDE, transcriptase reversa (DNA polimerase
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dependente de RNA), dominios zinc-finger do tipo C2H2 e proteinas da cuticula de insetos,
refletindo a diversidade de motivos estruturais e enzimaticos presentes no transcriptoma. (D) Os
20 principais caminhos metabodlicos KEGG representados no transcriptoma de ninfas de M.
spectabilis. A tabela lista os caminhos mais enriquecidos, incluindo o identificador KEGG e o
numero de unigenes atribuidos a cada via. As categorias mais representadas incluiram
biogénese de ribossomos, metabolismo de aminoacidos, fosforilagdo oxidativa, transporte de
RNA e metabolismo central do carbono, destacando a forte representacdo de processos

celulares e metabdlicos fundamentais no estagio ninfal.

A base de dados Pfam identificou milhares de dominios proteicos
conservados, incluindo familias de peptidases, transportadores, fatores de
transcricdo e proteinas ligantes de RNA, destacando a diversidade de motivos
estruturais e cataliticos codificados no transcriptoma. Os dominios mais
abundantes incluiram transposase 1S4, endonucleases da superfamilia DDE,
transcriptase reversa (polimerase de DNA dependente de RNA), dominios do
tipo dedo de zinco C2H2 e proteinas da cuticula de insetos, refletindo tanto
genes de manutencgao celular quanto repertérios génicos especificos de insetos
(Figura 2C).

A classificagdo por meio das bases de dados eggNOG e KOG atribuiu os
unigenes a grandes categorias funcionais relacionadas ao metabolismo, aos
processos celulares e ao armazenamento e processamento de informagao. No
KOG, os grupos mais abundantes corresponderam a “predi¢ao de funcéo geral”,
mecanismos de transducdo de sinais e modificagao pds-traducional, turnover
proteico e chaperonas (Figuras 2A e 2B). No eggNOG, a categoria predominante
foi “fungdo desconhecida”, seguida por transcritos envolvidos em modificagdo
pos-traducional, transdugao de sinais, traducdo e estrutura ribossomal, e
transcrigédo (Figura 2C). A elevada proporgao de unigenes classificados como de
funcao desconhecida ou geral € uma caracteristica comum de transcriptomas de
insetos ndo modelo e reflete a presenga de genes conservados cujas fungdes
bioldgicas especificas ainda sado pouco caracterizadas, juntamente com uma
ampla representagéo de processos celulares e regulatérios essenciais.

A integracdo entre os diferentes recursos de anotagdo revelou um
conjunto central de transcritos anotados por multiplos bancos de dados,
aumentando a confianca na atribuigao funcional. Ao mesmo tempo, cada recurso
individual contribuiu com informagdes unicas. Por exemplo, o Pfam capturou

assinaturas em nivel de dominio que nao foram detectadas pelo KOG/eggNOG,
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enquanto o eggNOG/KOG forneceu predi¢gdes funcionais filogeneticamente
conservadas que auxiliam na contextualizagcdo de adaptacdes especificas de
insetos.

A anotagao KEGG revelou que 8.836 unigenes foram mapeados em vias
metabdlicas e de sinalizagdo, fornecendo uma visdo geral ampla do panorama
funcional do transcriptoma de ninfas de M. spectabilis (Figura 2D). As categorias
mais representadas estiveram associadas ao metabolismo primario,
particularmente ao metabolismo energético e de carboidratos. Entre essas,
glicdlise/gliconeogénese (103 unigenes), ciclo do citrato (ciclo do TCA; 77
unigenes) e via das pentoses fosfato (58 unigenes) foram as mais enriquecidas,
ressaltando a forte representagdo do metabolismo central do carbono.

Além do metabolismo de carboidratos, diversas vias relacionadas a
biossintese e degradagédo de aminoacidos, metabolismo de lipidios e biossintese
de cofatores e vitaminas também estiveram altamente representadas.
Notavelmente, unigenes também foram atribuidos a vias envolvidas na
transducao de sinais e no processamento de informagdes ambientais, incluindo
genes relacionados as cascatas de sinalizagdo MAPK e PI3K-Akt,
frequentemente associadas a respostas ao estresse celular e a adaptacao de

insetos as plantas hospedeiras.

5.5 Assinaturas transcriptémicas envolvidas na interagao planta-inseto

Nossa analise do transcriptoma revelou um amplo repertorio de genes
classificados por anotagcdo funcional como potencialmente envolvidos nas
interagbes planta—inseto e ambiente—ninfa (Tabelas 1, S2 e S3). Essas
inferéncias baseiam-se em termos conservados de Gene Ontology, dominios
Pfam e vias do KEGG, e n&o implicam validagcao experimental de suas fungbes
em M. spectabilis. Em conjunto, essas categorias correspondem a
aproximadamente 6-7% do conjunto total de unigenes e representam um
subconjunto biologicamente direcionado, selecionado por sua relevancia para a
sobrevivéncia das ninfas, protegdo mediada pela espuma e interagdes com a
planta e 0 ambiente.

Tabela 1 - Resumo das categorias de transcritos identificadas no transcriptoma ninfal de

Mahanarva spectabilis relacionadas a interagao com a planta hospedeira e a adaptacgao ao
ambiente. Listas detalhadas de genes sédo apresentadas nas Tabela Suplementar S2.
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Category PFAM hits KEGG hits Overlap
Detoxification 317 217 96
Chemosensory 11 18 0
Osmoregulation_transport 42 0 0
Cuticle_barrier 65 0 0
Stress_response 218 100 20
Immune_defense 43 0 0
Plant_interaction_digestion 65 33 4

Genes envolvidos na detoxificagdo de metabdlitos secundarios de plantas
e xenobiodticos estiveram fortemente representados. Um total de 317 transcritos
apresentou dominios Pfam tipicos, incluindo monooxigenases do citocromo
P450 (CYP450), glutationa S-transferases (GSTs), UDP-glicosiltransferases
(UGTs), carboxilesterases e redutases de cadeia curta/aldo-ceto (SDR/AKR).
Em paralelo, 217 anotacbes do KEGG estiveram associadas a funcdes
relacionadas a detoxificacdo, com 96 transcritos apresentando sobreposi¢cao
tanto com Pfam quanto com KEGG, indicando forte suporte para a capacidade
de detoxificagdo. As vias do KEGG enriquecidas incluiram Metabolismo da
glutationa (ko00480; 80 genes), Metabolismo de xenobidticos pelo citocromo
P450 (ko00980; 39 genes), Metabolismo de farmacos via P450 (ko00982; 36
genes) e Metabolismo de farmacos por outras enzimas (ko00983; 100 genes).
Entre os candidatos com maior nivel de expressdao destacaram-se
transportadores ABC, GSTs, carboxilesterases e monooxigenases CYP450.

Assinaturas transcriptdmicas relacionadas a quimiossensacgao, essencial
para o reconhecimento da planta hospedeira e sele¢ao do habitat, também foram
detectadas. As analises por Pfam e KEGG recuperaram 11 e 1 transcritos
relacionados a quimiossensacgao, respectivamente, incluindo proteinas ligantes
de odor (OBPs), proteinas ligantes de feroménios (PBPs), proteinas
quimiossensoriais (CSPs) e receptores das familias OR/GR/IR. O KEGG
também identificou dois genes associados a via de transducao olfatéria
(ko04740). Notavelmente, os candidatos quimiossensoriais mais altamente

expressos pertenciam a familia PBP/GOBP.
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Genes associados a osmorregulagao e ao transporte idnico, criticos para
insetos alimentadores de xilema, foram altamente abundantes. Identificamos 42
anotagoes Pfam e 100 anotagdes KEGG correspondentes a v-ATPases, Na*/K*-
ATPases, transportadores da familia solute carrier (SLC) e anidrases carbénicas,
com 20 transcritos sustentados por ambos os sistemas de anotagao. Diversas
subunidades de v-ATPase, ATPases E1-E2 e anidrases carbdnicas figuraram
entre os transcritos mais expressos, refletindo as demandas fisiologicas
impostas por uma dieta diluida e rica em agua.

A adaptagédo ambiental também foi evidenciada por transcritos envolvidos
na formagéo e remodelagdo da cuticula. Um total de 158 transcritos codificou
proteinas cuticulares (familias CPR RR-1, RR-2, CPF e CPLCG) e enzimas do
metabolismo da quitina, incluindo quitinases, quitina desacetilases e lacases
(Tabelas 1, S2 e S3). Essas familias génicas sdo essenciais para a formacao de
barreiras protetoras e provavelmente contribuem para a resisténcia a
dessecacgao e a invasao microbiana no ambiente da espuma.

Por fim, transcritos relacionados a respostas ao estresse e imunidade
inata foram abundantes. A anotacao Pfam identificou 218 transcritos codificando
proteinas de choque térmico (HSPs) e enzimas antioxidantes, como superoxido
dismutases, catalases e peroxirredoxinas. Componentes de vias de imunidade
inata também estiveram representados, com 43 anotacbes Pfam e 33 KEGG
englobando serino proteases/serpinas, lisozimas e receptores de
reconhecimento de patégenos, incluindo elementos das vias PGRP e Toll. Em
conjunto, esses conjuntos génicos destacam mecanismos moleculares que
sustentam a sobrevivéncia, a tolerancia ao estresse e a defesa contra

microrganismos associados as plantas.

5.6 Predicao de splicing alternativo no transcriptoma da ninfa

Os padroes de splicing alternativo relatados aqui sdo baseados em
previsbes computacionais de todo o transcriptoma, derivadas da montagem de
novo, e representam estimativas da diversidade de isoformas, em vez de eventos
de splicing validados experimentalmente.

A montagem de novo do transcriptoma de ninfas de M. spectabilis revelou
um grau substancial de diversidade de isoformas. Com base no agrupamento

Trinity, um total de 99.669 agrupamentos de unigenes foram identificados, dos
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quais 16.374 (16,43%) produziram pelo menos duas isoformas, indicando
splicing alternativo (SA). O numero médio de isoformas por unigene foi de 1,40,
com um maximo de 75 isoformas observadas em um unico locus. A distribuicdo
da contagem de isoformas apresentou forte assimetria a direita (Tabelas S4—
S6), com a maioria dos genes apresentando uma unica isoforma e um numero
progressivamente menor de l6cus carregando multiplas isoformas. O status da
isoforma indicou que ~84% dos agrupamentos de unigenes eram de isoforma
unica, enquanto ~16% eram de multiplas isoformas.

Para avaliar se o splicing alternativo afetava preferencialmente familias de
genes funcionais especificas, os loci com multiplas isoformas foram comparados
com as anotagdes do Pfam e do KEGG e agrupados em categorias relevantes
para as interagdes hospedeiro-planta e hospedeiro-ambiente (Figura 3, Tabela
S6). A anadlise revelou que diversas categorias funcionalmente importantes
abrigavam uma proporgao notavel de genes com splicing alternativo. Transcritos
relacionados a desintoxicagcdo (citocromos P450, GSTs, UGTs,
carboxilesterases e transportadores ABC) exibiram extensa diversidade de
isoformas, consistente com seu papel na plasticidade metabdlica e no
processamento de xenobidticos. Da mesma forma, genes quimiossensoriais
(receptores de odor/gustativos/ionotrépicos, OBPs e CSPs) e transportadores
osmorregulatorios (v-ATPases, aquaporinas e trocadores ibnicos) também
apresentaram multiplas isoformas, sugerindo modulagédo em nivel de isoforma
na detecgdo do hospedeiro, no equilibrio hidrico e na homeostase. Proteinas
cuticulares com multiplas isoformas, fatores de resposta ao estresse (proteinas
de choque térmico, antioxidantes) e genes relacionados a imunidade (lisozimas,
PGRPs, serina proteases, defensinas) também foram abundantes, refletindo a
contribuigao do splicing alternativo para a adaptacao fisiolégica e os mecanismos
de defesa. Finalmente, enzimas de interacao com plantas (celulases, pectinases,
glicosidases, amilases) também incluiram varios loci com multiplas isoformas,
apontando para uma potencial especializagédo em nivel de isoforma na digestéao

da parede celular vegetal.
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Figura 1 - Genes com e sem splicing alternativo nas diferentes categorias funcionais do
transcriptoma de ninfas de Mahanarva spectabilis. Grafico de barras mostrando o nimero de
genes anotados em cada categoria funcional, classificados como de isoforma Unica (azul, “Sem
AS”) ou multiplas isoformas (laranja, “Com AS = 2”). As categorias incluem desintoxicac¢&o,
quimiossensoriais, osmorregulagao/transporte, cuticula/barreira, resposta ao estresse, defesa
imune e interagdo com plantas/digestao.

5.7 Predicao do secretoma (SignallP e Phobius) através dos transcritos
do RNA-seq

A predigdo do peptideo sinal foi realizada no conjunto completo de
proteinas previstas a partir da montagem do transcriptoma. O SignalP identificou
168 proteinas como candidatas a secre¢cdao, e o Phobius confirmou
independentemente os sinais de secregdo em 147 dessas candidatas. A forte
concordancia entre os preditores corrobora sua classificacdo como proteinas
putativas secretadas.

Esse conjunto de proteinas secretadas inclui enzimas (por exemplo,
oxidorredutases e isomerases de dissulfeto proteico), chaperonas (como a BiP
do reticulo endoplasmatico), glicoproteinas estruturais (como proteinas
relacionadas a cuticula) e proteinas de armazenamento (como hexamerinas),
todas potencialmente envolvidas na composicdo bioquimica da espuma

protetora secretada pela glandula.

5.8 Anotacgao funcional do secretoma obtido por RNA-seq
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A classificagédo funcional das 168 proteinas secretadas, baseada em GO,
KEGG e PFAM, revelou enriquecimento em categorias relacionadas a
localizagédo extracelular, fungdes estruturais e atividade enzimatica (Figura 4 e
Tabela S8). A anotagdo GO destacou termos relacionados a membrana e a
localizag&o extracelular, com ‘componente integral da membrana' (13 proteinas)
e 'regidao extracelular' (10 proteinas) entre as categorias mais representadas
(Tabela 2). As atribuigbes funcionais também incluiram proteinas associadas a
processos metabdlicos, ligacdo a ATP e atividades cataliticas gerais,
corroborando o papel do secretoma na atividade enzimatica extracelular e nas
interacbes moleculares. A analise KEGG recuperou multiplas familias de
enzimas, incluindo K17619 (6 proteinas), K13809 (6 proteinas) e K03927 (6
proteinas), que estdo ligadas ao metabolismo redox e as vias de processamento
de proteinas (Tabela 2). Anotagdes adicionais foram atribuidas a enzimas
envolvidas na desintoxicagdo e no transporte, 0 que esta de acordo com a
necessidade da glandula de gerenciar compostos derivados de plantas e

contribuir para a composi¢cdo da matriz da espuma.

A)

Biological Process: multicellular organismal process (G0:0032501)
Molecular Function: hydrolase activity (G0:0016787)
Molecular Function: structural constituent of cutide (GO:0042302)
Biological Process: cellular process (GO:0009987)
Cellular Component: extracellular space (GO:0005615)
Cellular Component: extracellular region (GO:0005576) .
Cellular Component: cellular_component (G0:0005575)
Biological Process: biological_process (GO:0008150)
Cellular Component: integral component of membrane (G0:0016021)

Unknown
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Figura 2 - Principais anotagdes funcionais do secretoma com base nos bancos Pfam
(verde), KEGG (azul) e Gene Ontology (GO; laranja). O grafico de barras apresenta as dez
categorias mais representadas recuperadas de cada base de dados, com os identificadores
KEGG substituidos por nomes funcionais descritivos.

Tabela 2 - Principais categorias funcionais do secretoma previsto a partir da analise de
RNA-seq de Mahanarva spectabilis. A tabela resume os termos mais representados de Gene
Ontology (GO), KEGG e Pfam. O numero de proteinas associadas a cada termo de anotagéo é
mostrado para comparagao entre os bancos de dados.

Termo Contagem Fonte

Desconhecidas 65 GO
Componente celular: protefnas integrais de

membrana (GO:0016021) 13 GO
Processos bioldgicos: processos bioldgicos

(GO:0008150) 12 GO
Componente celular: componente celular

(GO:0005575) 10 GO

Componente celular: regido extracelular
(GO:0005576) 10 GO
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Componente celular: espaco extracelular

(GO:0005615) 8 GO
Processos bioldgicos: processos celulares

(GO:0009987) 8 GO
Funcdo molecular: constituinte estrutural da

cuticula (G0O:0042302) 7 GO
Funcdo molecular: atividade de hidrolase

(GO:0016787) 7 GO
Processos biolégicos: processos de organismos

multicelulares (GO:0032501) 7 GO
Desconhecidas 78 KEGG
Fosfatase magnésio dependente 1 6 KEGG
UMP-CMP quinase 2, mitocondrial 6 KEGG
Carboxilesterase 2 6 KEGG
Fator de elongacdo Tu 4 KEGG
Proteina do choque térmico70 (Hsp70) 4 KEGG
Beta-glucosidase 4 KEGG
Putativa 4 KEGG
Proteina da cuticula 4 KEGG
Citocromo P450 monooxigenase 4 KEGG
Desconhecidas 59 PFAM
Hemocianina 7 PFAM
Dobra beta hidrolase 7 PFAM
Alfa 7 PFAM
Proteina da cuticula de inseto 7 PFAM
Dominio Tiorredoxina -like 6 PFAM
Familia Carboxilesterase 6 PFAM
Motivo EF hand 6 PFAM
Acido fosfatase 5 PFAM
Lipocalina 4 PFAM

A analise de dominio Pfam revelou a predominancia de motivos
estruturais e enzimaticos (Tabelas 2 e S8). Entre eles, dominios semelhantes a
hemocianina (7 proteinas), dobras beta-hidrolase (7 proteinas) e dominios de
proteinas da cuticula de insetos (7 proteinas) foram especialmente abundantes,
reforcando os papéis das glicoproteinas ligadoras de oxigénio, enzimas
hidroliticas e proteinas estruturais na composi¢ao do secretoma.

A andlise KEGG (Tabelas 2 e S8) recuperou multiplas familias de
enzimas, incluindo a fosfatase 1 dependente de magnésio (K17619), a UMP-
CMP quinase 2 mitocondrial (K13809) e a carboxilesterase 2 (K03927), cada
uma representada por diversas proteinas. Essas enzimas estdo ligadas ao
metabolismo redox, ao metabolismo de nucleotideos, a desintoxicagao e as vias
de processamento de proteinas. Outros termos KEGG mapeados incluem

aqueles envolvidos no transporte e na secrecao extracelular.
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5.9Proteinas secretadas ligadas a interagao planta-hospedeiro e a

sobrevivéncia ambiental

O conjunto de 168 proteinas secretadas de alta confianga incluiu multiplas
classes funcionais potencialmente associadas a interacdo planta—inseto e a
sobrevivéncia ambiental (Tabela 3). Entre elas, enzimas relacionadas a
desintoxicacdo e ao estado redox foram representadas por nove candidatas,
incluindo carboxilesterases, oxidorredutases associadas a glutationa e proteinas
relacionadas ao citocromo P450, sugerindo um papel no processamento

extracelular de compostos derivados de plantas e xenobiéticos.

Tabela 3 - Proteinas secretadas por Mahanarva spectabilis previstas da glandula de Batelli,
identificadas pela presenca de peptideos sinal N-terminais (SignalP/Phobius). As proteinas
estdo agrupadas em categorias funcionais relevantes para a interagcdo planta-hospedeiro e
sobrevivéncia ambiental. A tabela lista o nimero de proteinas secretadas previstas em cada
categoria e os respectivos IDs de proteina.

Functional Secreted ProteinID

Group Proteins

Chaperones / Gene_25378, Gene_35197, Gene_50668,
Protein folding 4 Gene_99264

Chemosensory 1 Gene_126242

Gene_41268, Gene_38689, Gene_53331,
Gene_29966, Gene_31904, Gene_24102,

Cuticle / Gene_34920, Gene_ 126386, Gene_56704,
Structural 10 Gene_81905

Gene_47720, Gene_114391, Gene_79666,
Detoxification / Gene_24447, Gene_23337, Gene_125559,
Redox 9 Gene_100906, Gene_123132, Gene_78940
Immune /
Antimicrobial 3 Gene_32042, Gene_89309, Gene_28231

Gene_28076, Gene_18758, Gene_117898,
Osmoregulation Gene_47660, Gene_60582, Gene_64326,
/ Enzymes 8 Gene_ 33482, Gene_6183

Gene_ 52229, Gene_17926, Gene_23192, Gene_177,
Proteases / Gene 125745, Gene_60582, Gene_42899,
Protease Gene_52512, Gene_25589, Gene_95455,
inhibitors 11 Gene_46772
Storage / Gene_32042, Gene_89309, Gene_27730,
Lipocalins 5 Gene 99181, Gene_76286

Proteases e inibidores de proteases também foram proeminentes, com
onze proteinas contendo peptideo sinal, incluindo proteases de serina e
serpinas. Essas proteinas podem contribuir para a remodelagdo da matriz
extracelular dentro da espuma e para processos relacionados a defesa. Além

disso, dez proteinas secretadas foram classificadas como componentes
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cuticulares ou estruturais, indicando uma possivel contribuicdo para a formacéao
ou o reforgo de barreiras na interface espuma—inseto.

Proteinas associadas a fungcbes imunes e antimicrobianas foram
representadas por trés candidatas com assinaturas semelhantes a lisozima ou
fenoloxidase, consistentes com papéis protetores no microambiente da espuma.
Além disso, oito proteinas secretadas foram relacionadas a osmorregulagao e
ao transporte de solutos, incluindo anidrases carbdnicas e transportadores
associados a membrana, refletindo adaptacdes fisiolégicas ao ambiente aquoso
e ionicamente diluido caracteristico de insetos sugadores de seiva.

O secretoma também incluiu quatro chaperonas da via secret6ria, como
isomerases de dissulfeto de proteina e proteinas de choque térmico, que podem
auxiliar no dobramento e na estabilidade de proteinas exportadas no meio
extracelular. Por fim, cinco candidatas secretadas foram anotadas como
proteinas carreadoras ou relacionadas ao armazenamento, potencialmente
envolvidas no tamponamento da composicdo quimica da espuma ou na
interagdo com moléculas derivadas de plantas. Uma unica proteina de ligagao a
odorantes/quimiossensorial contendo peptideo sinal foi detectada, sugerindo um
possivel papel na ligagcdo a compostos volateis ou semioquimicos na interface

planta—espuma.

5.10 Identificagao e perfil quantitativo do proteoma da glandula de Batelli
por LC-MS/MS

A analise shotgun por LC-MS/MS da glandula de Batelli de ninfas de M.
spectabilis gerou 30.270 varreduras MS e 14.444 varreduras MS/MS (Orbitrap
MS com LIT MS/MS; nano-ESI, CID de alta energia). A busca em banco de
dados no PEAKS (modo homologia) e os filtros aplicados (peptideo -10IgP = 17;
proteina —10IgP = 20; = 2 peptideos unicos; de novo ALC = 50%) permitiram a
identificacdo de 8.094 PSMs, 3.806 peptideos distintos e 500 proteinas
agrupadas em 493 grupos proteicos, com FDRs de 0,5% (PSM), 0,8% (peptideo)
e 0,0% (proteina). A maioria das proteinas (371) foi suportada por mais de dois
peptideos unicos (129 com exatamente dois). Os controles de qualidade
indicaram predominancia de peptideos totalmente tripticos (3.681 sem clivagens

perdidas; 125 com uma clivagem perdida), e 3.650 espectros foram classificados
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como “de novo only”. As distribuicdes de erro de massa do precursor e de

escores sao apresentadas na saida do controle de qualidade (CQ).

5.11 Anotacgao funcional e interpretagcao biolégica do proteoma da

glandula de Batelli

Com base nas proteinas identificadas experimentalmente por LC-MS/MS
na Secdo 5.10, examinamos a seguir sua anotagdo funcional e significado
biolégico usando analises de Pfam, KEGG e Gene Ontology.

A analise proteémica do secretoma da glandula de Batelli identificou um
conjunto diverso de 500 proteinas abrangendo categorias funcionais associadas
a homeostase celular, adaptacdo ao estresse e interagbes com o ambiente
hospedeiro (Figura 5 e Tabela S9). A anotagédo funcional do proteoma da
glandula de Batelli utilizando Pfam, KEGG e Gene Ontology (GO) revelou ampla
representacdo de dominios e vias relacionadas a tolerdncia ao estresse,

atividade metabdlica e secrecéo extracelular.
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or RNP domain) (C)
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Figura 3 - Classificagao funcional das proteinas identificadas na glandula de Batelli de
ninfas de Mahanarva spectabilis. (A) Distribuicdo dos 20 dominios Pfam mais frequentes,
destacando motivos estruturais conservados e médulos enzimaticos prevalentes no conjunto de
dados. (B) Anotagcédo Gene Ontology (GO) dos 20 termos mais enriquecidos, incluindo categorias
relacionadas a fungcdo molecular, processo bioldgico e componente celular, ilustrando a
diversidade funcional do proteoma glandular. (C) As 20 principais vias KEGG representadas
entre as proteinas identificadas, revelando rotas metabdlicas e de sinalizagdo potencialmente
associadas a secrecéo, estabilizacdo da espuma e interagdes inseto—planta. (D) As 20 principais
categorias funcionais KOG, organizadas por processos celulares e metabdlicos de ordem
superior, refletindo o contexto evolutivo e fisiologico das fungdes proteicas na glandula de Batelli.

A analise de dominios Pfam destacou familias proteicas abundantes,

como glutationa S-transferases (23 ocorréncias), proteinas ligantes de calcio do
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tipo EF-hand (19 ocorréncias) e dominios relacionados a chaperonas,
consistentes com fungdes em desintoxicacdo, sinalizacdo e dobramento
proteico. Uma proporc¢ao substancial das proteinas apresentou dominios gerais
N- e C-terminais, sugerindo motivos estruturais conservados, enquanto outras
estiveram associadas a funcgdes enzimaticas, incluindo oxidorredutases e
transferases.

A classificacdo pelo KEGG recuperou 103 proteinas sem anotacao
definida; entretanto, entre as entradas funcionalmente caracterizadas, as
categorias enriquecidas incluiram proteinas mitocondriais (29 ocorréncias),
enzimas de vias de desintoxicacdo e fungdes relacionadas ao transporte.
Diversas proteinas foram mapeadas em rotas metabdlicas relevantes para a
adaptacgao ao hospedeiro, incluindo metabolismo de xenobidticos e producéo de
energia.

A anotagdo por GO corroborou esses achados. Os termos mais
representados incluiram ligacdo a ATP (61 proteinas), refletindo elevada
demanda energética; localizagdo citoplasmatica (41 proteinas); e fungdes
associadas a membrana (37 proteinas), muitas das quais correspondem a
transportadores i6nicos e enzimas. Os termos de processos bioldgicos
destacaram respostas ao estresse e processos metabdlicos proteicos,
alinhando-se aos papéis previstos da glandula na manutencgéo da estabilidade
proteica e na contribuicdo para a formacdo da espuma. Notavelmente, 35
proteinas (=7% do conjunto de dados) permaneceram sem anotagao funcional,
evidenciando a presenga de componentes potencialmente novos ou pouco
caracterizados do proteoma da glandula.

A identificacdo de proteinas realizada utilizando o algoritmo PEAKS a
partir de dados de LC-MS/MS permitiu inferir a abundancia relativa de proteinas
nas amostras com base na abordagem de contagem espectral. Assim, proteinas
com maior numero de peptideos unicos e/ou maior cobertura de sequéncia foram
consideradas relativamente mais abundantes, visto que esses parametros sao
comumente associados a maior abundancia de proteinas em analises
protedmicas sem marcacao. Esses resultados fornecem informagdes sobre os
principais constituintes proteicos de cada banda associada a espuma e servem
como base para a subsequente anotagao funcional e estrutural.

Quando a abundancia proteica foi inferida a partir do niumero de peptideos

detectados, o conjunto de dados foi dominado por chaperonas altamente
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expressas, reguladores pés-traducionais e enzimas metabdlicas (Tabela 4). As
proteinas mais abundantes incluiram multiplos homélogos de HSP70 (por
exemplo, proteinas do tipo DnaK), com mais de 80 peptideos, enfatizando seu
papel
chaperoninas de 60 kDa, cada uma representada por cerca de 70 peptideos,

critico na proteostase. Outras chaperonas abundantes incluiram

evidenciando o forte investimento da glandula em dobramento e estabilizagcéo

proteica.

Tabela 4 - 15 proteinas mais abundantes da glandula de Batelli a partir de analises
protedmicas

D d}a Contagem de Categoria funcional Anotaciao/Termo correspondente

proteina peptideos
goe;l 8—2 81 Chaperona Proteina chaperona DnaK
Gene_1 e . P =
09130 79 Modificagdo pés traducional Proteina de renovagdo (turnover)
Gene_2 79 Parede celular/membrana/ biogénese Osmoreeulacio e ransporte
8076 do envelope gulag P
Gene_2 ~ . ATPase transportadora de H+ do tipo
6924 72 Producdo de energia F subunit d
Sle ;g_z 69 Chaperona 60 kDa chaperonina
Gene_8 69 Transpo.rte de carboidratos e Triosefosfato isomerase
6297 metabolimo
Gene_2 69 Chaperona 60 kDa chaperonina
9122
?36;1; -2 67 Proteina de renovacgdo (turnover) Chaperona
276 (1)15_2 64 Proteina de renovag@o (turnover) Superfamilia RNI-like
Gene_7 .. . . n L
3327 63 Constituinte estrutural do ribossomo Proteina ribossémica 60S acidica P2
Gene_2 . -, . . S
3072 60 Modificacao pds traducional Proteina hipotética B566
Gene_3 .. , . . .
8689 60 Constituinte estrutural da cuticula Proteina da barreira cuticular
Gene_2 . .
5901 58 Desconhecida Desconhecida
Gene_2 . . . .
8090 58 ATP sintase subunidade beta ATP sintase subunidade beta
?56;1 e3 58 Estrutura do ribossomo e biogénese Proteina ribosomal P1

Proteinas associadas a modificacdo pds-traducional e ao turnover
proteico também foram altamente representadas (>70 peptideos), ressaltando a
intensa regulacdo do controle de qualidade proteica. Candidatos ligados a
osmorregulacdo e ao transporte de membrana foram detectados em niveis
semelhantes, sugerindo homeostase idnica ativa e balango hidrico dentro da

glandula. A resiliéncia metabdlica foi refletida na detecgcédo da subunidade B da
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ATP sintase, com quase 60 peptideos, indicando elevadas demandas
energéticas sustentadas. A adaptacao estrutural foi ainda sugerida por proteinas
anotadas como envolvidas na remodelagdo da barreira cuticular, enquanto
diversas proteinas abundantes, porém n&o caracterizadas (60-70 peptideos),
podem representar novos contribuintes para a fisiologia da glandula. Esse perfil
protedmico ressalta a énfase da glandula de Batelli na estabilidade proteica,
atividade metabdlica, osmorregulagao e fungdes de barreira extracelular. Essas
caracteristicas sdo consistentes com seu papel especializado na secrecido de

espuma protetora enriquecida em proteinas estruturais e defensivas.

5.12 Proteinas candidatas potencialmente relevantes para a interagao
planta-hospedeiro e sobrevivéncia ambiental, identificadas por analise
proteémica

A analise protedmica da glandula de Batelli identificou diversos grupos de

proteinas potencialmente associados a interagdo com a planta hospedeira e a

adaptacdo ambiental (Figura 6 e Tabela S10). Entre as proteinas anotadas, 33

candidatas foram atribuidas a fungdes relacionadas a desintoxicagéo, incluindo

monooxigenases do citocromo P450, glutationa S-transferases (GSTs) e outras
oxidorredutases. Essas proteinas sao comumente associadas ao
processamento de compostos derivados de plantas e xenobibticos e estiveram

bem representadas no proteoma da glandula.
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Figura 4 - Distribuigdo das proteinas por categoria funcional a partir da analise prote6mica.
As barras indicam o numero de proteinas anotadas por categoria (Desintoxicagao,
Quimiossensoriais, Cuticula/Barreira, Osmorregulagao/Transporte).

Um conjunto menor, composto por trés proteinas, foi classificado como
relacionado a quimiorrecepgéo, incluindo proteinas de ligagdo a odorantes
(OBPs/PBPs) e proteinas quimiossensoriais (CSPs). A presenga dessas
proteinas no proteoma da glandula de Batelli sugere uma possivel associagao
com a percepgao ou o processamento de sinais quimicos na interface entre o
inseto, a espuma e a planta hospedeira.

Proteinas envolvidas na osmorregulagdo e no transporte de ions
constituiram uma fragdo proeminente do conjunto de dados, com 129 proteinas
anotadas, incluindo subunidades de v-ATPase, Na*/K*-ATPases,
transportadores da familia solute carrier e anidrases carbdOnicas. Essas proteinas
estdo tipicamente associadas a homeostase ibnica e osmotica e podem refletir
exigéncias fisiologicas ligadas a alimentacdo com seiva do xilema. Além disso,
11 proteinas foram atribuidas a remodelagao da cuticula e de barreiras, incluindo
proteinas estruturais cuticulares e enzimas relacionadas ao metabolismo de

quitina.
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6. DISCUSSAO

A cigarrinha-das-pastagens € uma praga de gramineas forrageiras, uma
vez que tanto adultos quanto ninfas se alimentam da seiva do xilema, causando
reducdes substanciais no rebrote, na qualidade e na produtividade das plantas.
As ninfas sdo particularmente danosas porque permanecem fixadas aos tecidos
basais das plantas por longos periodos, produzem uma espuma protetora e
criam condigdes que predispdem os hospedeiros a infecgbes secundarias,
acelerando ainda mais o declinio das pastagens. Diante disso, estratégias para
o controle sustentavel de surtos de cigarrinhas vém sendo amplamente
investigadas. Entre elas estdo a inducéo de resisténcia das plantas aos ataques
da cigarrinha (Alvarenga et al., 2017; Alvarenga et al., 2019; Leite et al., 2014),
a diversificacdo de pastagens (Alvarenga et al., 2017), o uso de compostos
vegetais como agentes de controle (Dias et al., 2019; Nascimento et al., 2021),
a adubacéo do solo (Aguiar et al., 2014; Alvarenga et al., 2019) e o uso de fungos
entomopatogénicos (Campagnani et al., 2017; Campagnani et al., 2024).
Somadas a essas estratégias, as adaptagdes moleculares que sustentam sua
sobrevivéncia na seiva do xilema pobre em nutrientes e sua capacidade de
resistir as defesas das plantas foram propostas nesta pesquisa para a espécie
Mahanarva spectabilis.

As ninfas de M. spectabilis também se destacam por produzirem uma
espuma caracteristica que envolve seus corpos. Essa espuma, produzida pelas
secregbes da glandula de Batelli em combinacdo com os fluidos excretorios
associados aos tubulos de Malpighi, foi descrita em cigarrinhas como uma
barreira multifuncional contra dessecacao, flutuacdes de temperatura, predagao
e crescimento microbiano (Rakitov, 2002; Szterk et al., 2024; Tonelli et al., 2020).

Estudos recentes com outras espécies de cigarrinhas, como M. fimbriolata
e Poophilus costalis, confirmam que essas espumas contém misturas complexas
de proteinas, carboidratos e lipidios que garantem estabilidade térmica e
protecado antimicrobiana (Sahayaraj et al., 2021; Tonelli et al., 2018). Ao focar no
transcriptoma das ninfas e no proteoma da glandula de Batelli, nosso trabalho
oferece uma visdo abrangente dos componentes moleculares subjacentes a
producdo da espuma e de suas potenciais fungbes nas interagdes planta—

inseto—ambiente.
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As estatisticas de montagem confirmaram a confiabilidade do conjunto de
dados, com um comprimento N50 dentro da faixa esperada para transcriptomas
de insetos e representacao suficiente em diferentes categorias de comprimento.
A presenga de unigenes curtos e longos indica uma montagem eficiente em
genes altamente e moderadamente expressos, fornecendo um recurso valioso
para a descoberta de genes e analise de expressao.

O RNA-seq das ninfas forneceu um recurso gendmico em larga escala de
genes expressos, anotados nas categorias Pfam, KEGG e GO, enquanto a
protebmica por LC-MS/MS revelou centenas de proteinas secretadas pela
glandula de Batelli. A integracdo desses conjuntos de dados permitiu a
identificacdo de genes e proteinas com fungdes previstas em desintoxicagao,
percepgao quimiossensorial, osmorregulacao, respostas ao estresse, imunidade
e remodelagcdo da cuticula. Abordagens integrativas semelhantes foram
aplicadas com sucesso em outros hemipteros, como a cigarrinha Nephotettix
cincticeps (Wu et al., 2023) e o pulgdo Metopolophium dirhodum (Gebrekidan et
al., 2024), confirmando que o acoplamento transcriptoma—proteoma € uma
estratégia poderosa para elucidar a base molecular de estruturas secretadas em
insetos sugadores de seiva.

Detectamos um amplo repertorio de genes de desintoxicagao, incluindo
CYPs, GSTs, UGTs, CCEs e AKRs. Essas familias génicas apresentaram forte
enriquecimento em vias KEGG, como metabolismo da glutationa e metabolismo
de farmacos/xenobidticos. Enzimas de desintoxicagdo sdo amplamente
reconhecidas como mediadoras centrais da adaptacdao ao hospedeiro em
hemipteros, como demonstrado em ninfas de Empoasca vitis, nas quais muitos
genes de desintoxicagdo sao regulados positivamente durante a alimentagéo
(Shao et al., 2021). De forma semelhante, expansdes de CCEs, GSTs e P450s
foram relatadas em Picromerus lewisi (Li et al., 2022), destacando sua
importancia evolutiva nas interacbes inseto—planta. Notavelmente, o
metabolismo da glutationa também foi relatado como uma via chave associada
a resisténcia em Paspalum regnellii sob ataque de M. spectabilis, destacando
seu papel central na modulacido das respostas de defesa da planta e dos
processos de desintoxicagao do inseto dentro dessa interagao (Begnami et al.,
2025). O robusto repertério de desintoxicagdo em M. spectabilis provavelmente
reflete a adaptacédo a aleloquimicos e metabdlitos secundarios presentes nas

gramineas forrageiras.
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Os transcritos quimiossensoriais identificados incluem proteinas ligantes
de odor (OBPs), proteinas ligantes de feroménios (PBPs), proteinas
quimiossensoriais (CSPs) e receptores gustativos e olfatérios. Essas proteinas
desempenham papéis essenciais na detecgcdo de volateis derivados do
hospedeiro e sdo cruciais para orientacdo, alimentagcdo e oviposigdo. Em
pulgbes como Myzus persicae, analises de RNA-seq mostraram que a
expressao de genes quimiossensoriais varia entre ninfas e adultos, refletindo
necessidades ecoldgicas e de desenvolvimento (Sharma et al., 2024). A alta
expressdo de membros da familia PBP/GOBP em M. spectabilis pode estar
igualmente relacionada a localizagdo do hospedeiro e ao comportamento
gregario das ninfas dentro da espuma.

A alimentagdo com seiva do xilema impde desafios osmaoticos singulares
devido ao alto teor de agua e baixo valor nutricional. Nossos dados revelaram
quase 4.000 transcritos relacionados ao transporte, incluindo multiplas
subunidades de v-ATPases, Na*/K*-ATPases, aquaporinas, transportadores da
familia solute carrier e transportadores idnicos. Anidrases carbénicas e ATPases
bombeadoras de prétons estiveram entre os transcritos mais abundantes. Esses
achados estdo em concordancia com observagdes em cigarras e outros insetos
sugadores de xilema, nos quais o aparato de osmorregulacdo é altamente
expandido (Beckett et al., 2019). Tais adaptagcbes permitem que os insetos
mantenham o equilibrio ibnico e osmatico enquanto processam grandes volumes
de seiva diluida.

Identificamos transcritos para proteinas cuticulares (CPRs) e enzimas do
metabolismo da quitina, sugerindo remodelagdo do exoesqueleto. A presenca
dessas proteinas entre os transcritos associados as glandulas de Batelli sugere
uma possivel contribuicdo indireta para o ambiente da espuma, possivelmente
reforcando a interface entre o corpo do inseto e a espuma ou fornecendo
propriedades estruturais ou antimicrobianas. Isso é consistente com relatos em
Aphrophora alni, nos quais proteinas e componentes associados a quitina foram
detectados na espuma (Szterk et al., 2024). Contudo, o papel dessas proteinas
na estabilidade da espuma deve ser considerado uma hipétese funcional, € ndo
um mecanismo comprovado. A cuticula e a espuma parecem, portanto, formar
uma barreira integrada que protege as ninfas contra danos mecanicos e invasao

microbiana.
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A abundancia de transcritos para proteinas de choque térmico e enzimas
antioxidantes confirma a importancia da tolerancia ao estresse. Além disso,
transcritos relacionados a imunidade, como serino proteases, serpinas, lisozimas
e proteinas de reconhecimento de peptidoglicano (PGRPs), refletem a
necessidade de defesa dentro do habitat espumoso. A atividade antimicrobiana
ja foi demonstrada em espumas de cigarrinhas (Tonelli et al., 2018), e proteinas
do tipo lisozima também foram previstas em nosso secretoma, fortalecendo a
relagao entre proteinas secretadas e defesa microbiana.

Aproximadamente 16% dos loci expressos foram classificados como
potencialmente sujeitos a splicing alternativo, incluindo enzimas de
desintoxicacao, receptores e genes relacionados a imunidade. Essa plasticidade
transcriptémica é consistente com achados em pulgdes e cigarrinhas, nos quais
mudangas no hospedeiro vegetal induzem ajustes rapidos na expressao génica
(Rivera-Vega et al., 2017; Chongtham et al., 2024). O splicing alternativo pode,
portanto, ser um mecanismo crucial que permite a M. spectabilis adaptar-se a
diferentes hospedeiros de pastagem e estressores ambientais.

As analises por SignalP e Phobius previram 168 proteinas secretadas de
alta confianga em M. spectabilis, incluindo multiplas enzimas de desintoxicagao,
proteinas estruturais, diversas proteases, fatores relacionados a imunidade,
chaperonas e proteinas de armazenamento/transporte. A predicao funcional foi
sustentada por anotagdes nos bancos Pfam, KEGG e GO, e a identidade
proteica foi validada por evidéncias de LC/MS. Abordagens integrativas
semelhantes em hemipteros sugadores de seiva, como pulgdes e cigarrinhas,
revelaram conjuntos de proteinas secretadas implicadas na interagdo planta—
inseto, desintoxicacdo e modulagcdo da defesa (Wu et al., 2023; Zhang et al.,
2023). Esses estudos demonstram que analises multi-Omicas podem identificar
e caracterizar sistematicamente proteinas que contribuem para o sucesso da
alimentagao em seiva e para a adaptacao a diferentes plantas hospedeiras.

Detectamos altos niveis de enzimas de desintoxicacéo e transportadores
no proteoma da glandula de Batelli, indicando um papel secretor no
processamento de xenobidticos derivados do hospedeiro. Proteases e inibidores
de proteases foram fortemente representados, sugerindo tanto a remodelacao
da matriz da espuma quanto a ativagao de cascatas imunes, como observado
em outros proteomas salivares de hemipteros (Da Silva Vaz Junior et al., 2024).

Proteinas estruturais, como proteinas cuticulares, e enzimas do metabolismo da
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quitina também estavam presentes, sustentando sua contribuicdo para a
estabilidade da espuma, caracteristica demonstrada em analises de bioespuma
de cigarrinhas (Sahayaraj et al., 2021). Proteinas imunes, incluindo lisozimas e
fenoloxidases, bem como chaperonas moleculares e fatores de dobramento
como BiP e isomerases de dissulfeto proteico (PDls), reforczam o carater
multifuncional da matriz da espuma (Hendershot et al., 2024). Notavelmente, a
identificacdo de proteinas de armazenamento, incluindo hexamerinas e
lipocalinas, enfatiza fung¢des adicionais de tamponamento e transporte das
proteinas secretadas.

O proteoma da glandula de Batelli demonstra a multifuncionalidade e a
importancia ecoldgica da espuma das cigarrinhas. Ela atua como uma barreira
bioquimica e estrutural, assegura a regulacdo osmoética, medeia a
desintoxicacdo de aleloquimicos vegetais e fornece defesa antimicrobiana.
Estudos ecoldgicos confirmaram que a espuma mantém um microclima favoravel
e protege contra dessecacéo e predadores (Beckett et al., 2019; Tonelli et al.,
2018). A grande fragéo de proteinas secretadas ndo anotadas sugere a presenga
de componentes novos, possivelmente especificos de cigarrinhas, que podem
representar inovagdes evolutivas unicas contribuindo para o sucesso adaptativo
de M. spectabilis.

Quimicamente, a espuma das cigarrinhas é um material complexo,
anfipatico e viscoelastico, contendo proteinas (incluindo glicopeptideos e
proteoglicanos), carboidratos e, dependendo da espécie, acidos graxos como 0s
acidos palmitico e estearico. Essa composicédo € consistente com uma matriz
estrutural capaz de capturar ar e resistir ao colapso. Funcionalmente, a espuma
amortece variagdes de temperatura e umidade, protege contra a luz e dificulta a
acao de inimigos naturais, além de apresentar propriedades antimicrobianas,
incluindo atividades antibacteriana e antifungica. Comunidades microbianas ja
foram descritas em espumas de espécies relacionadas de Mahanarva, sugerindo
interagdes ecoldgicas adicionais moduladas pela quimica da espuma (Sahayaraj
etal., 2021).

Em consonancia com esses relatos, as proteinas derivadas da glandula
de Batelli, positivas para SignalP e caracterizadas neste estudo, provavelmente
constituem o nucleo proteico da espuma e sustentam multiplas fungdes nao
excludentes. Proteinas secretadas, glicosiladas e de baixa complexidade, como

aquelas com dominios do tipo mucina e regides ricas em Pro/Thr/Ser, juntamente
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com modulos associados a proteoglicanos, podem contribuir para a viscosidade,
reduzir a tenséo superficial e aumentar a persisténcia das bolhas, em acordo
com descrigdes historicas de glicopeptideos e proteoglicanos na espuma.
Paralelamente, hidrolases e enzimas redox secretadas, incluindo possiveis
quitinases e proteinas do tipo oxidorredutase, podem sustentar as atividades
antifungica e antibacteriana relatadas para a espuma, contribuindo para o
controle da colonizagao microbiana no microhabitat ninfal. Outras proteinas com
propriedades semelhantes a surfactantes, juntamente com proteinas ligantes ou
transportadoras de lipidios, s&o compativeis com os acidos graxos
documentados na espuma e podem manter um filme de bolhas estavel que
regula temperatura, exposi¢cao a luz e propriedades reologicas. Mecanicamente,
a espuma € gerada por bombeamento abdominal periédico que injeta ar nas
secregbes das glandulas de Batelli e dos tubulos de Malpighi. A secreg¢ao da
glandula de Batelli, em particular, facilita a formacéo das bolhas, tornando o
fluido anal espumoso, conforme descrito em relatos (Guilbeau, 1908; Marshal,
1965). Assim, a interpretacdo mais coerente € que a glandula de Batelli é a
principal fonte dos componentes proteicos e lipidicos que, juntamente com
polissacarideos, constroem a matriz extracelular da espuma protetora, e que as
proteinas positivas para SignalP identificadas aqui representam candidatos
imediatos secretados para formar e manter essa bioespuma.

De modo geral, o secretoma da glandula de Batelli esta alinhado com a
visdo estabelecida de que essas secrecdes glandulares sdo necessarias e
suficientes para a produgcdo da espuma das cigarrinhas. Ao fornecer um
arcaboucgo proteico enriquecido em glicoproteinas, surfactantes e enzimas
antimicrobianas, em combinagdo com lipidios e carboidratos, a glandula de
Batelli assegura a estabilidade das bolhas, a regulacdo do microclima e uma
primeira barreira defensiva durante o estagio ninfal de M. spectabilis,

caracterizado pela alimentagdo em seiva do xilema.
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7. CONCLUSAO

Ao integrar dados transcriptdmicos e protedmicos, este estudo apresenta
a primeira caracterizagdo molecular aprofundada do estagio ninfal de M.
spectabilis. A identificagdo de multiplas categorias funcionais — incluindo
enzimas de desintoxicagao (por exemplo, citocromos P450, GSTs), receptores
quimiossensoriais (OBPs, CSPs, PBPs), proteinas envolvidas na
osmorregulagcédo (aquaporinas, ATPases), proteinas cuticulares e enzimas do
metabolismo da quitina, fatores de resposta ao estresse (proteinas de choque
térmico e enzimas antioxidantes) e diversas proteinas secretadas — destaca as
adaptagdes multifatoriais que permitem as ninfas de cigarrinhas-das-pastagens
sobreviver e se desenvolver no ambiente quimicamente e fisicamente
estressante das gramineas forrageiras.

Esses resultados corroboram e ampliam achados de analises
transcriptbmicas e protebmicas recentes em outros hemipteros, avangando a
compreensao das estratégias moleculares e ecoldgicas que sustentam a
adaptacao de insetos sugadores de seiva. De forma relevante, esse arcabougo
molecular pode servir como base para o desenvolvimento de estratégias
inovadoras e direcionadas de manejo de cigarrinhas-praga em ecossistemas de
pastagens, incluindo abordagens baseadas na interrupcao de familias proteicas

chave ou de processos fisioldgicos relacionados a formagao da espuma.
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Apéndice

Figura S1. Taxa média de erro ao longo das leituras pareadas Illumina do
RNA-seq da ninfa de Mahanarva spectabilis . A taxa de erro permaneceu
extremamente baixa (<0,0003) entre as leituras 1 e 2, com apenas um ligeiro
aumento em direcao ao final das leituras, consistente com os perfis tipicos de
sequenciamento lllumina.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0001-FigureS1.docx

Figura S2. Composicao de bases ao longo das leituras pareadas Illumina
do RNA-seq da ninfa de Mahanarva spectabilis . Apos os primeiros ~20 ciclos,
as proporc¢des de nucleotideos estabilizaram em ~30% para Ae T e ~20% para
G e C, indicando uma distribuicao equilibrada de bases. A propor¢ao de bases
indeterminadas (N) foi insignificante em ambas as leituras.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0002-FigureS2.docx

Figura S3. Distribuicao do comprimento dos unigenes montados a partir do
transcriptoma da ninfa de Mahanarva spectabilis. A maioria dos unigenes
variou entre 300 e 1000 nucleotideos, com 8,6% excedendo 2000 nt,
representando possiveis transcritos de comprimento total.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0003-FigureS3.docx

Figura S4: (A) Distribuicdo aleatdria de leituras ao longo dos transcritos na
biblioteca de RNA-seq da ninfa de Mahanarva spectabilis . (B) As leituras foram
distribuidas uniformemente pelas regides 5-3' do gene, com apenas um
pequeno enriquecimento central. (C) Distribuicdo do tamanho do inserto das
leituras pareadas, mostrando um pico em ~400 pb. Curva de saturagdo génica
4D (FPKM 20,1) indicando que a profundidade de sequenciamento foi suficiente
para recuperar quase todos os transcritos expressos.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0004-FigureS4.docx

Tabela S1. Anotacdo funcional abrangente de transcritos expressos em
ninfas de Mahanarva spectabilis com base em dados de RNA-Seq. Cada
entrada corresponde a um transcrito codificador de proteina previsto, com seu
respectivo ID de equivaléncia génica e anotagbes funcionais derivadas de
multiplos bancos de dados, incluindo Pfam (dominios proteicos), Gene Ontology
(funcdo molecular e processo bioldgico), KEGG (vias metabdlicas) e outras
classificagdes funcionais. Este conjunto de dados fornece a estrutura de
referéncia utilizada para identificar proteinas putativas secretadas e
funcionalmente relevantes expressas na glandula de Batelli.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=101
111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0005-TableS1.xls
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Tabela S2. Anotagcao funcional de transcritos de ninfas de Mahanarva
spectabilis relacionados a interagoes planta-inseto e ambientais. A tabela
lista os genes anotados agrupados por categorias bioldgicas principais, incluindo
transducéo de sinal, respostas ao estresse e a defesa, digestdo, metabolismo e
adaptacao ambiental. A classificagao funcional foi baseada em termos da Gene
Ontology (GO), vias KEGG e dominios Pfam inferidos a partir de anotagbes de
transcritos de RNA-Seq.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0006-TableS2.xlIsx

Tabela S3. Resumo da contagem de genes por categoria funcional
identificada no transcriptoma da ninfa de Mahanarva spectabilis . As
categorias representam os principais grupos funcionais inferidos a partir das
anotacdes de RNA-Seq, incluindo desintoxicagao, percepg¢ao quimiossensorial,
formacgao de cuticula e barreira, e processos de osmorregulacao e transporte. O
numero de genes unicos atribuidos a cada categoria € indicado.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0007-TableS3.docx

Tabela S4. Distribuicado de isoformas de transcritos por gene no
transcriptoma da ninfa de Mahanarva spectabilis. A tabela mostra o numero
de genes que produzem um determinado numero de isoformas de transcritos,
variando de genes com uma unica isoforma a loci altamente alterados por
splicing alternativo, gerando mais de 40 isoformas. Essa distribuicao destaca a
prevaléncia de genes com uma ou duas isoformas e o numero relativamente
pequeno de loci que exibem splicing alternativo extenso.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0008-TableS4.docx

Tabela S5. Resumo dos genes com splicing alternativo no transcriptoma
da ninfa de Mahanarva spectabilis . A tabela lista os genes que apresentam
multiplas isoformas de transcritos (22) agrupados por categorias funcionais
principais, incluindo metabolismo, transdugao de sinal, resposta ao estresse e
componentes estruturais. Esses dados fornecem uma visao geral da distribuicao
funcional dos loci com splicing alternativo identificados pela analise de RNA-Seq.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0009-TableS5.xIsx

Tabela S6. Classificagao funcional de genes com splicing alternativo
associados a interagoes planta-ambiente no transcriptoma da ninfa de
Mahanarva spectabilis . A tabela lista genes que apresentam duas ou mais
isoformas de transcritos, agrupados por categorias funcionais relacionadas a
respostas da planta, adaptagcdo ambiental e sinalizacdo de estresse, conforme
inferido a partir da analise de splicing baseada em RNA-Seq.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0010-TableS6.xIsx
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Tabela S7. Predigao de proteinas secretadas (secretoma) no transcriptoma
da ninfa de Mahanarva spectabilis . A tabela lista transcritos codificadores de
proteinas que, segundo previsdes, contém peptideos sinalizadores ou
caracteristicas associadas a secregéao, identificadas por meio dos programas
SignalP e Phobius. Esses resultados foram derivados de dados de RNA-Seq e
representam proteinas secretadas putativas, potencialmente envolvidas em
fungdes extracelulares ou glandulares.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0011-TableS7 .xlsx

Tabela S8. Anotacao funcional das proteinas secretadas previstas
(secretoma) do transcriptoma da ninfa de Mahanarva spectabilis . A tabela
lista as proteinas secretadas putativas identificadas por meio das predi¢cées do
SignalP e do Phobius, juntamente com seus termos de Gene Ontology (GO),
vias KEGG e dominios Pfam associados. Esta andlise funcional fornece
informacgdes sobre os potenciais papéis biolégicos das proteinas secretadas
expressas na glandula de Batelli.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0012-TableS8.xIsx

Tabela S9. Anotacao funcional das proteinas identificadas na glandula de
Batelli de ninfas de Mahanarva spectabilis por analise proteémica LC-
MS/MS. A tabela lista as proteinas detectadas experimentalmente juntamente
com suas classificagées funcionais, incluindo dominios Pfam, termos da Gene
Ontology (GO), vias KEGG e categorias relacionadas ao metabolismo, resposta
ao estresse e secregcdo. Essas anotagcbes fornecem informagdes sobre a
composi¢cdo molecular e os potenciais papéis biolégicos do secretoma da
glandula de Batelli.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0013-TableS9.xlIs

Tabela S10. Anotagcao funcional de proteinas da glandula de Batelli de
ninfas de Mahanarva spectabilis relacionadas a interagées planta-
hospedeiro e ambientais. As proteinas foram identificadas por LC-MS/MS e
anotadas de acordo com os termos da Gene Ontology (GO), vias KEGG e
dominios Pfam. O conjunto de dados destaca proteinas potencialmente
envolvidas no reconhecimento do hospedeiro, modulacido da defesa, adaptacao
ao estresse e outros processos relevantes para a planta.

https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.
1111%2Fimb.70050&file=imb70050-sup-0014-TableS10.xls
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