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RESUMO

BORGES, Alex Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2019.
Analise protedmica e metabolomica da glandula mandibular de larvas de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Orientador: José¢ Eduardo Serrao.

A Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) ¢ um dos insetos que no estagio larval
apresentam alta capacidadede de herbivoria, sendo a cana-de-agucar a principal planta a
a sofrer com as agdes desse inseto. O dessas a¢des sdo injurias com a abertura de orificios
deixando-a vulneravel a entrada de microrganismos patogénicos que afetam a producao,
resultando em prejuizos econdmicos. Conectado ao par de mandibulas das larvas, a
glandula mandibular se dispde adjacente ao tubo digestorio e glandula labial estendendo
se até os ultimos segmentos abdominais, cuja a composicdo quimica da secrecdo ¢
desconhecida. O objetivo desse trabalho ¢ identificar diferentes compostos quimicos da
glandula mandibular de larvas de D. saccharalis. A primeira analise foi a identificagao
de proteinas do extrato total das glandulas mandibulares de larvas de D. saccharalis por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF, que constatou 22 proteinas preditas
em 11 classes funcionais envolvidas principalmente no transporte e metabolismo de
carboidratos, lipidios, aminoacidos e nucleotideos, além de outras classes relacionadas a
modificacdo pds-traducional, conversdo de energia, trafico intracelular, transcricdo,
traducdo e citoesqueleto. A segunda andlise foi para identificagdo de compostos nao
proteicos do extrato total das glandulas mandibulares de larvas D. saccharalis por
cromatografia gasosa acoplado a um detector de massas. No extrato total das glandulas
constatou uma mistura de hidrocarbonetos: Cs, Ci1, Ci2, Ci4 e Cis, que correspondem a
grupos funcionais alcoois, éter, alcano e éster. Em ambas as andlises revelou diferentes
compostos que sugerem potenciais elicitadores na interacdo inseto-planta, que podem
contribuir para discussdo do papel multifuncional da glandula mandibular de larvas de

lepiddpteros.

Palavras-chave: Protedmica. Metaboldmica. Glandula Mandibular. Diatraea saccharalis



ABSTRACT

BORGES, Alex Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2019.
Proteomic and metabolic analysis of the mandibular gland Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) larvae. Adviser: Jos¢ Eduardo Serrao.

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) is one of the insects that in the larval
stage has high herbivory capacity, with sugar cane being the main plant to suffer from the
actions of this insect. These actions are injuries with the opening of holes leaving it
vulnerable to the entry of pathogenic microorganisms that affect production, resulting in
economic losses. Connected to the pair of larval jaws, the mandibular gland is adjacent
to the digestive tract and labial gland extending to the last abdominal segments, whose
chemical composition of the secretion is unknown. The first analysis was the
identification of proteins from the total extract of the mandibular glands of D. saccharalis
larvae by mass spectrometry of the type MALDI-TOF / TOF mass spectrometry. Which
found 22 proteins predicted in 11 functional classes mainly involved in carbohydrate
transport and metabolism lipids, amino acids and nucleotides, as well as other classes
related to post-translational modification, energy conversion, intracellular trafficking,
transcription, translation and cytoskeleton. The second analysis was to identify non-
protein compounds from the total extract of the D. saccharalis larval mandibular glands
by gas chromatography coupled to a mass detector. In the total extract of the glands found
a mixture of hydrocarbons: C4, C11, C12, C14 and C18, which correspond to functional
groups alcohols, ether, alkane and ester. In both analyzes revealed different compounds
that suggest potential elicitors in insect-plant interaction, which may contribute to

discussion of the multifunctional role of the mandibular gland of lepidopteran larvae.

Keywords: Proteomic. Metabolomic. Mandibular Gland. Diatraea saccharalis.
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INTRODUCAO GERAL

A interagao inseto-planta ¢ uma relacao coevolutiva entre duas ou mais espécie,
onde insetos e plantas interagem tdo intimamente que cada uma dela age como forga
seletiva sobre a outra. Nesta interagdo, insetos e plantas desenvolveram diversas
estratégias de sobrevivéncia conjunta que envolvem ataque e defesa das espécies. A
herbivoria por insetos constituem um dos principais ataques as plantas provocado pelo
consumo de massa foliar e de outras partes, como caule, raiz e flor. Os insetos provocam
o ataque inicialmente por injurias mecanicas realizadas pelo par de mandibulas o que
causa danos diretos na estrutura da planta e indiretos quando os insetos abrem galerias no
interior da planta tornando-as mais suscetivel a diversos organismos patogénicos, como:
fungos, virus e bactérias patogénicas (Erb et al., 2012; Chuang et al., 2013; Reddy e
Guerreiro, 2004; Felton e Tumlinson, 2008)

As plantas também ao logo do processo de coevolug@o desenvolveram estratégias
de defesa induzida que ¢ expressa somente depois do inicio do processo de injuria
provocado pelos insetos. A emissdao de compostos volateis € um mecanismos de defesa,
os quais podem repelir os insetos ou atrair inimigos naturais predadores dos insetos
herbivoros (Afsheen et al., 2008; Murali-Bascaran et al., 2017). Quando existe um
desequilibrio numérico na populacao de insetos, uma grande aumento populacional, pode
ter efeitos danosos as plantas de culturas agricolas com a queda na produgdo e grande
prejuizo econdémico ao setor produtivo especifico daquela cultura. Os lepidopteros
constituem o principal grupo de insetos com potencial herbivoro, causando diversos
prejuizos a diferentes cultura agricolas (Neveu et al., 2002; Reddy e Gerreiro, 2004;
Pinto-Zevallos et al., 2013)

Na agricultura convencional o uso de inseticidas no Brasil nos ultimos anos tem
se intensificado para o controle de diversos insetos considerados “pragas agricolas”, para
propiciar o aumento de produ¢dao no pais. O que também tem causado uma série de
prejuizos ambientais, como a contaminac¢ao de mananciais, solo, fauna e flora. Uma das
alternativas para diminuir o uso intensivo de inseticidas nas culturas agricolas tem sido a
utilizacdo de métodos de controle bioldgico, onde outros organismos como exemplo:
insetos, virus, bactérias, fungos etc; podem erradicar ou controlar a populagao dos insetos
considerados “‘pragas agricolas” proporcionando assim, uma diminui¢do ou até
eliminagdo do uso de inseticidas (Lovatto et al., 2012).

A D. saccharalis € uma das principais “pragas agricolas” dessa cultura o Brasil se
mantem como o maior produtor de cana-de-acucar do mundo, produgdo que € convertida

em acucar e alcool, trazendo desenvolvimento e geracdo de riqueza para as principais
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regides produtoras, liderada pelos estados de Sao Paulo, Parana e Minas Gerais. As larvas
de D. saccharalis atacam a planta de cana-de-agucar formando extensas galerias,
deixando a planta com estrutura fragil e vulneravel a entrada de diversos microrganismos,
ocasionando doengas. (Ferreira et al., 2004; Cruz, 2007; Sandoval e Send, 2010; Boiga-
Junior et al., 2011; Souza et al., 2014; Calado et. al., 2014).

No cultivo da cana-de-agucar um agente importante no controle biologico ¢ a
vespa Cotesia flavipes (Hemynoptera: Braconidae), em que as fémeas alcangam as larvas
de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) nas galerias da planta, depositando
inimeros ovos na hemocele do hospedeiroO desenvolvimento do parasitoide no corpo do
hospedeiro ocorre através de trés instares larvais culminando com o rompimento do
tegumento e morte do hospedeiro, fora do corpo da broca da sequéncia a fase de pupacao
e origem dos adultos, que sobrevivem poucos dias (Ferreira et al., 2004; Cruz, 2007,
Sandoval e Seno, 2010; Boiga-Junior et al., 2011; Souza et al., 2014; Calado et. al., 2014).

A maioria dos estudos realizado com D. saccharalis, abordam aspectos de criagao,
dindmica populacional e relagdes parasitoides-hospedeiros, em atividades de campo e
laboratoriais, visando otimizar o controle biolégico. O conhecimento dos aspectos
biologicos deste inseto podem fornecer subsidios para melhorar e aprimorar os métodos
de controle bioldgico. Entretanto, ndo existem estudos da composi¢do quimica das
glandulas mandibulares de larvas de D. saccharalis, analises de glandulas mandibulares
larvas de outros lepidopteros tem demostrado a presenga de cairdmonios Ephestia
kuehniella e Anagasta kuehniella (Cobert, 1971; Cobert, 1973; Mudd e Corbet, 1982;
Mudd, 1984), secrecdo lipidica-lubricacdo e esterase inicio da digestdo Galleria
melonella (Wroniszewska, 1966), proteinas quimiosensoriais Vanessa gonerilla (Celorio-
Mancera et al., 2012), feromonio de trilha Cactoblastis cactorum (Fitzgerald et al., 2014)
feromonio e elicitores de oviposicao Anagasta kuehniella, Ephestia cautela, Plodia
interpuctella e Ephestia elutella (Mudd e Corbet, 1973)

A fungdo da glandula mandibular em larvas de lepidopteros ainda ¢ discutivel,
sendo a funcao atribuida a producdo de saliva, enquanto a glandula labial tem seu
envolvimento na produg¢do de seda para a construc¢ao do casulo. O objetivo desse trabalho
¢ identificar diferentes compostos quimicos da glandula mandibular de larvas de D.
saccharalis do 5° instar que possam contribuir para a discussao da fun¢ao das glandulas

mandibulares em lepidopteros.
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RESUMO

A Diatraea saccharalis Fabricius, 1974 (Lepidoptera: Crambidae) ¢ um dos principais
insetos que atacam a cultura da cana-de-a¢ticar no mundo. O estudo do proteoma da
glandula mandibular no estagio larval de D. saccharalis ¢ uma estratégia importante que
pode levar a um melhor entendimento do papel funcional dessa glandula, a fim de
subsidiar o desenvolvimento de novas formas de controle populacional deste inseto. O
perfil eletroforético do gel bidimensional revelou 91 spots obtidos do extrato das
glandulas mandibulares de larvas de 5° instar de D. saccharalis, dos quais 33 spots foram
analisados por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF, sendo 22
identificados. As proteinas foram preditas em 11 classes funcionais envolvidas
principalmente no transporte ¢ metabolismo de carboidratos, lipidios, aminoacidos e
nucleotideos, além de outras classes relacionadas a modificacdo pds-traducional,
conversdo de energia, trafico intracelular, transcricdo, traducdo e citoesqueleto. Este
estudo identificou e caracterizou proteinas nas suas respectivas classes funcionais
contribuindo assim com informacodes sobre o papel funcional da glandula mandibular de

lepiddpteros.

Palavras-chave: Glandula Mandibular. Proteinas. Diatraea saccharalis.
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ABSTRACT

Diatraea saccharalis Fabricius, 1974 (Lepidoptera: Crambidae) is one of the main insects
that attack the sugarcane crop in the world. Studying the mandibular gland proteome in
the larval stage of D. saccharalis is an important strategy that may lead to a better
understanding of the functional role of this gland in order to support the development of
new forms of population control of this insect. The electrophoretic profile of the two-
dimensional gel revealed 91 spots obtained from the extract of the mandibular glands of
D. saccharalis 5th instar larvae, of which 33 spots analyzed by MALDI-TOF / TOF mass
spectrometry, 22 of which identified. Proteins predicted in 11 functional classes mainly
involved in carbohydrate, lipid, amino acid and nucleotide transport and metabolism, as
well as other classes related to post-translational modification, energy conversion,
intracellular trafficking, transcription, translation and cytoskeleton. This study identified
and characterized proteins in their respective functional classes, thus contributing

information on the functional role of the lepidopteran mandibular gland.

Keywords: Mandibular Gland. Proteins. Diatraea saccharalis.



16

1. INTRODUCAO

Os lepidopteros apresentam no seu desenvolvimento larval glandulas exocrinas
adjacentes ao tubo digestorio: a glandula mandibular e glandula labial ou da seda. A
glandula mandibular ¢ uma estrutura par com forma cilindrica onde a regido posterior
pode se estender até os ultimos segmentos toracicos ou abdominais da larva dependendo
da espécie (Parthasarathy e Gopinathnan, 2005; Vegliante e Hasenfuss, 2012).

As glandulas mandibulares sdo responsaveis pela producao de saliva, enquanto
que as labiais produzem a seda, utilizada na confec¢do de abrigo e casulo (Lesperon,
1937; Wroniszeska, 1966; Vegliante e Hasenfuss, 2012; Victoriano et al., 2007;
Chapmam, 2013). As enzimas encontradas na saliva de algumas espécies de lepidopteros
como as amilases em Bombyx mori e as estereases em Galleria mellonela reforgam a
hipdteses de atividade digestiva da secrecdo dessas glandulas, mas em outras lagartas a
secrecao parece ter fungdo defensiva contra formigas e fungos patogénicos ou agem como
feromonio para a regulagdo da densidade populacional (Wroniszeska, 1966;
Parthasarathy e Gopinathnan, 2005; Vegliante e Hasenfuss, 2012; Afshar et al., 2013).

Os estudos do proteoma da glandula mandibular de larvas da borboleta Vanessa
gonerilla  (Lepidoptera: Nymphalidae) revelaram abundancia de proteinas
quimiosensoriais na secre¢ao salivar (Rivera-Veja et al., 2017; Acevedo et al., 2017;
Celorio-Mancera et al., 2012). Esse resultado sugere que a fungdo primaria da glandula
mandibular destes insetos ¢ a quimiorrecepcdo, capacitando-os para a deteccdo de
microrganismos na superficie da planta, o reconhecimento da planta hospedeira além de
possibilitar a comunicagdo entre os seus pares (Celorio-Mancera et al., 2012).

Analises histoquimicas de glandula mandibular de larvas de G. mellonela
(Wroniszeska, 1966) e estudos da ultraestrutura das células da regido secretora da
glandula mandibular de larvas de Diatraea saccharalis (Borges, 2001), demostraram a
presenca de lipidios que possivelmente ajudam na ingestdo dos alimentos e inicia o
processo de digestdo que sera finalizado no intestino médio (Wroniszeska, 1966; Conte,
1985; Borges, 2001).

O conhecimento dos compostos quimicos da glandula mandibular de larvas de
lepiddpteros pode subsidiar um melhor entendimento do funcionamento da glandula e sua
interacdo com o meio ambiente (Borges, 2001). H4 um numero variado de lepiddpteros
que sdo considerados pragas para algumas culturas agricolas, provocando perdas
economicas em fungdo da sua atividade intensa de herbivoria (Gallo et al., 1988; Téran

et al., 1983; Castilho, 1982). Dentre esses D. saccharalis ataca a cultura da cana-de-
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acucar provocando prejuizos em decorréncia principalmente da formagdo de galerias
pelas larvas, as quais deixam a planta vulneravel a patdgenos e consequentemente
reduzindo a qualudade e a producao de agtcar (Graga, 1976; Téran et al., 1983; Gallo et
al., 1988; Vendramin, 1992; Arrigoni, 1992; Boica Junior et al., 1997)

O conhecimento dos componentes da glandula mandibular de lagartas pode
contribuir para a compreensdo da fun¢do da glandula nas suas relagdes de interagao
inseto-planta, podendo assim, fornecer subsidios para desenvolver novas estratégias de
controle desses insetos (Liet et al., 2010; Chen et al., 2010; Xu et al., 2011; Gundappa et
al., 2014; Shashank et al., 2014; Singh et al., 2015). O objetivo desse trabalho foi
identificar as proteinas da glandula mandibular de larvas de D. saccharalis por meio de

analises de protedmica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Insetos

As larvas de D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) foram fornecidas pelo
Laboratdrio de Biologia de Insetos da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP) — Campus de Piracicaba, SP. As larvas foram
alimentadas com dieta artificial desenvolvida por Henseley e Hammond (1968), mantidas
a 27-30°C, umidade relativa 70+10% e fotoperiodo de 14 horas até a coleta das glandulas

mandibulares no 5° instar larval.

2.2. Obtengao das glandulas mandibulares

As glandulas mandibulares foram dissecadas de larvas de D. saccharalis em 5°
instar. As larvas foram crioanestesiadas a -6 °C durante 2 minutos para sua imobilizagao.
Ap0s a retirada, as glandulas foram transferidas para 180 pl de 4gua ultrapura contendo

20 pl de coquetel inibidor de proteases (P2714 Sigma) 1% (v/v) e armazenadas a -20°C.

2.3. Extracao e quantificacdo de proteinas totais das glandulas mandibulares

Para a extracdo proteica, as glandulas mandibulares foram submetidas a
homogeneizacao mecanica (Pellet pestle, disposable/Sigma—Aldrich) e a sucessivos
pulsos de ultrassom (2 min) intercalados por banhos no gelo, até a completa solubilizagdo
do material. As amostras foram centrifugadas a 15.000 x g durante 20 minutos a -4 °C, e

o sobrenadante coletado e armazenado a -20°C. A concentracdo de proteinas totais do
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extrato obtido foi determinada pelo método de Bradford (1976), usando albumina sérica

bovina (BSA) como padrao.

2.4. Eletroforese bidimensional

A primeira dimensao ou focalizagao isoelétrica foi realizada em fita contendo gel
de poliacrilamida de pH imobilizado (Immobiline DryStrip, GE Healthcare), com 7 cm
de comprimento e faixa de pH entre 3 e 10. As fitas foram reidratadas em 125 pl de
solugdo de reidratacdo contendo 130 pg de proteinas, tampao de gradiente imobilizado de
pH 3 a 10 (IPG buffer) (v/v), DTT 40mM e solucdo Destreak (GE-Healthcare, EUA) em
IPGbox (GE Healthcare), por 20h, a temperatura ambiente.

A focalizagdo isoelétrica foi realizada em equipamento IPGphor Ettan III em
temperatura de 20°C e 50 pA, no modo linear de voltagem (1300 V por 16 h; 1000 V até
acumular 300 V/h; 2000 V por 1 h; 2000 V até acumular 2000 V/h; 3000 V por 1,5 h;
3000 V até acumular 3000 V/h; 5000 V por 1,5 h; 5000 V até acumular 3000 V/h; 200 V
por 1 h).

Ap6s a focalizagao, as fitas Immobiline DryStrip pH 3-10 foram armazenadas a -
80 até realizagdo da segunda dimensdo. Previamente a eletroforese as fitas foram
reduzidas com DTT 1% (p/v) e alquiladas com iodoacetaminada 2,5% (p/v) em solucdo
de equilibrio (ureia 6M; Tris-HCl 75mM pH 8,8; glicerol 29,3% (v/v); dodecil sulfato de
sodio (SDS) 2% (p/v); azul de bromofenol 0,002% (p/v) sob agitagdo durante 15 minutos
respectivamente.

A segunda dimensdo foi realizada em gel SDS-PAGE de poliacrilamida 12%,
utilizando cuba de eletroforese vertical Mini Protean II (Bio Rad, EUA), sob corrente
elétrica 80 V e 37 mV. Os géis foram mantidos sob agitacdo em solugdo fixadora (acido
acético 10% (v/v), metanol 40% (v/v) por lhora e em seguida, corados com solucdo de
Coomassie Blue Coloidal (contendo Coomassie Blue G-250 0,08% (p/v), sulfato de
amoénio 8% (p/v), &cido fosfoérico 0,8% (v/v) e metanol 20% (v/v)) por 72 h. Na
sequéncia, os géis foram submetidos a descoloragdo em solugdo de acido acético 5% (v/v)

e armazenados nessa mesma solugdo a temperatura ambiente.
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2.5. Aquisicao e andlises das imagens

As imagens dos géis bidimensionais foram obtidas a partir do Scanner Image
Scanner III, utilizando software LabScan 6.0 (GE Healthcare) com os seguintes
parametros: resolucao de 300 dpi, filtro vermelho (colora¢do) e modo transparente. As
imagens obtidas de quatro géis foram analisadas a partir do software ImageMaster 2D
Platinum 7.5 evidenciando o ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular das proteinas
(MW) (spots), com base no padrdao de massa molecular utilizado como referéncia nos géis
bidimensional. Outras caracteristicas como a intensidade, a area e o volume dos spots
foram avaliadas a fim de subsidiarem a escolha daqueles mais significativos para a

digestao triptica.

2.6. Digestao das amostras

Os spots excisados manualmente foram colocados em microtubos de 0,6 mL
contendo solucdo de acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato de amodnia (Ambic)
25mM (p/v) e submetidos a sucessivas lavagens até a sua completa descoloragdo. Os spots
foram entdo desidratados em acetonitrila 100% (v/v) e centrifugados a vacuo (SpeedVac
Concentrator Plus, Eppenddorf ®) a 45°C até a secagem completa dos géis.

A seguir, os spots foram incubados em solucao contendo ditiotreitol (DTT) 65
mM diluido em Ambic 100 mM (p/v), por 30 minutos a 53°C para a reducao das proteinas.
Apods a remocgdo da solugdo anteriormente citada, os spots foram incubados em solugdo
contendo iodoacetamida 200 mM diluida em Ambic 100 mM (p/v), por 30 minutos em
temperatura ambiente no escuro, a fim de promover alquilacao das proteinas. Ao fim deste
periodo, as amostras foram lavadas com Ambic 100 mM, desidratadas em acetonitrila
100% e secas em centrifuga a vicuo como mencionado acima.

Os spots foram reidratados em solu¢do contendo acetonitrila 10% (v/v), Ambic
40 mM e tripsina (25 ng pL!) (Promega®, Sequencing Grade Modifified Trypsin), e
incubados a 37 °C por 20 horas. Para a retirada dos peptideos dos fragmentos dos géis
estes foram tratados com solucao contendo acido féormico 5% (v/v) e acetonitrila 50%
(v/v) seguido por pulsos em ultrassom. Os peptideos foram concentrados e secos em
centrifuga a vacuo 45°C e ressuspendidos em 10 pL de solugdo contendo acetonitrila 50%
(v/v) e acido trifluoroacético 0,1% (v/v).

As amostras foram dessalinizadas utilizando ponteiras ZipTip contendo resina

C18 (Millipore®, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante, secas a vacuo
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45°C e ressuspendidas em 3 pL de solugdo contendo acetonitrila 50% (v/v) e acido

trifluoroacético a 0,1% (v/v).

2.7. Espectrometria de massas

As amostras foram analisadas em espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF
Ultraflex III (Bruker Daltonics, Alemanha) usando acido a ciano-4-hidroxicindmico
como matriz (10 mg mL™! em acetonitrila 50% (v/v) /4cido trifluoroacético 0,1% (v/v).
As amostras foram aplicadas em placa de ago MTP Anchor Chip TM 600/384 TF (Bruker
Daltonics, Alemanha) na propor¢dao 1:1 (IuL de amostra para 1pL de matriz). Para
calibracdo do método de andlise MS1 foram utilizados peptideos padrdes (Peptide
Calibration Standard IT) (Bruker Daltonics, Alemanha).

Na aquisicao dos espectros de MS1 foi utilizado o modo refletivo e positivo, com
uma faixa de deteccao de 500-3400 (Da) e para a aquisi¢cao de MS2, foi usado o método
LIFT no modo positivo, selecionados os ions com maior intensidade em relagdo a razao
massa carga (m/z). Os dados obtidos foram gerenciados pelo software Flexcontrol, versao
3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das analises MS1 e
MS2 processados com o auxilio do software FlexAnalysis, versao 3.3 (Bruker Daltonics,
Alemanha). As listas de picos de MS2 foram geradas no formato mascot generic format

(mgf) pelo software BioTools, versdo 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha).

2.8. Identificagdo e caracterizacao das proteinas

As listas de massas foram comparadas no banco de dados de proteinas das espécies
da classe Insecta e do reino Metazoa, depositadas no UniProt (http://www.uniprot.org)
usando o software MASCOT, versdo 2.4.0 (Matrix Science, London, UK). Os parametros
utilizados para a pesquisa foram: digestdo enzimatica pela tripsina com uma clivagem
perdida; permitindo uma tolerancia de erro para o ion parental de 0,2 Da e para os
fragmentos de 0,5 Da; carbamidometilagdo da cisteina como modificagdo fixa e oxidagao
da metionina como modificagdo variavel.

As proteinas identificadas pelo MASCOT como “Uncharacterized” foram
analisadas usando o software BLASTp (proteina-proteina Blast), versao 2.4.0 (Altschul
etal., 1990). Nesta andlise, foi possivel identificar quais as proteinas depositadas no banco
de dados protein non-redundante (nr) do NCBI apresentaram maior identidade com as

sequéncias das proteinas “Uncharacterized”.
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Os resultados obtidos pelo MASCOT foram validados pelo sofiware SCAFFOLD,
versao 3.6.4 (Proteome Software INc., Portland, OR). Para a validagdo dos peptideos
identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet (Keller et al., 2002) e para as
proteinas, o algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003). Como critério de
aceitacdo, foram adotados os parametros com o minimo de 90% de probabilidade de
identificacdo para ambos, peptideos e proteinas, com a presenca de pelo menos um
peptideo unico para cada proteina identificada.

Para a predi¢do da fung¢do bioldgica, localizagdo subcelular e presenca de peptideo
sinal das proteinas identificadas, foram utilizados cole¢do de ortélogos de eucariotos
anotadas no banco de dados Eukaryotic Orthologous Groups (KOG), e os softwares:
CELLO v.2.5 (subcellular localization predictor) - http://cello.life.nctu.edu.tw/) e
SIGNALP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), respectivamente.
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3. RESULTADOS

O perfil eletroforético do gel bidimensional obtido dos extratos das glandulas
mandibulares de larvas de 5° instar de D. saccharalis revelaram 91 spots (Figura 1).
Destes, aqueles com maior abundéancia proteica foram excisados e analisados,
correspondendo um total de 33 spots (figura 1, tabela 1). Dos 33 spots, 22 tiveram suas

proteinas identificadas representando um total de 20 proteinas diferentes (tabela 1).
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Figura 1. Representagdo da eletroforese 2D de proteinas extraidas das glandulas

mandibulares de larvas de D. saccharalis. Os spots numerados foram identificados por

MALDI-TOF/TOF e estdo listados na tabela 1.



Tabela 1. Identificacdo de proteinas extraidas da glandula mandibular de larvas do 5° instar de D. saccharalis.
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Spot Nome da Proteina Banco de Dados/ Niimero de Score de Prob. Cobertura da Massa Molecular Ponto Isoelétrico  NPIV Sequéncia de Peptideos Prob.
(Organismo) Entradas Acesso Identificacio ()] Sequéncia (%) Teérico/Experimental (€)] ?)
(MS/MS)
Calreticulin/
02 Operophtera Uniprot / Insecta AOAOL7L560 208 100% 8,0 46.178/58.000 4.47/4.60 02 FKPFSNEGKPLVVQFSVK 100%
brumata RDEICAVGLDLWQVK(S) 99%
(winter moth)
Putative heat shock
cognate 70/ Aedes
04 albopictus (Asian Uniprot / Insecta A0A023EUP2 107 98% 3,0 72.440/56.000 5.09/5.31 01 VTHAVVTVPAYFNDAQR 98%
tiger mosquito)
(Stegomyia
albopicta)
70kDa heat shock
cognate protein/ TVQNAVITVPAYFNDSQR 100%
06 (Chinese oak silk Uniprot / Insecta AO0A023RDH9 334 100% 6,0 71.732/77.000 5.38/5.96 03 FELTGIPPAPR 97%
moth) FEELNADLFR 96%
Putative heat shock
cognate 70/ Aedes DVDEIVLVGGSTR 99%
07 albopictus (Asian Uniprot / Insecta A0A023EUP2 265 100% 6,0 72.440/80.000 5.09/5.65 03 FDLTGIPPAPR 97%
tiger mosquito) VTHAVVTVPAYFNDAQR 97%
(Stegomyia
albopicta)
Heat shock protein
21.4/Sesamia LGDFSVIDTEFSSIR(E) 100%
08 inferens (purple stem Uniprot / Insecta AOAOATRI59 266 100% 18,0 21.404/30.000 5.79/6.76 02 DGVLTVEAPLPQLAITDR 100%
borer)
POX-C/ Spodoptera
exigua (Beet GLFIIDDKQNLR 100%
09 rmyworm) (Noctua  Uniprot / Insecta AOA088MGF5 332 100% 25,0 22.124/27000 6.30/6.70 03 PLQLTKPAPQFK 100%
fulgens) IGCEVIGASTDSHFTHLAWINTPR 98%
Enoyl-CoA
hydratase/  Agrotis
10 segetum (Turnip ~ Uniprot / Insecta AOAO068FKE8 225 99% 6,0 32.002/30.00 8.87/8.54 01 FGQPEINIGTIPGAGGTQR 100%

moth)
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Putative
phosphatidylinositol
transfer protein/
Aedes albopictus
(Asian tiger
mosquito)
(Stegomyia
albopicta)

Annexin/
Helicoverpa
armigera (Cotton
bollworm) (Heliothis
armigera)

Isocitrate
dehydrogenase

Aphis gossypii
(Cotton aphid)

Putative medium-
chain specific acyl-
CoA dehydrogenase
Agrotis segetum
(Turnip moth)

Putative actin-related
protein

Aedes albopictus
(Asian tiger
mosquito)
(Stegomyia
albopicta)

2.Hydroxyphytanoyl
-CoA lyase

Danaus plexippus
plexippus

Putative enolase/
Aedes albopictus
(Asian tiger
mosquito)
(Stegomyia
albopicta)

Imaginal discs
growth factor/ Chilo
suppressalis (Asiatic
rice borer moth)

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

AO0A023ELM4

F5BYIS

AOAO0C5QRX3

AOA068FRFO

AO0A023EPU9

AOA212FNE1

AO0A023ETA6

TIWFZ2

181

103

191

139

140

71

55

139

95%

95%

100%

98%

93%

95%

92%

99%

7,0

4,0

7,0

3,0

4,0

6,0

4,0

3,0

30.376/33.000

36.300/35.000

46.925/46.000

45.822/45.000

46.306/45.000

62.536/72.000

46809/51000

46.168/51000

5.97/7.60

5.08/5.34

6.19/8.36

8.35/8.36

8.54/8.36

6.26/7.51

6.28/7.10

6.57/8.60

01

01

02

01

01

01

01

01

24

GSLEVHEEAWNAYPYCR

TISAFYEQLYNK

ETSTNPIASIFAWTR

LVTGWEKPIIIGR

IYQIYEGTSQIQR

SYELPDGQVITIGNER

GVVPDESQYCVSTAR

AAVPSGASTGVHEALELR

EADYTSPLYTPQNR

100%

98%

100%

97%

100%

93%

98%

92%

99%
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25

25

26

27

28

29

31

33

Imaginal discs
growth fator/ Chilo

suppressalis (Asiatic

rice borer moth)

Inorganic
pyrophosphatase/
Papilio xuthus
(Asian swallowtail
butterfly)

Inorganic
pyrophosphatase
(Danaus plexippus
plexippus)

14-3-3 zeta
Spodoptera litura
(Asian cotton
leafworm)

Elongation factor 1-
beta'

Heat shock protein
60 Operophtera
brumata (winter
moth)

70kDa heat shock
cognate protein/
Antheraea pernyi
(Chinese oak silk
moth)

Nucleoside
diphosphate kinase
Choristoneura
parallela (Spotted
fireworm moth)

Uncharacterized
protein
Drosophila erecta
(Fruit fly)

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot/ Insecta

Uniprot / Insecta

Uniprot / Insecta

TIWFZ2

AOAONOP9BS8

AO0A212F0F5

AOA068JLL8

H9JHC4

AOAOL7KY35

AO0A023RDH9

Q8MURS

B3PAYS

138

65

85

142

92

113

99

204

115

99%

95%

95%

99%

95%

99%

98%

100%

98%

3,0

3,0

4,0

6,0

6,0

3,0

2,0

19,0

4,0

46.168/52.000

35.727/35.000

36.442/35000

28.170/31.000

24.600/30.000

61.284/64000

71.732/60.000

17.142/17.000

39567/39000

6.57/8.42

6.73/5.84

5.76/5.84

4.84/5.15

4.49/4.88

5.72/5.80

5.38/5.76

6.75/6.33

6.50/6.27

01

01

01

01

01

01

01

03

01

EADYTSPLYTPQNR

VIDEVHEFWR

GDNDPIDVIEIGER

EVTETGVELSNEER

WYNQIASYTPAER

AAVEEGIVPGGGSALLR

FEELNADLFR

QMLGATNPADSLPGTIR
TFLMIKPDGVQR
TFLMIKPDGVQR

IQDQEGIPPDQQR

25

99%

96%

99%

100%

99%

98%

90%

99%
98%
94%

92%

(1) Probabilidade de identificacdo para proteina (Scaffold); (2) Probabilidade de identificagdo para peptideo (Scaffold); (3) NPIV — Numero de peptideos identificados e validados

(Scaffold)
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Alguns spots compartilharam o mesmo numero de acesso e, portanto, foram
identificados como a mesma proteina, sendo os spots 04 e 07 correspondentes a 70kDa
heat shock cognate protein, os spots 6 e 29 a Putative heat shock cognate 70 e os spots
21 e 22 a Imaginal discs growth fator (tabela 1). O spot 25 foi identificado como
Inorganic pyrophosphatase, com dois numeros de acessos diferentes para mesma
proteina (tabela 1). O spot 33, embora identificado como proteina ndo caracterizada
pelo banco de dados do UNIPROT, apresentou 99% de identidade com a proteina
Poliubiquitina-C-like de Spodoptera litura quando confrontada com o banco de dados
do NCBInr (acesso XP_022824593.1).

Informacdes relativas a localizagdo intracelular e a presenca de peptideo sinal
nas proteinas identificadas foram avaliadas neste estudo levando em consideragdo o
carater secretor da glandula mandibular. A maior parte das proteinas identificadas
apresentou localizag@o no citosol (60%). As proteinas remanescentes se concentraram
nas mitocondrias (20%), reticulo endoplasmatico (10%) e nucleo (10%) (figura 2A,
tabela 3).

Das 22 proteinas identificadas apenas trés apresentaram a presenca de
peptideo-sinal, que representa a sequéncia especifica de aminoacidos que direcionam
as proteinas para seu local de destino. As proteinas calreticulina (spot 02) e Putative
heat shock 70 (spots 04 e 07) apresentaram peptideo-sinal para o reticulo
endoplasmatico, enquanto que o Imaginal discs growth factor (spots 21 e 22)
apresentou peptideo sinal que o direciona para vias secretoras (figura 2B, tabela 2).

A B

10% Presente '
Citoplasma

Mitocondria
20%

Peptideo sinal

Reticulo

oo e -
Niicleo

0 5 10 15 20
Numero de proteinas

Figura 2. Proteinas identificadas nas glandulas mandibulares de larvas de Diatraea
saccharalis. (A) Classificacdo quanto a localizacdo celular usando o software CELLO
subcellular localization predictor. (B) Classificagdo quanto a presenca ou auséncia de

peptideo sinal pelo software SIGNAL P 4.1.
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Tabela 2. Proteinas da glandula mandibular de D. saccharalis com identificacdo
subcelular e peptideo sinal.

Spots Nome da Proteina Localizacio celular Peptideo
Sinal
02 Calreticulin Reticulo Endoplasmatico Presente
04 Putative heat shock cognate 70 Reticulo Endoplasmatico Presente
06 70kDa heat shock cognate protein Citosol Ausente
07 Putative heat shock cognate 70 Reticulo Endoplasmatico Presente
08 Heat shock protein 21.4 Nucleo Ausente
09 POX-C Citosol Ausente
10 Enoyl-CoA hydratase Mitocdndria Ausente
11 Putative phosphatidylinositol transfer Citosol Ausente
protein
12 Annexin Citosol Ausente
13 Isocitrate dehydrogenase [NADP] Citosol Ausente
14 Putative medium-chain specific acyl-CoA Mitocondria Ausente
dehydrogenase
14 Putative actin-related protein Citosol Ausente
15 2- hydroxyphytanoyl-CoA lyase Mitocdndria Ausente
19 Putative enolase Citosol Ausente
21 Imaginal discs growth fator Citosol Presente
22 Imaginal discs growth fator Citosol Presente
25 Inorganic pyrophosphatase Citosol Ausente
25 Inorganic pyrophosphatase Citosol Ausente
26 14-3-3 zeta Citosol Ausente
27 Elongation factor 1-beta Citosol Ausente
28 Heat shock protein 60 Mitocondria Ausente
29 70kDa heat shock cognate protein Citosol Ausente
31 Nucleoside diphosphate kinase Citosol Ausente
33 Uncharacterized protein Nucleo Ausente
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A predicdo classe funcional das proteinas pelo banco de dados Eukaryotic
Orthologous Groups (KOG) permitiu categorizar as proteinas identificadas nas
glandulas mandibulares de larvas de D. sacchralis dentro de 11 classes funcionais:
Sete proteinas foram relacionadas as fun¢des de modificagdo pos-traducional, turnover
de proteinas e chaperonas; trés proteinas relacionadas a produgdo e conversdo de
energia; duas proteinas envolvidas no transporte e metabolismo de carboidratos; duas
proteinas atuando no transporte e metabolismo de lipidios. As demais proteinas foram
distribuidas na propor¢ao de uma para cada classe funcional: transporte, metabolismo
de aminoacidos e coenzimas; transporte e metabolismo de nucleotideo; trafico
intracelular, secrecdo e transporte vesicular; tradugdo, estrutura ribossomal e
biogénese; transcricdo; citoesqueleto; transporte e metabolismo de lipidios,

mecanismos de traducao de sinais (tabela 3 e figura 3).



Tabela 3. Predi¢ao classe funcional das proteinas pelo banco de dados Eukaryotic Orthologous Groups (KOG)
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Spots UniProt ID KOG ID Descricio KOG Classe funcional KOG E-value
11 AO0A023ELM4 KOG3668 Proteina de transferéncia fosfatidilinositol Metabolismo e transporte de lipidios, Mecanismo de tradugao de sinais 2.64e-139
14 AO0A023EPU9 KOG0676 Actina e proteinas relacionadas Citoesqueleto 0.0
19 AOA023ETA6 KOG2670 Enolase Transporte de carboidratos e metabolismo 0.0

04/07 AO0A023EUP2 KOG0100 Chaperonas molecular GRP78/BiP/KAR2 Modificagao pés-traducional, turnover de proteina, chaperonas 0.0

06/29 AO0A023RDH9 KOGO0101 Chaperonas molecular HSP70/HSC70 Modificagao pés-traducional, turnover de proteina, chaperonas 0.0
10 AOAO068FKE8 KOG1680 Enoil-CoA hidratase Transporte de lipidios e metabolismo 2.0le-122
14 AOAO068FRFO KOGO0140 Acil-CoA desidrogenase cadeia-média Transporte de lipidios e metabolismo 0.0
26 AO0AO068JLL8 KOG0841 Chaperona multifunctional (14-3-3 family) Modificagdo pos-traducional, turnover de proteina, chaperonas 1.73e-137
09 AOAO088MGF5 KOGO0852 Alquila hidroperoxido redutase Modificagdo pos-traducional, turnover de proteina, chaperonas 7.12e-131
08 AOAOAT7RIS9 KOG3591 Alfa cristalinas Modificagao pés-traducional, turnover de proteina, chaperonas 1.94e-39
13 AOAO0C5QRX3 KOG1526 Isocitrato desidrogenase NADP dependente Produgido de energia e conversiao 0.0
28 AOAOL7KY35 KOGO0356 Chaperonina mitocondrial Modificagao pos-traducional, turnover de proteina, chaperonas 0.0
02 AOAOL7L560 KOG0674 Calreticulina Modificagao pés-traducional, turnover de proteina, chaperonas 0.0
25 AOAONOP9BS KOG1626 Pirofosfatase inorganica/Fator de remodelagdo do nucleossomo Produgdo de energia e conversao 1.57e-133
25 AO0A212F0F5 KOG1626 Pirofosfatase inorganica/Fator de remodelagdo do nucleossomo Produgdo de energia e conversao 1.97e-136
15 AO0A212FNE1 KOG1185 Enzima requerente de pirofosfato de tiamina Transporte de aminoacidos e metabolismo, transporte de coenzimas e 0.0

metabolismo
33 B3PAYS KOG0004 Proteina ribosomal ubiquitina/40S S27a Tradugdo, estrutura ribossomal e biogénese 5.93e-47
12 FSBYIS KOG0819 Anexina Trafico intracelular, secrecdo e transporte vesicular 2.86e-165
27 H9JHC4 KOG1668 Fator de alongamento cadeia 1 beta/delta Transcrigdo 1.44e-94
31 Q8MURS KOG0888 Nucleosideo difosfato quinase Transporte de nucleotideos e metabolismo 1.71e-80
22/23 TIWFZ2 KOG2806 Quitinase Transporte de carboidratos e metabolismo 1.63e91
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Figura 3. Classificacdo funcional e abundancia das proteinas identificadas das
glandulas mandibulares de D. saccharalis, com base nas proteinas de eucariotos

anotadas no KOG.

4. DISCUSSAO

Os Spots identificados pelas analises de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas revelaram um total de 22 proteinas, sendo 20 diferentes,
agrupadas em 11 classes funcionais pela predicao de proteinas do banco de dados do
KOG. Essa ¢ a primeira identificacdo de proteinas da glandula mandibular de larvas
de D. saccharalis, as quais estdo envolvidas na desintoxica¢do e metabolismo celular

possibilitando uma melhor compreensao do papel funcional dessa glandula. Na saliva
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de larvas de Helicoverpa zea foram identificadas 33 proteinas (Chen et.al., 2010; Tian
et. al., 2012), enquanto analises do proteoma em conjunto das glandulas mandibular e
labial de larvas de Vanessa gonerilla, identificaram-se 370 proteinas utilizando uma
plataforma de espectrometria de massas com maior sensibilidade (Celorio-Mancera et
al., 2012) que aquela aqui utilizada.

Das 20 proteinas identificadas na glandula mandibular de larvas D.
saccharalis, apenas trés apresentaram peptideo-sinal. A calreticulina apresentou
peptideo sinal para o reticulo endoplasmatico, sendo esta organela maior sitio de
localizacdo dessa proteina, embora ela também possa ocorrer fora desse
compartimento (Krause e Michalak 1997; Goo et al., 2005). A Putative heat shock
cognate 70 também teve peptideo sinal para o reticulo endoplasmatico, embora,
estudos de caracterizacao molecular do gene HSC70 em células da glandula salivar de
larvas de Rhynconciara americana, Chironomus tentans ¢ Chironomus yoshimatsui
indiquem que essa proteina apresenta sinal tanto de localizacdo citosolica como
nuclear (Karouna- Renier et al., 2003, De Andrade et al., 2009). Da mesma forma o
fator de crescimento do disco imaginal (IDGF) tem um peptideo sinal que o direciona
para vias secretorias, assim como a IDGF de larvas de Drosophila melanogaster
(Kawamura et al., 1999; Pesch et al., 2016).

Os resultados das analises de protedmica possibilitou a caracterizagdo das
proteinas em 11 classes funcionais preditas pelo banco de dados do KOG. A classe
funcional mais numerosa foram as de modificagdo pos-traducional, de turnover de
proteinas e de chaperonas com sete proteinas. Das proteinas preditas funcionalmente
nesta classe a que se apresentou mais numerosa foi a Putative heat shock cognate 70 e
a 70kDa heat shock cognate protein, as quais fazem parte da familia de chaperonas de
choque térmico (HSPs), envolvidas principalmente na termotolerancia e outras formas
de estresse (Zhang e Denlinger, 2010; Li et al., 2012; Lyupina et al., 2014; Singh et
al., 2015; Liu et al., 2017).

A chaperona HSP70 foi encontrada nas glandulas salivares de Nilaparvata
lugens (Kalume et al., 2005; Konishi et. al., 2009), Anopheles gambiae (Liu et al.,
2016) e Bombyx mori (Zhang et al., 2006) e na saliva de Nephotettix cincticeps (Hattori
et al., 2015). A presenca da HSP 70 nas glandulas mandibulares de larvas de D.
saccharalis sugere como em outros estudos a provavel funcao de resposta a exposi¢ao

destes insetos a variagdes de temperaturas e outras situagdes de estresse (Zhang e
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Denlinger, 2010; Shu etal., 2011; Liet al., 2012; Gu et. al., 2012; Lyupina et al., 2014;
Singh et al., 2015; De Andrade et al., 2017; Liu et al., 2017).

A calreticulina, presente na glandula mandibular de larvas D. saccharalis,
também ¢ encontrada na saliva de outros insetos, com fun¢ao de modulagdao dos
sistemas das plantas, além de favorecerem a circulagdo do floema, e assim, facilitar a
alimentagdo e nutri¢ao dos insetos (Krause e Michalak 1997; Will et al., 2013; Foyer
et al., 2015; Guiguet et al., 2016). A calreticulina apresenta outras fungdes em insetos
como envolvimento no sistema olfativo de D. melanogaster (Stoltzfus et al., 2003) e
no sistema imunolégico dos lepiddpteros, Bombyx mori, Pieris rapae e na saliva do
Amblyomma americanum (Jaworski et al., 1995; Goo et al., 2005; Takahashi et al.,
2006; Wang et al., 2012; Wang et al., 2014).

A proteina POX-C presente nas glandulas mandibulares de larvas de D.
saccharalis integra a familia das peroxirredoxinas, que sdo proteinas com funcao
antioxidantes que atuam contra espécies reativas de oxigénio, além de atuarem como
mensageiros celulares, ativando a proliferacao e diferenciagdo celular (Lee et al. 2005;
Wang et. al., 2016). Em larvas de B. mori as peroxirredoxinas atuam na regulacao do
estresse oxidativo desencadeado geralmente por temperaturas extremas e infec¢des por
microrganismos (Lee et al., 2005; Wang et al., 2016). Ja no intestino de larvas de
Spodotera litollaris as peroxirredoxinas participaram na defesa contra radicais
oxidativos exogenos (herbivoria) e enddgenos (Krishnan e Kodrik, 2006; Lu et al.,
2017). As peroxirredoxinas na saliva foram constatadas ainda em duas espécies de
pulgdes (Cooper et al., 2011), duas de lepidopteros (Afshar et al., 2013; Celorio-
Mancera et al., 2011) e uma de diptera (Chen et al., 2008), embora nenhuma delas
tenham sido caracterizadas funcionalmente (Guiguet et al., 2016).

A 14-3-3 { (Zeta) ¢ uma isoforma da 14-3-3, familia de proteinas acidas
conservada evolutivamente em diversos tipos celulares (Tabunoki et al., 2008; Feng et
al., 2014) encontrada nas glandulas mandibulares de larvas de D. saccharalis também
foi identificada em grande quantidade na glandula da seda de B. mori nas isoformas ¢
(Zeta) e € (Epsilon) podendo estarem envolvidas na expressao e regulacdo de genes.
A isoforma 14-3-3 { Zeta) em S. litura, parece estar envolvida na defesa imunologica,
bem como no desenvolvimento larval (Feng et al., 2014). Os resultados com estudos
em lepidopteros ndo sdo conclusivos, os quais demostram que ainda sao necessarias
novas investigagdes para um melhor entendimento dessa proteina como adaptador

molecular.
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Na classe funcional produgdo e conversio de energia foram preditas trés
proteinas, duas dessas correspondem a pirofosfatase inorganica e a isocitrato
desidrogenase. A pirofosfatase inorganica catalisa a hidrolise de pirofosfato
inorganico (PPi) para ortofosfato (P1), impulsionando termodinamicamente reagdes
como biossintese de esteroides, metabolismo de nucleotideos e a regulacdo da
transcri¢do de genes (Motta et al., 2004; Cruz et al., 2017). Em D. melanogaster, a
Inorganic pyrophosphatase ¢ um componente do complexo de fatores de remodelacao
do nucleossoma (Gdula et al., 1998). No carrapato Rhipicephalus microplus, a
pirofosfatase tem atividade polifosfatase, o que sugere sua participagdo no
metabolismo de polifosfatos (Cruz et al., 2017).

A isocitrato desidrogenase ¢ uma enzima do ciclo do acido tricarboxilico que
catalisa a descarboxilagdo oxidativa do isocitrato para formar a-cetoglutarato, usando
NAD como aceptor de elétrons (Nelson e Cox, 2014). A isocitrato desidrogenase foi
identificada como um componente supramolecular do complexo hormodnio
juvenil/proteina de ligagao na hemolinfa em G. mellonella, protegendo o horménio
juvenil da degradagao por hidrolases inespecificas e servindo como transportador para
fornecer o hormonio aos tecidos alvo (Zalewska et al., 2011). Na glandula salivar de
larvas D. melanogaster, a isocitrato desidrogenase pode ser um fator apoptogénico
(Zaleska et al., 2011; Duncan et al., 2017). Nas cé¢lulas da glandula mandibular de
larvas de D. sacchralis a pirofosfatase inorganica e a isocitrato desidrogenase podem
indicar uma elevada atividade metabdlica por conversdo energia, justificada pela
intensa sintese e secrecao celular nessa glandula.

As proteinas enolase putativa e a fator de crescimento de disco imaginal da
classe funcional de transporte e metabolismo de carboidratos foram encontradas na
glandula mandibular de larvas de D. saccharalis. A enolase ¢ uma proteina
multifuncional que desempenha uma variedade de atividades baseadas na via
glicolitica (Nelson e Cox, 2014; Liu et al., 2010; Laurino, et al., 2016). Essa proteina
foi reportada nas glandulas salivares de A. gambiae (Kalume et al., 2005), Mayetiola
destructor (Chen et al., 2008) e na saliva de N. cincticeps (Hattori et al., 2015); nas
glandulas labial e mandibular de V. gonerilla (Celorio-Mancera et al., 2012) com
atuacdo no metabolismo de carboidratos para conversao de energia. Na glandula labial
de Haemaphysalis flava (Acari), a enolase age como receptor de plasminogénio,
desempenhando um importante papel na prevencdo e formagdo de coagulos

sanguineos durante a alimentacdo (Xu et al., 2016). A enolase em B. mori (Kikuchi et
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al., 2017) e Antheraea pernyi (Liu et al. 2010) esta associada ao desenvolvimento de
testiculos e ovarios, enquanto em Aphidius ervi ¢ sugerido que a enolase seja uma
proteina coridonica do ovo maduro (Xu et al., 2011; Nguyen et al., 2013)

O fator de crescimento de disco imaginal em D. melanogaster (Varela et al.
2002, Broz et al, 2017) e em Mamestra brassicae (Zhang et al. 2006) ¢ um importante

fator trofico que promove a organizacao e sobrevivéncia celular. A caracterizagdo de
proteinas da glandula salivar de S. frugiperda também revelou a presenga do fator de

crescimento dos discos imaginais (Acevedo et al., 2017)

5. CONCLUSAO

Neste estudo o perfil proteico das glandulas mandibulares de larvas de D.
saccharalis foi definido por meio de espectrometria de massas. Um total de 22
proteinas foram identificadas e categorizadas dentro de 11 classes funcionais as quais
podem estar envolvidas em atividades mais especificas na interacdo inseto-planta,
desintoxicacao e metabolismo celular. Esta € a primeira caracterizagdo protedmica da
glandula mandibular da broca da cana-de-agtcar, sendo uma importante contribui¢do
para estudos futuros visando a compreensdo das relagdes ecoldgicas e de alternativas

de controle desta praga agricola.
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CAPITULO 2

CROMATOGRAFIA GASOSA DA GLANDULA MANDIBULAR DE LARVAS
DE Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
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RESUMO

Diatraea saccharalis ¢ um dos principais insetos que atacam a cultura canavieira no
Brasil, causando danos consideraveis na producdo, com importante impacto
econdmico. A glandula mandibular de larvas de lepidopteros ¢ uma estrutura par,
adjacente ao tubo digestorio com possivel fun¢do de auxiliar na ingestao, digestdo dos
alimentos e lubrificagdo de pecas bucais. Com fung¢ao ainda pouco definida, o presente
trabalho tem como objetivo identificar a composi¢ao quimica do extrato de glandula
mandibulares de larvas de no quinto instar de D. saccharalis. As glandulas foram
removidas e extraidas para andlises quantitativas e qualitativas do extrato, usando
cromatografia gasosa acoplado a um detector de massas. No extrato das glandulas ha
uma mistura de hidrocarbonetos: Cs, Ci1, C12,Ci14 € Cig, que correspondem a grupos
funcionais alcoois, éter, alcano e éster. O 4cido linolénico, principal composto
identificado, quando conjugado com aminoacidos podem se tornar elicitador na
interacdo inseto-planta. Resultados que contribui para discussdao do papel funcional

das glandulas mandibulares de larvas de lepiddpteros.

Palavras-chave: Glandula Mandibular. Cromatografia Gasosa. Diatraea saccharalis.
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ABSTRACT
Diatraea saccharalis 1s one of the main insects that attack the sugarcane crop in Brazil,
causing considerable damage to production, with significant economic impact. The
mandibular gland of lepidopteran larvae is an even structure, adjacent to the digestive
tract with a possible function to aid ingestion, digestion of food and lubrication of
mouthparts. With a yet undefined function, the present work aims to identify the
chemical composition of the mandibular gland extract of D. saccharalis fifth instar
larvae. The glands removed and extracted for quantitative and qualitative analysis of
the extract using gas chromatography coupled to a mass detector. In the extract of the
glands, there is a mixture of hydrocarbons: C4, C11, C12, C14 and C18, which
correspond to functional groups alcohols, ether, alkane and ester. Linolenic acid, the
main compound identified, when conjugated with amino acids can become elicitant in
the insect-plant interaction, a result that contributes to the discussion of the functional

role of the mandibular glands of lepidopteran larvae.

Keywords: Mandibular gland. Gas Chromatography. Diatraea saccharalis.
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1. INTRODUCAO

A glandula mandibular de larvas de lepidopteros ¢ uma estrutura par e tubular
adjacente a glandula labial e tubo digestdrio, podendo chegar aos primeiros segmentos
toracicos ou abdominais das larvas dependendo da espécie (Wroniszewska, 1966;
Parthasarthy e Gopinathan, 2005; Vegliante e Hasenfuss, 2012; Rivera-Vega et al.,
2017). A fungdo atribuida a glandula mandibular ¢ auxiliar na ingestdo, digestao dos
alimentos e lubrificacdo de pecas bucais; enquanto a glandula labial desempenha
funcdo de produgdo de seda para construcdo do casulo (Wroniszewska, 1966; Alj,
1997; Eberhard e Krenn, 2003; Celorio-Mancera et al., 2011; Fitzgerald et al., 2014;
Bhawane e Pawwar, 2017)

A saliva desempenha um papel importante na interagdo inseto-planta, em funcdo da
presenca de elicitadores que sdo responsaveis pela ativacdo dos mecanismos de defesa
da planta, desencadeando a biossintese de hormdnios vegetais, emissdes de volateis e
inducdo de genes de defesa (De Moraes et al., 2001; Reddy e Guerreiro, 2004; Musser
et al., 20006; Felton et al., 2008; Diezel et al., 2009; Erb et al., 2012; Celorio-Mancera
et al., 2012; Erb et al., 2012; Acevedo et al., 2015; Schmelz, 2015; Guiguet et al.,
2016). Os acidos graxos conjugados com aminoacidos, enzimas liticas e peptideos sao
reconhecidos em lepidopteros como elicitadores que impulsionam mudangas
complexas na planta para sua defesa (Halitschke et al., 2001; Spiteller e Boland, 2003;
Aboshi et al., 2004; Roda et al., 2004; Maischak et al., 2007; Chuang et al., 2014;
Schmelz, 2015)

Nas glandulas mandibulares de larvas de lepiddopteros além de elicitadores foi
demostrado a presenga de feromdnio de oviposicdo que influéncia o numero e
distribuicao espacial dos ovos de Ephestia kuehniella (Cobert, 1973; Mudd e Cobert,
1973; Xu, et al.,, 2008) e em Anagasta kuehniella influéncia o movimento de
oviposic¢ao do parasitoide (Cobert, 1971). O cairomonio ¢ um outro produto secretor
da glandula mandibular de larvas de lepiddpteros como em Pseudaletia separata
(Takabayashi et al., 1985); Ephestia kuehniella (Strand et al., 1989) e Plodia
interpunctella (Phillips e Strand, 1994), importante para os parasitoides reconhecerem
seus hospedeiros e realizarem oviposicao (Richard et al., 1976; Takabayashi et al.,
1985; Strand et al., 1989; Phillips e Strand, 1994)

A secrecdo da glandula mandibular de larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:

Crambidae) nao ¢ totalmente conhecida, portanto, estudo de ultraestrutura das células
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da regido secretora revelou reticulo liso bem desenvolvido, cuja secrecdo salivar ¢é
potencialmente lipidica (Borges, 2001). Esta glandula atinge até os tltimos segmentos
abdominais e se divide morfologicamente em ducto excretor, ampola e regido secretora
subdividida em por¢ao anterior proximal, distal, média e posterior (Borges 2001).

A broca de cana-de-aglicar D. saccharalis ¢ dos principais insetos que atacam a
cultura canavieira no Brasil (Gallo et al., 1988; Téran et al., 1983; Castilho, 1982;
Boiga Junior et al., 1997; Cruz, 2007). As larvas de D. saccharalis atacam a planta de
cana-de-agtcar formando extensas galerias, deixando a planta com estrutura fragil e
vulneravel a entrada de diversos microrganismos patogénicos ocasionando doengas
que refletem na reducdo da producdo e perdas econdmicas (Vendramin, 1992;
Arrigoni, 1992; Boica Junior et al., 1997; Mena, 2010).

O presente trabalho teve como objetivo identificar a composi¢do quimica da
glandula mandibular de larvas de D. saccharalis no quinto instar, a fim de contribuir

com a discussdo do papel funcional da glandula mandibular de lepidopteros.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao da larvas

As larvas de D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) foram fornecidas pelo
Laboratorio de Biologia de Insetos da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP) — Campus de Piracicaba, SP. As larvas
foram alimentadas com dieta artificial desenvolvida por Henseley e Hammond (1968),
mantidas a 27-30°C, umidade relativa 70+10% e fotoperiodo de 14 horas até a coleta

das glandulas mandibulares no 5° instar larval.
2.2 cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS)

Larvas de D. saccharalis foram crioanestesiados a -4 °C durante 5 min e as
glandulas mandibulares foram removidas. As glandulas foram extraidas em 100 pL de
diclorometano em ultrassom durante 30 min. Os extratos de 10 glandulas foram
combinados e colocados num frasco de vidro (1,5 mL) por triplicata. As analises
quantitativas do extrato das glandulas mandibulares foram realizadas usando um
cromatografo em fase gasosa (instrumento da série GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japao)
equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID). AS condi¢des
cromatograficas utilizadas foram uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,22

mm) com uma fase ligada DB-5 (0,25 um de espessura de pelicula); gas transportador
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N> a uma taxa de fluxo de 1,8 mL min’!; Temperatura do injetor 220 °C; Temperatura
do detector 240 °C; temperatura da coluna programada para comecar a 40 °C
(isotérmica restante durante 2 min) e depois aumentar a 3 °C min™' a 240 °C (isotérmica
restante a 240 °C durante 15 min); volume de injecdo 1 pL (1% p / v em

diclorometano); razdo de divisdo 1:10; pressdo da coluna 115 kPa.

Os compostos das glandulas mandibulares foram analisados qualitativamente
utilizando um cromatografo em fase gasosa acoplado a um espectrometro de massas
CG/MS (CGMS-QP 5050A; Shimadzu, Kyoto, Japao). As temperaturas do injetor e
do detector foram 220 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna
foi de 40 °C durante 3 min, com um aumento de temperatura programado de 3 °C/min
para 300 °C, mantido durante 25 min. A propor¢ao modo “split” foi de 1:10. Um
microlitro do extrato das glandulas mandibulares contendo 1% (w/v em
diclorometano) foi injetado, o hélio foi utilizado como gés transportador com uma
constante de taxa de fluxo de 1,8 mL™! na coluna capilar Rtx®-5MS (30 m, 0,25 mm
x 0,25 um; Bellefonte, USA), utilizando a fase estacionaria Crossbond® (35% difenil-
dimetil polissiloxano 65%). O espectrometro de massa foi programado para detectar

massas na gama de 29-450 DA com 70 eV de energia de ionizagao.

Os compostos foram identificados por comparacao dos espectros de massa
disponiveis nas bibliotecas do ‘“National Institute of Standards and Technology”
(NISTO08, NIST11), base de dados Wiley Spectroteca (7* edi¢do) e pelos indices de

retencao.
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3. RESULTADOS

A composicdo do extrato das glandulas mandibulares de larvas de D.
saccharalis apresentou um cromatograma com a identificacao de 08 compostos: (1) 3-
Butinol; (2) 2,3 — Epoxi-1-butanol; (3) 1,3 Butanodiol; (4) Undecano; (5) Dodecanol;
(6) Tetradecano; (7) Acido Linolénico (E, E); (8) Acido Linolénico (Z, Z), (Tabela 1
e Figura 1).

Os compostos identificados com maior abundancia relativa foram (5)
Dodecanol; (6) Tetradecane; (7) Acido Linolénico (E, E) e aqueles compostos de
menor abudancia foram o (1) Butinol; (2) 2,3 — Epoxi-1-butanol; (3) 1,3 Butanodiol;
(4) Undecano; (8) Acido Linolénico (Z, Z). O Acido Linolénico foi identificado em 2

picos diferentes, o que corresponde aos isomeros E-Z; (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Compostos quimicos do extrato de glandulas mandibulares de larvas de
Diatraea saccharalis.

Picos Compostos Formula MM Ri Rt m/z
1 3- Butinol C;H¢O 70 659 15.41  70.09
2 2,3-Epoxi-1-butanol C4Hz0, 88 714 32.88  88.10
3 1,3 Butanodiol C4H100: 90 824 38.09  90.12
4 Undecano CiiHx 156 1115 4045 198.38
5 Dodecanol C12H260 186 11456  44.50 198.38
6 Tetradecano Ci4Hzo 198 1742 45.19 198.38
7 Acido Linolénico (E, E) isdmero Ci1sH3002 278 2804  52.14  278.43
8 Acido Linolénico (Z, Z) isdbmero Ci1sH3002 278 2804  52.66 278.43

MM- Massa molecular; Ri — Indices de retengdo; Rt- Tempo de retengdo; m/z — Massa do

fragmento/carga.
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Figura 1. Cromatograma dos compostos identificados do extrato de glandulas
mandibulares de larvas de Diatraea saccharalis: (1) 3-Butinol; (2) 2,3 — Epoxi-1-
butanol; (3) 1,3 Butanodiol; (4) Undecano; (5) Dodecanol; (6) Tetradecano; (7) Acido
Linolénico (E, E); (8) Acido Linolénico (Z, Z).

4. DISCUSSAO

A secre¢ao da glandula mandibular de lepidopteros tem demostrado uma grande
diversidade de compostos quimicos. O composto mais abundante em D. saccharalis
foi o dodecanol, tetradecano e acido linolénico, enquanto nas glandulas mandibulares
de larvas de Plodia interpunctella o composto que destaca € o 2-acilciclohexano-1,3-
diona (Phillips e Strand, 1994), semelhante aos lipidios cuticulares (Howard e Baker,
2004) que também foi encontrado nas glandulas mandibulares de larvas de Ephestia
kuehniella (Cobert, 1973; Mudd e Cobert, 1981; Mudd e Corbet, 1982; Anderson e
Hallberg, 1990) e Anasgasta kuehniella (Cobert, 1971; Mudd e Cobert, 1973), sendo
considerado como cairdmonio, ilicitador importante para atracdo dos parasitoides e
estimulo da oviposicao (Lewis et al., 1976; Takabayashi et al., 1985; Strand et al.,
1989; Anderson e Hallberg, 1990; Phillips e Strand, 1994; Parra et al., 1995; Jiang et
al., 2015). Em Cactoblastis cactorum este composto € relatado como feromodnio de

marcagao de trilha (Fitzgerald et al., 2014).
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As andlises da glandula mandibular de larvas de D. saccharalis revelam
abundancia de acido linolénico como encontrado em Spodoptera exigua (Alborn et al.,
1997; Spiteller e Boland, 2003; Chuang et al., 2014) Spodoptera litura (Aboshi et al.,
2007), Spodoptera frugiperda (Carrol et al., 2006; Spiteller ¢ Boland, 2003) e
Manduca sexta (Halitschke et al., 2001, Lait et al., 2003). Os acidos linolénico ou
linoleico fazem parte da composicao dos acidos graxos conjugados com aminoacidos
(N-linolenoil-L-glutamico, N-linolenoil-L-glutamina e N- [17-hidroxilinolenoil] -L-
glutamina) e sdo elicitadores capazes de induzir uma série de mudangas bioquimicas
na planta hospedeira como a emissdo de volateis com fungdo defensiva (Aborn et al.,
1997; Pohnert et al., 1999; Halitschke et al., 2001; Lait et al., 2003; Spiteller e Boland,
2003; Roda et al., 2004; Arimura et al., 2005; Carrol et al., 2006; Wang et al., 2006;
Aboshi et al., 2007; Maischak et al., 2007; Pinto-Zevanellos et al., 2013; Chuang et
al., 2014).

O tetradecano, hidrocarboneto alcano presente em abundancia na glandula
mandibular de D. saccharalis, tem sido descrito em lepiddpteros como um cairomonio
de atracdo de parasitoides destes insetos, contribuindo com o controle populacional de
insetos-praga (Bakthavatsalam et al., 1999; Murali-Baskaran et al., 2018) como relado
para Corcyra cephalonica (Parthiban et al., 2016). Em fémeas adulto de S. exigua o
tetradecano foi encontrado em glandulas de feromoénio sexual (Deisig et al., 2014;
Mujiomo et al., 2015) em larvas de S. frugiperda esta na glandula eversivel ventral
onde o produto secretor pode estar envolvido na defesa, dispersdo, na resisténcia da
seda e protecdo do casulo (Severson et al., 1991). Em Chlorochroa uhleri,
Chlorochroa sayi, e Chlorochroa ligata (Hemiptera: Pentatomidae) este composto
ocorre nas glandulas metatoracica e abdominal caracterizado como composto
defensivo (Hoo e Millar, 2001; Marques et al., 2007).

Os alcoois 3-Butinol, 2,3-Epoxi-1-butanol e 1,3 Butanediol presentes na glandula
mandibular de D. saccharalis tem sido considerados como feromodnios de atragdo
sexual e agregacdo em lepidopteros e coledpteros (Lange e Fering, 1988; Ohmasa et
al., 1991; Mori, 1998; Millar, 2000; Ben-Yehuda, 2002; Muto e Mori, 2003; Muto e
Mori, 2005; Enders et al., 2005; Zarbin et al., 2007; Aldo et al., 2008; Bergmann et
al., 2009; Hoddle et al., 2009; Wakamura et al., 2009; Birgersson et al., 2012; Pajares
et al., 2013; Kumar et al., 2015). Entretanto esses compostos ndo foram encontrados

na glandula mandibular de larvas de outros lepiddpteros (Cobert, 1971; Cobert, 1973;
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Mudd e Cobert, 1973; Richard et al., 1976; Takabayashi et al., 1985; Strand et al.,
1989; Phillips e Strand, 1994; Fitzgerald et al., 2014; Bhawane e Pawar, 2017).

5. CONCLUSAO

Os resultados das analises da glandula mandibular de larvas de D. sacchralis
sugerem que o acido linolénico principal composto identificado quando conjugado
com aminodcido pode desempenhar um papel elicitador na interagao inseto-planta,
contribuindo para a discussdao da agdo multifuncional das glandulas mandibulares de

lepiddpteros.
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CONSIDERACOES FINAIS

A composic¢ao quimica dos extratos totais de glandulas mandibulares de larvas de
D. saccharalis do 5° instar é variada, como demostrou as analises tanto de
espectrometria de massas e cromatografia gasosa. Das vinte proteinas diferentes
identificadas, estdo envolvida na desintoxica¢cdo e metabolismo celular, dentre elas
estd a calreticulina proteina multifuncional que pode ter relagdo na interagdo inseto-
planta, como elicitadora da modulacao de respostas de defesa das plantas. Essa
primeira identificacao de proteinas da glandula mandibular de larvas de D. saccharalis
nos favorece a outras perspectivas de pesquisas a fim de reconhecer outras proteinas
que também podem estar relacionada na interacdo inseto-planta. A espectrometria de
massas com mais sensibilidade de identificagao e analises protedmica do extrato total
de glandulas mandibulares de larvas de D. saccharalis submetida a diferentes dietas
nos podem fornecer elementos comparativos que influenciam na sintese de compostos.

As andlises na cromatografia gasosa do extrato total das glandulas mandibulares
proporcionou a identificagdo de hidrocarbonetos de diferentes grupos funcionais.
Entretanto, o composto mais abundante, ¢ o 4acido linolénico encontrado como um dos
acidos graxos que podem estar conjugado com aminoécidos originando o N- [17-
hidroxilinolenoil] -L-glutamina) conhecido como “volicitina” e compostos analogos
como (N-linolenoil-L-glutdmico, N-linolenoil-L-glutamina. A volicitina ¢ um
composto ja descrito na secrecdo oral de outros lepidopteros com a fungao elicitora
onde a planta aumenta a producdo de fitormdnios e a liberagdo de substancias volateis
com a fun¢do de atrair os inimigos naturais do herbivoro.

Estudos futuros podem ser desenvolvidos a fim de isolar compostos elicitores, e
serem testado em diferentes partes da planta para observar a produgao de fitormonios
e volateis. Andlises também de cromatografia gasosa pode ser realizado no extrato
total de glandulas mandibulares de larvas D. saccharalis submetido a diferentes dietas
para avaliar a influéncia sobre os tipos de compostos ndo proteicos que sao
sintetizados. Diante das analises realizada neste trabalho sugerimos que tanto a
proteina calreticulina e o acido linolénico sdo potenciais candidatos a compostos
elicitores da cana-de-agucar diante da herbivoria pelas larvas de D. saccharalis,
informagdes que contribuem para discussdo do papel funcional da glandula

mandibular em lepidopteros como multifuncional.



