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RESUMO

Os cupins sdo insetos pertencentes a Ordem Isoptera, com mais de 3.000 espécies
descritas. Sdo importantes agentes de degradacdo de madeira e compostos celuldsicos em
geral. Entretanto, essas mesmas caracteristicas tornam algumas das espécies danosas por
destruirem estruturas de edificacdes, sendo responsaveis por prejuizos da ordem de milhdes
de dolares. Uma destas espécies-praga € o Coptotermes gestroi. Origindria do sudeste
asidtico foi introduzida no Brasil no inicio do século XX, estabelecendo-se ao longo da
regido costeira, mas com uma clara expansao para o interior do pais. O ciclo de vida de C.
gestroi inicia com a eclosdo do ovo, a larva originada pode se transformar tanto em um
operdrio (linhagem 4ptera) como em uma ninfa (linhagem ninfal), a qual pode originar um
rei ou uma rainha. Além disso, o operério pode se transformar em soldado, sob inducdo do
horménio juvenil. Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi a avaliacdo da
expressao génica nas diversas castas e estagios de vida de C.gestroi visando a identificagao
de genes relacionados ao ciclo de vida e com possivel aplicagdo biotecnoldgica. Para isso,
foi deita a andlise de uma biblioteca de ¢cDNA de cabeca de operdrios previamente
construida. Para melhor compreender genes diferencialmente expressos entre as castas,
outras quatro bibliotecas subtrativas foram confeccionadas. Alguns dos genes identificados
foram genes selecionados para a validacdo pelo método de PCR em tempo Real. O
sequenciamento de segunda geracdo (454) foi realizado com amostras de soldados e
operdrios e mais de 110.000 transcritos foram identificados. Dentre eles destacam-se as
Hexamerinas 1 e II, a epdxido hidroldse do hormoénio juvenil e genes relacionados a
musculatura. Quanto aos genes com potencial biotecnoldgico dezenove enzimas envolvidas
na quebra da lignocelulose foram identificadas e serdo investigadas para confirmar o papel

destas neste Processo.
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ABSTRACT

Termites are insects belonging to the Order Isoptera, with more than 3,000 described
species. These insects are important wood and cellulosic compounds degraders. However,
these same characteristics make some of them harmful species to mankind, by destroying
buildings, accounting for million dollars losses. One of these pest species is Coptotermes
gestroi. Originated from Southeast Asia, it was introduced in Brazil in the early twentieth
century, establishing colonies along the coastal region, but with a clear expansion into the
country. The life cycle of C. gestroi works as follows: after hatching from the egg, the
larvae can become either a worker (apterous lineage) or a nymph (nymphal lineage), which
can lead to a king or a queen. In addition, the worker can become a soldier, under induction
of juvenile hormone. Therefore, the purpose of this study was the evaluation of gene
expression in different castes and developmental stages of C.gestroi in order to identify
genes related to different life cycles and biotechnological potential. To accomplish this, we
analized a workers head cDNA library previously prepared. To better understand genes
differentially expressed between castes, other four subtractive libraries were constructed.
Some of the genes identified were selected for validation by Real Time PCR. Second
generation sequencing (454) was performed with samples of workers and soldiers and more
than 110,000 transcripts were identified. Among them stand out Hexamerins I and II, the
juvenile hormone epoxide hydrolase and genes related to muscle formation. As for genes
with biotechnological potential, nineteen enzymes involved in lignocellulose’s break down

were identified and will be investigated to confirm their role in this process.
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1 — Diversidade e biologia dos cupins

Os cupins ou térmitas sdo insetos hemimetabolos que constituem a Ordem Isoptera,
a qual apresenta cerca de 3.000 espécies descritas (Inward et al., 2007). Eles sdo insetos
sociais, sendo que existe intensa interdependéncia entre os individuos que compdem a
coldnia e ocorre sobreposi¢do de geracdes. Uma caracteristica particular desse grupo € que
seus reprodutores alados possuem dois pares de asas membranosas iguais. A sociedade dos
cupins possui individuos morfologicamente diferentes, os quais sao adaptados ao trabalho
que exercem e baseado neste fator, constituem as diferentes castas presentes nos ninhos,
conhecidos como cupinzeiros. Esse €, alids, um aspecto fundamental para a sobrevivéncia
desses insetos. Os cupins sdo caracterizados pela fragilidade do seu abdémen, o que torna
obrigatéria a vida em um ambiente “climatizado”, que os protege da dissecagdo ou mesmo
do contato com predadores. Assim, o microclima necessdrio para o funcionamento estdvel
do ninho é garantido pela construcdo das galerias do ninho ou dos tdneis utilizados para a
locomocao, os quais podem ser subterraneos, formados pela escavagao do solo, ou mesmo
superficiais conectando o ninho a fonte alimentar. Seus ninhos constituem obras notaveis
de engenharia (Noirot e Darlington, 2000). Essa necessidade de abrigo sugere que a
evolucdo desses organismos se deu a partir de populacdes que originalmente viviam em
madeira apodrecida e sé posteriormente adquiriram a capacidade de mover o seu habitat
(Abe, 1987).

Adicionalmente, os térmitas sdo classificados como cupins inferiores ou superiores,
baseado na flora intestinal que possuem. Os cupins superiores compreendem as espécies da
Familia Termitidae que ndo possuem protozodrios em seu trato digestivo. Ja os cupins
inferiores sd@o 0s que apresentam protistas simbiontes no trato digestivo e estes
compreendem as demais 6 familias que compdem a ordem Isoptera: Mastotermitidae,
Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Hodotermitidae, Serritermitidae e Termopsidae (Inward,
et al., 2007).

De forma geral, nos ninhos dos cupins sdao encontrados normalmente um rei e uma
rainha, que constituem a casta reprodutiva. Diferentemente dos Hymenoptera (abelhas,
formigas e vespas), ndo ocorre a haplodiploidia, com a determinacdo do sexo sendo
definida pela presenca de cromossomos sexuais, com ambos 0s sexos sendo dipléides

(Noirot, 1989). Além da casta reprodutiva, encontram-se também nas colonias operarios e




soldados, que constituem a casta neutra (individuos ndo reprodutivos), e ovos, “larvas” e
ninfas (Krishna e Weesner, 1969).

O ciclo de vida de uma col6nia de cupim pode ser observado Figura 1.

Soldados  Operarios

Reprodutores
suplementares ou de
substituicdo Ninfas

Jovens

Reprodutores alados

Ovos

Rei e Rainha
(reprodutores
primarios)

Figura 1 - Esquema geral do ciclo de vida de uma col6nia de Isoptera (modificado de

Costa-Leonardo, 2002).

Na maioria das espécies de cupins, os operdrios representam a casta mais numerosa
da coldnia, sao imaturos € ndo tém asas. Estes individuos realizam todas as atividades de
forrageamento (busca de alimento), construcdo e reparo de ninho, além da alimentacdo das
demais castas e cuidados com a cria. Nas espécies desprovidas de soldados, os operarios
também sao ativos na defesa da colonia (Costa-Leonardo, 2002).

Os soldados s@o individuos quase sempre derivados dos operdrios, que geralmente
possuem cabecas maiores e mandibulas musculosas poderosas para atuarem na defesa da
coldnia. Os soldados também participam das atividades de forrageamento, em conjunto
com os operdarios. Alguns soldados ejetam da fontanela (orificio da cabeg¢a) um liquido,

produzido pela glandula frontal, que € repelente e viscoso, € pode ser toxico para seus




inimigos (Costa-Leonardo, 2002). Alternativamente, o liquido ejetado pode ter papel
fisico. Por exemplo, Coptotermes lacteus produz um fluido leitoso, que consiste de uma
suspensdo atoxica de lipideos e mucopolissacarideo aquoso, que ao secar se torna viscoso e
pode imobilizar pequenos insetos (Moore, 1968).

Os cupins sao dipldides e apesar dos operdrios e soldados constituirem castas
imaturas, eles podem ser tanto do sexo masculino quanto do feminino. Entretanto, observa-
se a existéncia de um viés sexual nas castas de algumas espécies. Por exemplo, em
Hodotermitidae e na maior parte dos Termitidae todos os soldados sdo do mesmo sexo,
macho ou fémea, mas os operdrios sdo dos dois sexos (Noirot, 1985). Na espécie
Trinevitermes sp os operérios sao de um sexo e os soldados sdo do sexo oposto (Noirot,
1955). Em duas espécies de Rhinotermitidae todos os individuos da casta neutra, operarios
e soldados, sdo do mesmo sexo (Roisin, 1988). Para a espécie em estudo nada foi descrito
em relacdo a propor¢cdo de machos e fémeas.

Os reprodutores primérios ou funcionais consistem de um rei e uma rainha, os quais
sao assim denominados apds a fundagdo da coldonia e ocorréncia da coépula. Estes
reprodutores se originam de ninfas que se tornam alados na €poca das revoadas, definidas
por condi¢cdes ambientais € que variam entre as espécies. No estado de Sdo Paulo, a
revoada macica de C. gestroi ocorre geralmente nos meses de agosto e setembro. Os alados
sdo atraidos pelas luzes urbanas onde encontram seus pares realizando o vdo nupcial. Logo
apés o voo perdem suas asas e fundam novos ninhos. A cépula s6 ocorre depois do
estabelecimento do casal numa “camara real” determinando entdo a ocorréncia de
monogamia absoluta, o que resulta numa col6nia formada por irmaos e irmas. A presenca
do rei parece ser indispensdvel durante a vida da coldonia porque a rainha precisa ser
inseminada regularmente. Em Macrotermes michaelseni, por exemplo, a rainha
fisiogdstrica s6 consegue botar ovos fertilizados até 13 dias apds a retirada do rei do ninho
(Sieber e Leuthold, 1982).

Existe um constante estoque de ninfas nos ninhos, que além de originarem os
adultos alados, também podem gerar outros tipos de reprodutores, como os de substituicao
ou neoténicos (Noirot, 1990). Estes reprodutores sio individuos que atingem a maturidade
sexual antes de atingirem a idade adulta, desenvolvendo 6rgdos reprodutores funcionais.

Entretanto, eles ndo deixam a colonia parental. Os neoténicos assumem o papel de




reprodutor efetivo apenas nos casos de descontinuidade da coldnia; ou seja, quando a
coldnia sofre uma separagdo fisica entre suas partes. Na regido desprovida dos reprodutores
principais, essas ninfas podem se tornar reprodutores efetivos, o que, em algumas espécies,
ocorre apds uma forte competicdo entre esses individuos. Ao final, apenas um casal
assumird o papel reprodutivo (Thorne, 1982). Esse processo também ocorre em caso de
morte de um dos reprodutores funcionais, sendo uma diferenciacdo possivel em quase todas
as espécies de cupim (Myles e Nutting, 1988).

Nos Hymenoptera sociais, apenas os adultos realizam tarefas comunitdrias. Nos
cupins, os unicos individuos considerados adultos dentro de uma col6nia s@o os
reprodutores, por terem perdido a capacidade de realizarem mudas (ecdise). A rigor, as
demais castas (operdrios e soldados) ndo chegam a maturidade, retendo as glandulas
protorécicas, que sdo as glandulas de muda (Noirot, 1969). Isso faz com que os organismos
mantenham-se em constante renovagdo ao longo da vida (desenvolvimento hemimetdbolo),
sendo talvez essa a caracteristica responsavel pela longevidade desses insetos (Wilson,

1971).

2 —Diferenciacio de castas

Um importante fator presente nos insetos sociais € a constituicdo de castas, as quais
sao formadas por individuos com fendtipos diferentes e caracteristicas especificas para a
realizacdo de determinadas tarefas dentro das colonias (Miura, 2004). A determinagdo de
castas nos cupins € fortemente influenciada pelo sistema enddcrino (Liischer, 1958), o qual
¢ constituido pelos “corpora cardiaca”, “corpora allata” e glandulas de muda (Noirot,
1969). Os “corpora allata” secretam hormdnio juvenil (HJ), que é responsavel pela
manuten¢do das formas imaturas e que também regula a formacdo de soldados a partir de
operdrios (Lebrun, 1967). Essa funcdo do HJ é muito importante, pois na colonia deve
existir uma propor¢do ideal da casta de soldados, j4 que um ndmero excessivo pode
prejudicar o vigor da coldnia, uma vez que os soldados precisam ser alimentados pelos
operdrios e ndo realizam todas as tarefas essenciais para a sobrevivéncia da colonia.

O hormonio juvenil presente nos Isoptera € o Hormoénio Juvenil III. A via
responsavel por sua sintese € bastante complexa e envolve produtos intermedidrios: o

mevalonato e o farnesil pirofosfato. A rota de formagao do mevalonato envolve a ac¢do das
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enzimas acetoacetil-CoA tiolase (AACT), 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase (HMG-S)
e a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-R). O segundo precursor, o farnesil
difosfato, envolve a ac¢do das enzimas mevalonato quinase, fosfomevalonato quinase,
difosfomevalonato descarboxilase e a isopentenil difosfato isomerase (Figura 2). Estudos
de expressdo génica realizados no coledptero Ips pini constataram que a alimentagcdo dos
machos aumenta a expressao de sete genes envolvidos nessa via, representando um papel
importante na regula¢io da producdo do HJ III (Keeling et al., 2004).

O HJ € degradado por duas enzimas, a esterase do HJ (JHE) e a ep6xido hidrolase
do HJ (JHEH). A JHE esta presente na hemolinfa e nos tecidos, enquanto a JHEH esta
ligada a tecidos especificos (de Kort e Granger, 1996).

A ac¢do das enzimas JHE e JHEH ¢ influenciada por proteinas que se ligam ao
hormonio juvenil e que estariam associadas, teoricamente, a todo o HJ disponivel (Touhara
e Prestwich, 1994). Em insetos, foram descritos trés tipos de proteinas de ligacdo ao
hormoénio juvenil: a JHBP (Juvenile hormone binding protein) de M. sexta (Kramer et al.
1976); uma lipoforina, encontrada na hemolinfa de Periplaneta americana e Locusta
migratoria (de Kort e Koopmanschap, 1986; 1987; 1989) e as hexamerinas identificadas
em L. migratoria (Koopmanschap e de Kort 1988) e posteriormente em R. flavipes (Scharf

et al., 2005).
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Para identificar os genes associados a mudanca de castas - de operario para soldado
- em R. flavipes, foram realizados bioensaios com um juvendide de HJ III, que é uma
substancia sintética andloga ao HJ (Scharf, er al., 2005). No referido estudo, foram
identificadas quatro proteinas da hemolinfa; viteloginas e hexamerinas, cujos niveis de
expressdo aumentaram apds o tratamento com HJ III, indicando um papel importante
dessas proteinas na diferenciacdo de castas em R. flavipes. Adicionalmente, utilizou-se a
técnica de RNA de interferéncia para investigar o papel das hexamerinas (HEX-1 e HEX-2)
na diferenciacdo de castas (Zhou, et al., 2006a). Com o silenciamento do gene que codifica
HEX-2, o nimero de pré-soldados aumentou, sugerindo que essa hexamerina tem um papel
importante na supressao da diferenciacdo da casta de soldado.

Além disso, estd comprovado que existem outros fatores, diferentes do HJ, que
também interferem na diferenciacdo de castas dos cupins. Todos os ovos de cupins sdo
totipotentes e suportam evidéncias de que a diferenciacdo de castas € baseada na expressao
de genes que respondem a fatores extrinsecos e intrinsecos. Portanto, o fenétipo dos
individuos pode mudar. Os fatores que ditam cada uma das mudangas no desenvolvimento
dos cupins e como eles interagem ainda ndo sdo completamente compreendidos (Tarver et
al., 2010). Os fatores intrinsecos incluem niveis de HJ, proteinas de reserva e nutri¢ao. Os
fatores extrinsecos, por sua vez, compreendem feromonios modificadores, temperatura,
disponibilidade de alimento, presenca de companheiros do ninho (soldados ou
reprodutores) e estagdes do ano (Howard e Haverty, 1981; Scharf et al., 2007).
Divergéncias fenotipicas entre operario e soldado podem estar moduladas por multiplos
fatores relacionados ao HJ. Por exemplo, niveis aumentados de HJ em operdrios estdo
correlacionados com a diferenciacio de pré-soldados (Korb et al., 2009). Além dos niveis
de HJ aumentados, a presenca de soldados também foi um fator que ajudou a inibir a
formacdo de novos individuos dessa casta. Isto sugere que os soldados produzem inibidores
que causam a reducdo de resposta ao HJ ou reducdo de sua biossintese nos companheiros
do ninho (Park e Raina, 2003). Presume-se que essa inibi¢do seja causada por feromonios
modificadores de soldados (Korb et al., 2003). Esses feromoéOnios sdo definidos como
compostos quimicos secretados por glandulas exdcrinas que sdo passados para os demais
companheiros da colonia e ativam respostas fisioldgicas nos individuos receptores (Wilson,

1963). No cupim R. flavipes foi demonstrado que, quando se aplica HJIII em operérios,




ocorre a formagdo de pré-soldados. No entanto, quando esta aplicacdo de HJ III € realizada
em conjunto com a aplica¢do do extrato da cabeca de soldados (ECS) a producdo de pré-
soldados é ainda maior (Scharf et al., 2007). E interessante notar que ECS sozinho ndo tem
impacto algum na formacao de pré-soldados (Scharf et al., 2007). Este trabalhou mostrou
que os soldados vivos podem estar atuando em feed back negativo na producdo de
soldados, ou seja, inibindo a formacgdo de soldados regulando assim genes importantes para

a diferenciacdo de castas.

3 — Cupins como insetos praga

Algumas espécies efetivamente sdo responsiveis por enormes prejuizos tanto no
meio urbano quanto no meio rural. Os cupins subterrdneos sao os mais amplamente
distribuidos pelo mundo, ocorrendo nas regides tropicais, subtropicais e temperadas
(Eggleton, 2000). De acordo com Edwards e Mill, das 3.000 espécies de cupins existentes,
apenas 113 sao pragas, sendo que 80% delas sdao espécies de cupins subterraneos. O género
Coptotermes (Familia Rhinotermitidae) é o de maior importincia econdmica (Su e
Scheffrahn, 1998).

Eles frequentemente atacam construgdes urbanas ocasionando um impacto
econdmico considerdvel. As estimativas mais recentes reportam que foram gastos mais de
USS 11 bilhdes por ano nos EUA para o tratamento de danos provocados pelas espécies de
cupins subterraneos dos géneros Reticulitermes e Coptotermes. (Su, 2002). No Brasil, os
cupins também sao responsdveis por grandes prejuizos nos centros urbanos, principalmente
na regido sudeste (Fontes e Milano, 2002). Este prejuizo foi amostrado em um
levantamento realizado pelo Instituto de Pesquisa e Tecnologia (IPT) no qual foi constatado
gasto de US$ 3,14 milhdes em tratamentos curativos s6 na cidade de Sdo Paulo no ano de

2005 (Romagnamo e Nahuz, 2006).

4 — Coptotermes gestroi

A espécie C. gestroi é proveniente do sudeste asidtico, sendo encontrada na India,
Birméania, Malésia e Indonésia. Seus primeiros registros no Brasil datam de 1923 no Rio de
Janeiro e de 1934 em Santos (Aradjo, 1958) e, desde entdo, estd se expandindo para o

interior (Costa-Leonardo, 2002). Durante muito tempo esta espécie foi identificada no
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Brasil como Coptotermes havilandi e s6 depois, de realizada uma extensa revisao do género
Coptotermes, descobriu-se sua sinonimia e passou a ser denominada Coptotermes gestroi
(Kirton e Brown, 2003). Aspectos da sua biologia, tais como reproducgdo, forrageamento,
revoadas, ataques a edificagdes e danos em espécies vegetais, foram registrados por varios
pesquisadores (Fontes e Berti Filho, 1998; Zorzenon e Potenza, 1998; Costa-Leonardo et
al., 1999; Costa-Leonardo, 2004; Barsotti e Costa-Leonardo, 2005; Costa-Leonardo et al.,
2005; Neoh & Lee, 2009).

Em relacdo ao desenvolvimento, a diferenciacdo de castas (Figura 3) ocorre da
seguinte forma; a larva eclode do ovo, com dois estidgios descrimindveis e pode se
desenvolver em operdrio (via 4ptera) ou ninfa (via ninfal) apds vérios instares de
desenvolvimento. Os operdrios podem permanecer nessa condicdo, ou, se tornarem
soldados ap6s duas mudas (passa pelo estigio de pré-soldado). As ninfas seguem a via
ninfal (real), desenvolvendo-se em alados (rei e rainha: forma reprodutiva priméria) ou em
reprodutores secunddrios (reprodutores neoté€nicos que assumem o papel dos reprodutores

primarios) (Barsotti e Costa-Leonardo, 2005).

ALADOS PRE - REPRODUTOR

REI E RAINHA NEOTENICO

(§—— P

¥
NINFA OPERARIO PRE - SOLDADO SOLDADO
LINHAGEM IMAGINAL LINHAGEM NEUTRA

LARVA

Figura 3- Diferenciacio de castas de Coptotermes gestroi.
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5 — Alimentacao lignocelulésica e microbiota intestinal

A base da alimentacdo dos cupins é lignoceluldsica, sendo a madeira o alimento
escolhido por muitas espécies. Eles também podem se alimentar de folhas, raizes, sementes,
fezes de herbivoros, gramineas e até restos de animais em decomposi¢do. Os cupins da
subfamilia Macrotermitinae se alimentam de fungos cultivados em forma de favos
(Rouland, 2000).

A lignocelulose € constituida por celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é
composta por polimeros rigidos de alto peso molecular de glicose com ligacdes B-1,4 que
sdo mantidos em feixes pela hemicelulose. (Lange, 2007). Esta é composta por pequenos
polimeros de agucares com ligacdes B-1,4, sendo que a manose é geralmente o agucar
dominante presente nas madeiras ingeridas pelos cupins, com menores quantidades de
xilose, galactose, raminose, arabinose, dcido glucurdnico, manurdnico e galacturdnico
(Saha, 2003). A lignina ndo é um carboidrato, € sim um polimero tri-dimensional de
compostos fendlicos ligados entre si e a hemicelulose por ésteres (Anderson e Akin, 2008).
A lignina é composta por trés mondmeros; dlcool p-coumaril, dlcool coniferil e sinapil
combinados em diferentes propor¢des dependendo da espécie da planta (Scharf e Tartar,
2008).

A degradacdo da lignocelulose em agucares é um processo complexo que requer
uma diversidade de enzimas. Sua degradacdo comeca a partir da mastigagcdo, ja que os
cupins apresentam uma poderosa armadura bucal com 6 pegas moéveis (labro ou ldbio
superior, mandibulas, maxilas, 1dbio inferior, epifaringe e hipofaringe) (Krishna e Weesner,
1969). Apdés a quebra da madeira em particulas menores, a despolimerizacdo da lignina
hidrofébica é extremamente importante para permitir a degradacdo da hemicelulose. Como
a lignina ndo € um carboidrato, carbohidrolases tais como as celulases e as hemicelulases,
teoricamente nio desempenham papel algum na degradacio da lignina. E importante notar
que a quebra da lignina necessita de oxigénio, o que suporta a evidéncia de que o trato
digestivo dos cupins ndo é um ambiente completamente anaerébico (Brune, 1995). Enzimas
envolvidas na oxidacdo da lignina incluem as lacases e peroxidases. O préximo passo para
a degradacdo da lignocelulose seria a degradacdo da hemicelulose, estdgio critico para
tornar a despolimerizacdo da celulose acessivel (Saha, 2003). A biodegradacdo completa

da hemicelulose requer atividade combinada entre endo-exo-§3-1,4-xilanases, B-xilosidases,
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o-arabinofuranosidases, o-uronidases, e esterases, tais como esterases acetilxilana, acido
ferdlico esterases e dcido p-coumdrico esterases. Conversdes especificas de cada uma
dessas enzimas sao as seguintes: (i) endo-xilanases hidrolisam as liga¢des B-1,4-xilose no
suporte principal de xilano; (ii) exo-xilanases hidrolisam as ligacdes B-1,4-xilose reduzidas
liberando xilobiose; (iii) B-xilosidases atuam na xilobiose para liberar xilose e outros
oligossacarideos de cadeias menores; (iv) a-arabinofuranosidases hidrolisam «-
arabinofuranose terminais ndo reduzidas em arabinoxilanos; (v) o-uronidases liberam
acidos a-glucurdnicos, manurdnicos e galacturdnicos e (vi) esterases hidrolisam ligacdes de
ésteres fendlicos, tais como os associados com acetil xilanos, dcidos xilano-feldricos e p-
coumarico xilanos (Scharf e Tartar, 2008).

O dltimo passo, a despolimerizacdo da celulose requer a acdo de trés enzimas
primdrias que incluem endo-B-1,4-glicanases, exo-B-1,4-glicanases e P-glicosidases
(Breznac e Brune, 1995). Conversdes especificas realizadas por essas enzimas: (i)
endoglicanases hidrolisam as ligacdes glicosil-B-1,4 no suporte principal da celulose
primdria liberando glicose, celobiose, celotriose ou outros oligomeros longos; (ii)
exoglicanases ou celobiohidrolases agem na regido terminal das cadeias poliméricas para
liberar glicose ou celobiose, e finalmente (iii) B-glicosidases hidrolisam celobiose e
celotriose para liberar mondmeros de glicose. Breznak e Brune (1995) observaram que a
hidrélise completa da celulose requer que haja uma sinergia entre os trés tipos de celulases.

Para a degradacdo enzimatica, um ponto importante é que os cupins precisam do
auxilio de simbiontes intestinais (Robinson, 1996). Acreditava-se que a habilidade de
degradar celulose fosse restrita a bactérias e plantas e que animais que se alimentavam de
celulose s6 conseguiam digeri-la devido a flora intestinal. As evidéncias que comecaram a
mudar esse paradigma vieram de estudos bioquimicos que identificaram atividade
celulolitica em um ambiente livre de simbiontes como as glandulas salivares e extratos
digestivos de cupins (Slaytor, 1993), Posteriormente, genes codificadores de
endoglicanases foram descobertos no genoma dos cupins, comprovando que eles produzem
suas proprias celulases enddgenas (Watanabe, 1997). Recentemente, mostrou-se que
transcritos de celulases de origem dos simbiontes, assim como dos préprios cupins, estao
presentes nos tratos digestivos dos cupins e atuam conjuntamente para a degradacdo da

celulose (Nakashima et al., 2002).
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A flora digestiva dos cupins € bastante complexa, e de acordo com Bignell (Bignell,
2000), os mutualistas podem ser de trés dominios: Archea, Eubactéria e Eucarya
(protozodrios e fungos). Nos cupins inferiores, 0s protozodrios contribuem com a
transformacgao da celulose e da hemicelulose em acetato, que € aproveitado pelo inseto.
Eles também fornecem CO, e acetato para as bactérias presentes no trato digestivo.
Acredita-se que essas bactérias sejam as responsdveis pela fixacdo de nitrogénio em
amonia, constituindo uma fonte de nitrogénio para os cupins (Slaytor e Chappell, 1994).

Os operédrios compdem a maior parte dos individuos das coldnias de cupins e
realizam toda a alimentacdo e digestdo da lignocelulose. O trato digestivo de um operario
(Figura 4) de cupim inferior € composto por trés regides principais: intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior (Breznak e Brune, 1995). O intestino anterior é
ladeado pelas glandulas salivares, que desembocam na cavidade bucal. Essas glandulas
secretam endoglicanases enddgenas e outras enzimas relevantes no trato digestivo. O
intestino médio é uma regido tubular delgada que secreta uma membrana peritréfica em
volta do material alimentar e é presumidamente o local em que alguma degradagdo da
lignocelulose ocorre. Andlogos aos rins dos vertebrados, os tibulos de Malpighi estao
conectados na junc¢do do intestino médio com o posterior e tem funcdo com os processos de
excrecdo. O intestino posterior € constituido por uma cdmara que € geralmente anaerdbica,
mas que possui uma zona micro-6xida em sua periferia. (Brune et al., 1995). E no intestino
posterior que se encontram a maior parte dos simbiontes, e € também onde a maior parte da

degradacao da celulose ocorre, bem como a sua fermentagao.
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Figura 4 - Morfologia e recursos do trato digestivo de um cupim inferior. O esquema mostra as
regides presentes: S — gliandulas salivares; Qe — esofago; F — intestino anterior;
M - intestino médio; Ms — segmento misto; Mp — tibulos de Malpighi; H — intestino posterior; P1
—  primeiro  segmento  proctodeal; P2 -  vilvula entérica; P3 -  panga;

P4 — c6lon e P5 —reto.

6 — Estudos moleculares com a espécie C. gestroi

Na literatura sdao encontrados poucos relatos sobre o genoma de C. gestroi, sendo,
portanto, desconhecida a maioria dos genes expressos para a espécie. Apenas algumas
sequéncias de C. gestroi foram depositadas no banco de dados do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Elas s@o sequéncias da subunidade II da citocromo oxidase, ou
seja, sdo genes do DNA mitocondrial utilizados para a identificagdo filogenética das
espécies de cupim (Husseneder, et al., 2003), e sequéncias 12 e 16S rRNA, que também sao
usados em estudo filogenéticos da espécie (Li et al., 2009). Além dessa sequencias
depositadas no NCBI, nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo de C. gestroi com a

constru¢do de uma biblioteca de ESTs a partir de cabeca de operarios (Leonardo, 2006). A
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principio, apenas a cabeca foi utilizada com a intengdo de evitar contaminacdo por
protozodrios/bactérias simbiontes, ja que a fauna digestiva dos cupins € bastante complexa
com vérios protozodrios flagelados presentes no trato intestinal. O sequenciamento de 50
placas gerou um total de 3.003 sequéncias de alta qualidade (Phred > 20). As sequéncias
foram agrupadas pelo programa CAP3 (Huang e Madan, 1999) em 245 “contigs” e 450
“singlets”, os quais foram anotados e submetidos ao banco de dados do NCBI. O artigo

gerado pela andlise dessas sequéncias estd em anexo (ANEXO I).

7 — Potencial biotecnologico do arsenal enzimatico dos cupins

Como mencionado acima, os cupins utilizam enzimas proprias e de simbiontes para
degradacdo da madeira. Essas enzimas sdo principalmente celulases, as quais, em vista da
eficiéncia de degradacdo apresentada por esses insetos, podem representar um importante
fator de estudo, ja abre a possibilidade do emprego dessas enzimas em processos
biotecnoldgicos, em particular, na degradacdo de compostos celuldsicos da palha de cana,
que hoje, nas usinas mais eficientes, é queimada para a producdo de energia em caldeiras.
Contudo, seria um avancgo excepcional converter a celulose existente nesses compostos em
glicose, a qual poderia ser empregada diretamente na fermentacdo (Kirk e Farrel, 1987). As
avaliacdes do potencial das enzimas de cupins para essa finalidade t€ém sido também uma
estratégia adotada por outros paises, como os EUA, a partir do seu Departamento de
Energia (DOE) (Kintisch, 2006), e mostra a importancia biotecnoldgica do estudo
molecular dos cupins.

Estudos de metagendmica em diferentes organismos e biomas, visando a andlise da
atividade enzimdtica dos micro-organismos, vém sendo realizados com o intuito de
descobrir e caracterizar novas enzimas. Bibliotecas de cDNA e DNA do trato digestivo de
cupins Reticulitermes speratus (Tokuda et al., 2007) e de uma espécie de Nasutitermes
(Warnecke et al., 2007), foram construidas para a investigacdo de todas as enzimas
relacionadas com a degradacdo de celulose. Estes estudos revelaram a presenca de varias
familias de glicosil hidrolases, celobiohidrolases, betaglucosidases e xilanases, que sao
enzimas essenciais no processo de conversao da biomassa, além de genes relacionados a
vida microbiana nesse microambiente. Um digestoma, ou seja, o estudo do trato digestivo

do cupim e de seus simbiontes, da espécie R. flavipes foi desenvolvido (Tartar et al., 2008).
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Individuos inteiros de R. flavipes foram seqiienciados, gerando mais de 11.000 ESTs
contendo sequéncias do trato digestivo dos cupins e de seus simbiontes. Dentre elas foram
encontradas glicosil hidrolases de 28 familias e vérios genes candidatos a lignases
enddgenas (Tartar et al., 2009). Recentemente duas isoformas de lacases foram descritas
em R. flavipes. A funcdo dessas enzimas seria a de atuar na quebra da lignina, e sua
producdo estaria ocorrendo na glandula salivar (Coy et al., 2010).

O cupim C. gestroi foi a espécie escolhida para o desenvolvimento desse trabalho,
tendo em vista a falta de estudos moleculares da diferenciacdo de castas nesta espécie e por
se tratar de um inseto xil6fago com enzimas lignoceluldsicas com grande potencial de uso

em processos biotecnoldgicos.

17



OBJETIVOS
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O objetivo geral deste trabalho foi contribuir para uma melhor compreensdao do

transcriptoma de Coptotermes gestroi.

Os objetivos especificos visaram:

a identificacdo de genes diferencialmente expressos entre castas através de
estudos de expressao génica nos diferentes estagios de desenvolvimento com o
uso da técnica de Biblioteca Subtrativa Suprimida (SSH), Real Time PCR e
Sequenciamento de segunda geracao

identificar enzimas envolvidas na degradacdo da lignocelulose com possivel
aplicacdo biotecnoldgica, visto que C. gestroi é uma espécie praga que degrada

compostos celuldsicos.

21



MATERIAL E METODOS
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1 — Obtencao e identificacao dos C. gestroi

Operérios e soldados forrageiros de C. gestroi foram coletados em armadilhas
celuldsicas, distribuidas em diversas locais na cidade de Rio Claro-SP. A identificagdo dos
cupins foi realizada de acordo com a colonia e o local de coleta. Os reprodutores alados
foram coletados durante as revoadas que ocorreram em agosto/2006. Larvas e reprodutores
primdrios (reis e rainhas) foram coletados de colonias incipientes criadas em laboratério e
foram cedidas pela Prof®. Dra. Ana Maria Costa Leonardo do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Rio Claro.

Como o ninho de Coptotermes gestroi é subterraneo, é muito dificil encontra-lo na
natureza. Por isso utilizamos armadilhas celuldsicas para a captura de operdrios, ninfas e
soldados forrageiros (que saem do ninho para coletar alimento e explorar o ambiente)
distribuidas em locais infestados na cidade de Rio Claro - Sdo Paulo. Os alados foram
coletados na época da revoada (agosto e setembro de 2007) em Campinas e em Rio Claro.
Estes também foram utilizados para a montagem de coldnias incipientes mantidas em
laboratério da seguinte forma: um alado macho e um alado fémea sdo separados (a
morfologia € identificada com o auxilio de lupa) e colocados em uma placa de petry de 7
cm de didmetro com p6 de serragem umida. Neste local eles estabelecem a colonia e
comegam a se proliferar. Como estas colOnias eram muito recentes, a quantidade de cupins
ainda era pequena. Por isso, para a coleta de casal real e larvas, utilizamos outras coldnias

mais antigas mantidas no Laboratdrio de Cupins da Profa. Dra. Ana Maria Costa Leonardo.

2 - Extracao do RNA

Para a extragdo do RNA, os cupins foram macerados em potters de 2mL. Para cada
100mg do material macerado (aproximadamente 1/3 do tubo eppendorf de 1,5mL) foi
adicionado 1mL de TRIzol® (Invitrogen). As amostras foram homogeneizadas através de
vdrias pipetagens até que se tornassem bastante fluidas.

Durante a homogeneizacio, o reagente TRIzol® mantém a integridade do RNA
enquanto rompe as células e dissolve os componentes celulares. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 14.000rpm em centrifuga refrigerada a 4°C.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf de 1,5mL e foi

incubado por 5 minutos a temperatura ambiente para a completa dissociacdo dos complexos
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nucleoproteicos. Acrescentou-se as amostras 200uL de cloroférmio (CHCL3) que foram em
seguida vigorosamente agitadas. Nova incubacdo foi realizada por mais 3 minutos a
temperatura ambiente e as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 14.000rpm em
centrifuga refrigerada a 4°C. A fase aquosa, onde fica o RNA, foi recuperada e transferida
para um novo tubo de microcentrifuga e a partir desta etapa os Kits de extracdo RNeasy®
Mini Kit (QIAGEN) ou RNeasy® Micro Kit (QIAGEN) foram utilizados seguindo as
recomendacdes do fabricante para a obten¢do de um RNA purificado.

A concentracdo de RNA foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop ND —
1.000 através de leitura da densidade 6ptica no comprimento de onda de 260nm. A
integridade e qualidade das amostras de RNA total extraidas das vérias castas de C. gestroi
foi verificada através da eletroforese em gel de agarose 1,2% com brometo de etideo. As
amostras de RNA foram estocadas em freezer -80°C.

Virios operdrios e alados de C. gestroi foram utilizados para a extracdo de RNA
pelo método de TRIzol. A extragdo de RNA dos soldados foi realizada com o auxilio do
RNAeasy mini kit (Qiagen). As larvas foram colocadas no TRIzol e com a ajuda de um
sonicador, os tecido foram rompidos. Foram utilizados trés pulsos de 15 segundos cada

para a extracdo de RNA pelo método de TRIzol, no entanto o material ndo foi macerado..

3 — Construcao das bibliotecas subtrativas

A técnica utilizada foi a Hibridizacdo Subtrativa Suprimida que permite comparar
duas populacdes de RNA mensageiro (RNAm) e obter clones de genes que estdo sendo
expressos diferencialmente em dois tecidos ou células, no nosso caso, diferentes castas do
cupim Coptotermes gestroi. A larva foi utilizada como controle para ser subtraida das duas
linhagens; a dptera e a ninfal. Para representar a linhagem daptera foi feito um pool de
cDNA de operdrios e soldados. A linhagem ninfal foi representada por um pool de cDNA
de ninfas, alados e rainhas. Portanto, quatro bibliotecas subtrativas foram construidas: (1)
larva subtraida da linhagem é&ptera, (2) linhagem &ptera subtraida da larva, (3) larva
subtraida da linhagem ninfal e (4) linhagem ninfal subtraida da larva.

Inicialmente, as duas populacdes de RNAm foram convertidas em cDNA, de modo
que uma populacdo foi denominada de “tester” e a outra populacdo de “driver”. As duas

amostras de cDNA, “tester” e “driver” foram digeridas com a enzima de restricio Rsa |
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para formacgdo de extremidades abruptas, permitindo a ligacdo de adaptadores. Para que
esta ligacdo seja feita, a amostra de mRNA “tester” € dividida em duas aliquotas e cada
uma delas € ligada a um adaptador diferente. Esses adaptadores tratam-se de moléculas de
DNA que serdo utilizados nas etapas finais de amplificacdo por PCR, conforme discutido
adiante. Cada uma das aliquotas de cDNA “tester” foi hibridizada separadamente com
cDNA “driver” em excesso (FiguraSA). Desta maneira as moléculas que sdo expressas
apenas na populacdo de cDNA “tester” ficardo na condicao de fita simples (Figura 5Ba) ,
enquanto as moléculas comuns as duas populacdes sofrerdo hibridizagdo, com a
consequente formacdo de estruturas de fita dupla (Figura5Bb e c) . Cabe lembrar que as
moléculas que sdo especificas da populacdo “driver” também estardo na forma de fita
simples, mas as mesmas ndo terdo os adaptadores ligados as suas extremidades e por isso
nao serdo amplificadas por PCR nas etapas posteriores (FiguraSFigura 5Bd). Nesta etapa as
moléculas diferencialmente expressas na populacdo “tester” encontram-se na condi¢do de
fita simples, porém com adaptadores diferentes em cada uma das duas aliquotas em que
foram subdivididas inicialmente. O segundo passo de hibridiza¢do consiste em misturar as
duas aliquotas de cDNA “tester”, sem a etapa de desnatura¢do, com a adi¢do de mais
cDNA de driver denaturado, de maneira que apenas as moléculas fita simples (e
especificas) ligar-se-do para a formacao de estruturas em fita dupla (Figura5Ce). Seguida
a hibridizagdo, as extremidades de todas as moléculas fita dupla foram tratadas com a
enzima DNA polimerase, de maneira a obterem-se extremidades abruptas (FiguraSD). A
posterior amplificacdo por PCR ocorreu de forma exponencial apenas para as moléculas
especificas com estrutura em fita dupla, pois sdo as que possuem os adaptadores diferentes
em suas extremidades (FiguraSEe). As moléculas que possuem adaptadores iguais em suas
extremidades t€m a tendéncia de formarem estruturas em grampos e assim ndo foram
amplificadas (FiguraSEb). A outra estrutura em fita dupla sofreu amplifica¢do linear por
possuir apenas um dos adaptadores ligados (FiguraSEc). As outras estruturas nido foram
amplificadas por estarem presentes em fita simples (FiguraS5Da e d). Todo esse
procedimento permite um enriquecimento da populacdo de cDNAs especificos da amostra
“tester”’. Outra biblioteca foi construida (biblioteca “reverse””) onde a amostra que foi usada
como “tester” foi a de operdrios e soldados. Assim na biblioteca “forward”, serdao

identificados os transcritos presentes apenas nas larvas e na ‘“reverse” os transcritos
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presentes apenas em operdrios € soldados. A biblioteca subtrativa foi construida utilizando-
se o kit SSH da Clontech (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Os fragmentos resultantes da subtracdo foram clonados no vetor pGEM-T
(Invitrogen), o qual € especifico para clonagens provenientes de amplificagdes por PCR. A
verificacdo da insercdo foi feita utilizando-se o reagente X-GAL. Assim, as colOnias que
receberam o plasmideo com inserto, cresceriam em placas com o antibidtico ampicilina
(marca de resisténcia do plasmidio) e ndo teriam a ativagdo do gene da beta galactosidase e
por isso ndo teriam a capacidade de degradar o X-GAL, fazendo com que as coldnias
permanecessem brancas. Estas colOnias foram inoculadas em meio liquido LB (1%
Peptona, 0,5% de Extrato de Levedura e 0,5% de NaCl), contendo ampicilina (100ug/ml) e

crescidas durante a noite sob agitacao de 120 rpm.
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3.1 — Clonagem, amplificacdo e sequenciamento dos clones

Para o sequenciamento dos clones, foram realizadas rea¢des de PCR para amplificar
os fragmentos clonados utilizando 2ul do sobrenadante da cultura crescida (plasmideo);
1,5ul de dNTPs 1,25mM; 0,5ul de MgCl12 50mM; 0,35ul de cada primer M13 “sense” e
“antisense” Spmol; 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen); 8,6ul de H,O e 1,5ul de
tampao 10X. As temperaturas utilizadas foram as seguintes: denaturacao inicial de 94°C
por 2 minutos seguidos de 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, 57°C por 15 segundos e 72°C
por 1 minuto. Os fragmentos amplificados foram seqiienciados utilizando o primer M13
“sense” ou “anti-sense" no aparelho MEGA BACE 1000 DNA Analysis System (Molecular

Dynamics/ Amersham - Life Science) seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.2 — Bioinformatica e analise dos dados

As sequéncias geradas foram submetidas a andlise de qualidade de bases pelo
programa PHRED (Ewing e Green, 1998), clusterizadas e trimadas pelo programa CAP3
(Huang e Madan, 1999) e anotadas automaticamente pelo BLAST N, X e tBLAST X
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) contra o banco de dados. Além disso, as sequéncias foram
agrupadas a partir do “first hit” gerado pelo BLAST com uma nova ferramenta
desenvolvida para agrupar sequéncias de bibliotecas subtrativas. Os ‘“reads” estdo
disponiveis para a mineragdo, a partir do momento que forem gerados, através do uso do
software GeneProjects (Carazzolle, Aratjo, Formighieri, Digiampietri, Pereira, protocolo

no INPI em 09.01.2004, n° 0057290).

4 — Sintese de DNA Complementar (cDNA) para PCR em tempo
Real

A leitura do RNA total foi realizada em espectrofotometro (NanoDrop
Techonologies, Inc., Rockland, DE). As amostras de RNA obtidas foram submetidas a
sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando-se o kit Superscript III RT™
(Invitrogen).

Para a transcri¢do, utilizou-se 1 pg de RNA que foi tratado com a enzima DNase I
(Invitrogen) para remog¢do de DNA contaminante. Este tratamento consistiu na adi¢ao de

1,0ul de 1u/ul DNase I; 1,0ul de 10x DNase I Reaction Buffer (200mM Tris-HCI, 20 mM
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MgCl,, 500 mM KCl,) e dgua suficiente para um volume final de 10,0ul de reacdo. As
amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e a reacdo foi
bloqueada com a adicao de 1,0ul de 25 mM de EDTA e posterior incubagdo por 5 minutos
a 65°C. Apés essa etapa, iniciou-se a sintese do cDNA complementar com a adicdo de
1,0ul de 50 uM oligo (dT)z9 € 1,0ul de 10 mM dNTP’s. As amostras foram incubadas por 5
minutos a 65°C e em seguida por 1 minuto a 4°C. Para cada amostra, adicionamos 10,0ul
da seguinte mistura de reagdo: 2ul de 10xRT buffer; 4,0ul de 25 mM MgCl,; 2,0ul de 0,1
M DTT; 1,0pl de 40U/ul Rnase OUT™ e 1,0ul de 200 U/ul Superscript III RT™. A reacdo

ocorreu por 50 minutos a 50°C, seguida de 5 minutos a 85°C.

4.1 — Verificacao da Sintese de DNA Complementar

A verificacdo da sintese de cDNA foi feita através da reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) para o gene da beta-actina (B-actina). As reagdes de PCR foram realizadas
com: 1,5ul 10xPCR buffer (20 mM Tris-HCI, 500 mM KCI); 0,5u1 50 mM MgCly; 1,5ul
1,25 mM dNTP’s; 0,35ul 10 mM primer BACF (5-GTTGTCAAATGTAATCCATCC -
3’); 0,35ul de 10 mM de primer BACR (5"-CTGACGTACTGTCGCCTGT - 3’); 0,2ul de
Taq DNA polimerase; 1,0ul de cDNA e 9,6ul de dgua, para um volume final de 15,0ul. O
programa foi iniciado por 2 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos: 94°C/15 segundos,
58°C/20 segundos e 72°C/1 minuto, sendo finalizado por 72°C/7 minutos. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% para verificar a amplificagdo

de um fragmento de 127 pares de base.

4.2 — Desenho dos Primers para a reacao do Real Time PCR

Os primers utilizados nas reacdes de Real Time PCR foram desenhados com o uso
do site www.invitrogen.com e com o software “Primer Express” (Applied Biosystems). Os
fragmentos desenhados foram submetidos ao programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
para confirmar homologia com o gene de interesse. A formagdo de estruturas como
hairpins e dimers também foram avaliadas através do programa Gene Runner. Os primers

utilizados neste estudo estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Seqiiéncia e tamanho dos fragmentos amplificados de cada par de primer

utilizado na amplificacio dos genes estudados pela técnica de Real Time PCR.

Gene Seqiiéncia Primer Tamanho do fragmento amplificado
AACT -F 5- ACTTGCCTTTTCGTCCTCCTT -3~ 118 pb
AACT -R 5- TTCAGGAGCACGCATAACAACA -3~

a-TUB-F 5°- CCCTCTCCTTCGCCCTTCAA -3° 71 pb
a-TUB-R 5"-GAGGATCTCGCTGCTCTGGA -3~
a-AMILASE-F 5°- ATATGGCTCTTGTCCTCTGCG-3 71 pb
a-AMILASE-R 5°- GCACTTCGGCCCTCTACAGT-3
BAC-F 5’- GTTGTCAAATGTAATCCATCC-3’ 127pb
BAC-R 5’- CTGACGTACTGTCGCCTGT -3’
BETAGLICO - F 5°- GATAATAGAGTTGTACCGTGG -3~ 113 pb
BETAGLICO - R 5°- ACTCCACCGTAGTCCGAGAAAC -3~
CALR-F 5’- GCACATTATCAAAGATTGTTCCAG-3’ 71pb
CALR-R 5’- GCGTGATGAAATTTGTGCCA-3’
COX-3-F 5°- TGGGCTCATGTTACGGTTACTC -3 70 pb
COX-3-F 5°- ATCCCCTACAAGTCCCACTACTAA -3~
CHIT-F 5’-GATCATCCCATCTCACATTCCA-3’ 78pb
CHIT-R 5’-ACAAGAGAGGCAGGCACCC-3’
EF1A-F 5’- CAACAGTCTGCCTCATGTCACG-3’ 71pb
EF1A-R 5’- TGTGGAATCTTTCTCGGGAATT-3’
ENDO-F 5’- GTGCCTTCAACTGGGATAACAA-3’ 61pb
ENDO-R 5’- TGTATGCCTGCTTGCTTGTGA-3’
FERRITINA-F 5°- CAATTGCATCATCCCAGGTG -3~ 73 pb
FERRITINA-R 5°- TATGAACAGAGTCGTGAAGGATTT- 3°
HEX-1-F 5°- CATCAGGGTAGAAAGGAGGCAG-3~ 71 pb
HEX-1-R 5°- GTTGCCGTGTATTTTGGTAGAGTT-3"
HEX-2-F 5°- TGCTGAGTCCAACGTCTTGC -3~ 68 pb
HEX-2-R 5-AGCTAACTACACTGTGCACACCC-3"
HMGS-F 5- ACAGACATCCACGAACTAGACAG - 37 77pb
HMGS-R 5°- GAATACATGGAGGAGCAGAGC - 37
JHEH-F 5°- TGTCCATGTTGAGAACTTTTCCA-3" 69 pb
JHEH-R 5°- GGTGTTGCCCTTCGTGATTC -3~
LACASE -F 5- GTTTGCAGAAGCTCGATGGC - 3~ 71 pb
LACASE -R 5- TCCGTTCGAGTCGTCATTTACA -3~
LISOZIMA-F 5- TGAGCAAATGAGTAAAGCCTCG -3 71 pb
LISOZIMA-R 5- TGAGTAATGGGCAAGTGCGAC -3
REGENECTIN-F 5°- CGGCCTCAACGACTTACCTT- 3" 70 pb
REGENECTIN-R 5°- GTTCTCCTACCACAGTTCCTGTTC-3
PRO-H-CONV-F 5- GAAACCAGATCACCCTACGCTT- 3" 68pb
PRO-H-CONV-R 5°- CATCCCTGGCTAGACGCTGT- 3~
SORBITOL-F 5"- TGCATTCCCTTGTCGTGATG - 3° 72 pb
SORBITOL-R 5°- ATCCAACAGCTGCCACCACT- 37
VITELOGENIN-F 5- CGCTACGTTGCTAGTCTGGTTT-3 71 pb

VITELOGENIN-R

5’- CCTGCTGGAGTGCCTGGTC -3°
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4.3 — Padronizacoes necessarias para Real Time PCR

4.3.1 — Concentracao de Primer

Na Real Time PCR (qRT-PCR) a concentragdo ideal de primer a ser utilizada, deve
ser a minima suficiente para permitir a duplicagdo de todas as cOpias do material a cada
ciclo de reagdo. Para isso, utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reacoes
contendo cada um dos primers (sense e anti-sense) nas concentragdes finais de 70nM, 150
nM e 300 nM. A concentragdo ideal foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor
valor de Ct (ciclo threshold), ou seja, foi a concentracdo em que o gene foi amplificado

mais precocemente. Na Tabela 2 estdo listadas as concentragdes dos primers utilizados na

amplificacdo dos genes de estudo e a eficiéncia de amplificacdo obtida.

Tabela 2 — Concentracoes de primers utilizadas na amplificacao dos genes de estudo e

eficiéncia da amplificacao obtida. As concentracoes foram definidas pela eficiéncia de

amplificacao gerada sob as condicoes testadas.

Primer Concentracao utilizada Eficiéncia do primer
AACT 150nM 100%
a-TUB 150 nM 100%
a-AMILASE 300 nM 100%
BAC 300 nM 100%
BETAGLICO 150nM 100%
CALR 150 nM 100%
COX-3 150 nM 100%
CHIT 150 nM 100%
EF1A 300 nM 100%
ENDO 150 nM 100%
FERRITINA 300 nM 100%
HEX-1 300 nM 100%
HEX-2 150 nM 100%
HMGS 150nM 100%
JUV-H 300 nM 100%
LACASE 70nM 100%
LISOZIMA 150 nM 100%
REGECTINA 300 nM 100%
PRO-H-CONV 300 nM 100%
SORBITOL 150 nM 100%
VITELOGENINA 150 nM 100%
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4.3.2 - Eficiéncia de Reacao
A reagcdo de Real Time PCR precisa ser confidvel e reprodutiva. Para isso sdo
necessdrias condi¢des Otimas de reacdo, onde as amplificacdes apresentem 100% de
eficiéncia a cada ciclo da reacdo de PCR. A eficiéncia de amplificacdo € obtida através da
férmula 107" onde slope é derivado da inclinacio da curva, e esse valor quando
aplicado a féormula de eficiéncia, tem que ser proximo de 2, que significa que a cada ciclo
de amplificacdo o material genomico estd sendo duplicado e isso equivale a 100% de

eficiéncia (Meijerink et al., 2001).

4.4 — Real Time PCR

A PCR em tempo real é uma técnica utilizada para a avaliacdo da expressdo génica.
A expressao € dita relativa porque leva em consideracdo também a expressdo de controles
enddgenos como, beta actina e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). A técnica
consiste no monitoramento Optico da fluorescéncia emitida durante a reagdo de PCR
(Higuchi et al., 1993), através da ligacdo de uma sonda especifica ou um corante, na fita
recém sintetizada.

As amostras de cDNAs utilizadas na reacdo de qRT-PCR foram quantificadas em
espectrofotometro (NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland, DE).

Foram feitas trés replicas bioldgicas em duplicata utilizando como sistema de
deteccdo o reagente SYBR™ Green PCR Master Mix® (Applied Biosytems, USA), que
além de conter todos os reagentes necessarios para PCR (dNTP’s, MgCl,, tampao, Taq
Ampli-Gold), também contém o corante SYBR Green; uma molécula que emite maior
quantidade de sinal fluorescente ao intercalar com DNA dupla fita. Para cada gene
analisado foram utilizados primers especificos.

A deteccdo da amplificacio em tempo real foi realizada no equipamento ABI
PRISM 7300 (Applied Biosystems, USA) em graficos de fluorescéncia versus nimero de
ciclos. Quanto maior a expressdo de um determinado gene, isto é, quanto mais cOpias
existirem dele no inicio da reacdo, mais precocemente ocorrerd a amplificacdo e
consequentemente, menor serd o Ct.

Todas as amostras foram ensaiadas em 12,0ul de volume final; sendo 6,0ul do

reagente SYBR Green PCR Master Mix®, concentracdes de cDNA variando de 2ng,
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6,32ng, 20ng, 63,26ng, 120ng e 200ng e a concentracdo 6tima de primer determinada. Em
todas as placas foram pipetados controles negativos (NTC), ou seja, para cada primer
avaliado foram incluidos pocos contendo dgua estéril em substituicdo a amostra. As reagdes
foram realizadas em placas de 96 pocos (Sorenson, BioScience Inc) com tampas pldsticas
que permitem a passagem da luz. O programa foi iniciado a 95°C/10 minutos, seguido de
40 ciclos: 95°C/15 segundos e 60°C/1 minuto. Ao final de uma amplificacio normal
adiciona-se um passo de 20 minutos, no qual a temperatura aumenta gradualmente de 60°
para 95°C. A medida que os produtos gerados por PCR desnaturam com o aumento de
temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR Green. O gréfico resultante permite verificar
se ha um ou mais produtos de PCR presentes em cada reacdo, devido a diferencas de Tm
(temperatura de melting) entre os produtos de PCR causadas pelo nimero e composicao de

bases de cada produto.

4.5 — Analise dos Dados da Real Time PCR

A expressdo dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, ou seja, os
valores de expressdo sdao normalizados em relacdo a genes chamados de ‘“‘controles
end6genos”. Neste trabalho foi utilizado o gene da B-actina e a- tubulina, que sdo genes
cuja expressdo € dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca variacdo entre diversas
condicoes.

Os valores de Ct de cada gene foram obtidos em duplicata, dessa forma, foram
calculadas as médias aritméticas destas, para cada amostra que teve um determinado gene
estudado. Em seguida foi obtido o valor de delta Ct (ACt), que consistiu na subtracdo do
menor Ct de um gene de uma determinada amostra com os demais Cts desse mesmo gene
de outras amostras estudadas. O préximo cdlculo foi o de “Q” valor, que corresponde a
2ACt. Os valores de Q dos genes B-actina e a- tubulina de cada amostra analisada foram
submetidos ao programa geNorm (Vandesompele, et al., 2002), que calculou a média
geométrica entre eles, valor este denominado de Fator de Normalizacdo da amostra. A
expressao normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada amostra foi dada
pela razdo entre o valor de Q do gene de interesse da amostra pelo fator de normalizacdo da
amostra. O valor obtido foi expresso em unidades arbitrarias (U.A.) ou valor absoluto de

expressao.
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4.6 — Analise Estatistica

Para avaliar os padroes de expressao foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) separadamente para cada gene utilizando as castas como fatores fixos (larva,
linhagem neutra e linhagem imaginal). O teste comparativo de Tuckey foi realizado para
fazer comparacdes entre pares. As andlises estatisticas e os graficos foram confeccionados

utilizando o programa Graph Pad Prism (versao 5.0).

5 — Sequenciamento de segunda geraciao

Amostras de RNAm de operérios e soldados de C. gestroi foram sequenciados
utilizando a técnica de sequenciamento de segunda geracdo com o equipamento 454 Life
Sciences (ROCHE), a qual foi a primeira plataforma de sequenciamento de nova geracao a
ser comercializada.

A plataforma 454 realiza o sequenciamento baseado em sintese, o
pirosequenciamento (Ronaghi et al., 1998). A leitura da sequéncia nesse sistema € realizada
a partir de uma combinagdo de reacdes enzimadticas que se inicia com a liberacdo de um
pirofosfato, oriundo da adicdo de um desoxinucleotideo a cadeia. Em seguida, esse
pirofosfato € convertido para ATP, pela ATP sulfurilase, sendo este utilizado pela
luciferase para oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz capturado por uma camera
CCD (charge-coupled device) acoplada ao sistema. O sistema requer que o DNA seja
mecanicamente fragmentado em sequéncias de 300 — 800pb, transformado em fragmentos
abruptos fosforilados e ligado a adaptadores de sequéncia especifica. A biblioteca de DNA
da amostra é ligada a adaptadores A e B nas extremidades 3’ e 5’ dos fragmentos,
respectivamente, os quais sdo utilizados nas etapas posteriores de isolamento dos
fragmentos (A-B) e amplificacdo e nas reacdes de seqiienciamento (Figura 6a). O adaptador
B possui biotina ligada a extremidade 5°, o que permite o isolamento dos fragmentos
ligados ao adaptador A na extremidade 3’ e adaptador B na extremidade 5’ na amostra.
Somente os fragmentos AB sdo eluidos na reacdo de purificacdo e sdo especificamente
ligados as microesferas que carregam vdrias copias da sequéncia complementar exata ao
adaptador B de um unico fragmento (Marguiles et al., 2005). O outro adaptador € utilizado

no anelamento do primer que inicia a reacdo de sequenciamento. As microesferas ligadas
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aos fragmentos unicos de fita simples sdo entdo emulsionadas
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Figura 6 — Resumo ilustrativo do sequenciamento (adaptado do site da ROCHE).

PCR para amplificacdo clonal do fragmento fita simples em cerca de 1 milhdo de

copias. Na PCR em emulsdo, o 6leo em solu¢do aquosa forma micelas, nas quais as

microesferas sdo capturadas (Figura 6b). Cada micela funcionard como um microrreator,

produzindo muitas cépias idénticas de um mesmo fragmento isoladamente em um

microssuporte (Dressman et al., 2003). Apés a PCR de emulsdo, as microesferas ligadas

aos fragmentos de fita simples sdo depositadas em pogos distintos em uma placa de silica

onde os reagentes para o sequenciamento sdo distribuidos. As reagdes de sequenciamento

ocorrem em cada poco, para um unico tipo de fragmento ligado a microesfera, nio
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havendo, portanto, competicdo por reagentes com outros fragmentos da biblioteca
(Figura 6¢). A placa de sequenciamento € dividida em 1,6 milhdes de pocos com diametro
suficiente para alojar uma unica microesfera. Apds a placa ser inserida junto ao sistema
optico de leitura no equipamento, os reagentes e as solucdes de sequenciamento sdao entao
distribuidos a cada ciclo para obtencdo do sequenciamento paralelo dos 1,6 milhdes de
pocos. O sequenciamento € realizado em ciclos, sendo que em cada um deles, € adicionado
um tipo determinado de nucleotideo. Caso este seja incorporado a sequéncia em sintese, um
sinal de luz é emitido. Assim, a intensidade desse sinal é reflexo do numero de nucleotideos
desse tipo especifico que foram sucessivamente incorporados na molécula. Como o
nucleotideo que € adicionado a cada ciclo é conhecido, o sinal de luz emitido pode ser
diretamente utilizado como informacdo de sequéncia (Ronaghi, 2001). Os fragmentos
sequenciados nessa plataforma passam por sistemas de andlise de qualidade, onde
sequéncias distintas oriundas do sequenciamento de uma unica microesfera sdo eliminadas,
bem como as leituras em que a sequéncia inicial TCGA (quatro primeiros nucleotideos dos
adaptadores) ndo aparece. As leituras produzidas possuem geralmente cerca de 400pb, o
que representa um comprimento de leitura menor que o produzido pelo sistema de Sanger
(~700pb). O maior tamanho das leituras e a grande capacidade de gerar informagao tornam
o processo de montagem mais facil num projeto de sequenciamento de novo
(sequenciamento de genomas desconhecidos) e permite trabalhar com coberturas
genOmicas mais amplas, favorecendo o processo de montagem. Além disso, pelo fato de
ndo envolver clonagem bacteriana, a representacdo do genoma ¢ bem mais fiel, de forma
que sequéncias dificeis de clonar e manter em bibliotecas gendmicas podem ser acessadas.
Com relacdo as demais tecnologias de sequenciamento da segunda geracdo, a plataforma
454 € a que produz as maiores leituras e por isso foi a metodologia escolhida para este
trabalho, ja que ainda ndo foram publicados genomas completos de cupins para ajudar na

montagem das sequéncias.

5.1 - Bioinformatica e analise dos dados
Os adaptadores utilizados no pirosequenciamento foram identificados pelo software
ssaha2 (Ning, et al., 2001), e a montagem do transcriptoma foi realizada pelo software

“miraEST assembler” (Chevreux et al., 2004) usando os parametros default de
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sobreposicdo e identidade. Apds os procedimentos de exclusdo das sequéncias de baixa
qualidade e das regides ndo relevantes (poli A e adaptadores) as sequéncias foram
arranjadas em ‘“‘contigs”, que sdo sequéncias que se sobrepdem para formar uma unica
sequencia de um gene ou fragmento de um gene. Os “contigs” formados foram submetidos
a uma andlise de expressdo diferencial pelo programa DEGseq (Wang et al., 2010) para
normalizar e identificar genes diferencialmente expressos entre as duas castas. Todas as

sequencias foram submetidas a busca de similaridade BLAST X (www.ncbi.nlm.gov/blast).
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RESULTADOS
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1 - Extracao de RNA

Virios operdrios e reprodutores alados de C. gestroi foram utilizados para a
extracdo de RNA pelo método de TRIzol (7a) A extracio de RNA dos soldados (7b) foi
realizada com o auxilio do RNAeasy mini kit (Qiagen), pois esta casta possui uma enorme
glandula que ocupa quase seu corpo inteiro e que produz uma substancia lipidica que estava
interferindo na extracdo pelo método de TRIzol. Para a extracdo do RNA da rainha (7c)
também foi utilizado o RNAeasy micro kit (Qiagen) devido a pequena quantidade de
material, jA que uma rainha criada em laboratério pesa de 7 a 9mg. Algumas larvas foram
utilizadas para a extracdo de RNA pelo método de TRIzol (7d), no entanto o material ndo
foi macerado com nitrogénio. As larvas foram colocadas no TRIzol e com a ajuda de um
sonicador, os tecido foram rompidos. Foram utilizados trés pulsos de 15 segundos cada.

g = 2

1L 2

a b c d e

Figura 7 - RNA de C. gestro i- a - RNA de operdrio de C. gestroi (1) ao lado do RNA de
reprodutor alado do cupim C. gestroi (2). b - RNA de soldado de C. gestroi. ¢ - RNA de rainha do
cupim C. gestroi. d - RNA de ninfa de C. gestroi. e - RNA de larvas de C. gestroi visualizada em

gel de agarose 1,2 % sob luz ultravioleta.

2 — Construcao das bibliotecas subtrativas

As bibliotecas subtrativas foram construidas a partir do kit SSH da Clontech
(Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA). Foram realizadas quatro bibliotecas
subtrativas: (1) larva subtraida da linhagem dptera, (2) linhagem &4ptera subtraida da larva,

(3) larva subtraida da linhagem ninfal e (4) linhagem ninfal subtraida da larva. Foram
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sequenciadas 10 placas (960 seqiiéncias) de cada biblioteca e todas as sequéncias foram
submetidas ao banco de dados do nosso laboratério (www.lge.ibi.unicamp.br/cupim).

Os valores de qualidade de bases produzidos pelo PHRED foram usados por um
“script” de trimagem de sequéncias similares a vetores, poli-A, poli-T e sequéncias
contaminantes, como provenientes de E. coli (Telles e da Silva, 2001). As sequéncias foram
submetidas a busca por similaridade através da comparagdo direta de nucleotideos (BLAST
N) e comparagdo apds tradugdo dinamica (BLAST X) contra os bancos de dados “non-
redundant” (NR). Apdés a realizacdo da busca de similaridade, as sequéncias foram
submetidas a uma andlise de biblioteca subtrativa na pigina de anota¢do do banco de dados
no nosso laboratério (www.lge.ibi.unicamp.br/cupim) (Figura 8). Essa andlise agrupa as
sequéncias que apresentaram o mesmo “first hit” no BLAST X. Em seguida esses
agrupamentos foram anotados manualmente através dos dados fornecidos pelas buscas de
similaridade e também pela anotacdo automdtica do programa Gene Ontology

(www.godatabase.org/cgi-bin/amigo/go.cgi)

| L6 - Cupim - Pegina de Senicos v B v o o v Paginaw Segurangav Feramentasv v
or —r Projeto C i &
- rojecrto WUWPim o2
e et s Gene Projects Integrantes Coptotermes gestroi Links Suporte
S e Exibindo resultados de 1 a 50 de 168
EMBOSS L
Busca .
Gene Projects mRNA Total de Reads CM01- |Reads CMO1- I
Anotagao reads S$3-008 §3-009 -
Analise de biblioteca = r
subtrative Grupo 168 - NDhItS .found - 1677 . 858 . 819
Northern eletrénico Qi|133916482|emb|CAM36311.1]
Rt de et Banaite/ hypothetical protein [Thermobia domestica a3 6 | 2
Sobre o C. gestrof i|89271365|emb|CAJ83813.1
Suporte Grupo 166 | s checkpoint homolog (S. pombe) [Xenopus tropicalis] 2 g 2
5 Qi|66957915|gb|AAU20851.2
Gripaitas hexamerin I [Reticulitermes flavipes 4 2 2
Grupo 164 ) ai 124107286_ dbj BAF_454?O.1 y 3 0 3
arrestin? precursor [Dianemobius nigrofasdiatus
0il48476579]gb|AAT44492.1]
Grupo 163 cytochrome oxidase subunit I [Neotermes koshunensis 3 2 1
0il17946496/gb|AAL49280.1
Grupo 162 RE74144p [Drosophila melanogaster 8 g &

Figura 8 - Pagina do projeto cupim do laboratério de gendomica e expressao

Das bibliotecas de larva x linhagem éptera (1 e 2) foram sequenciadas 20 placas,

que geraram 1.920 sequéncias, que depois de “trimadas” totalizaram 1.846 sequéncias de
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boa qualidade. Apds a submissdo de busca por similaridade das sequéncias geradas foram
formados dois grupos: as seqiiéncias que possuiam alguma similaridade com algum gene
conhecido ou as sequéncias “no hits”. A quantidade de sequéncias que ndo apresentaram
similaridade com nenhum gene foi elevada (86,67%).

As sequéncias que obtiveram similaridade com genes conhecidos foram agrupadas
em 237 grupos de sequéncia com o mesmo “first hit”, anotadas e classificadas de acordo
com a busca por processo biolégico no Gene Ontology (Figura 9). Vinte e cinco por cento
das sequéncias foram relacionadas com metabolismo (10% processos metabdlicos de
proteina, 6% metabolismo de carboidratos, € 9% outros processos metabdlicos) seguido por
seqiiéncias relacionadas a transporte (16%). As demais seqiiéncias apresentaram
similaridade com outros processos bioldgicos, tais como; proteinas de reserva da hemolinfa
(5%), polimerizagdo de proteina constitutiva (7%), resposta a estimulo (2%), fosforilagao
de aminodcidos (3%), mitocondrial/ribossomal (11%), sinalizagdo celular (5%), traducao de

sinal (3%), desenvolvimento (4%), transcri¢ao (4%), e outros (15%).

Classificacio do GO das Bibliotecas 1 e 2

traducdo de sinal
3%

transporte
16%

resposta a estimulo
2%
proteina dereserva
da hemolinfa
5%
fosforilagdodea.a.
3%

metabolismo de
carboidrato
6%

polimerizagdo de
proteina constitutiva
7%

desenvolvimento
4%
sinalizagdo
5%
mitocondrial/ribossomal
11%

Figura 9 - Grafico da anotacio das seqiiéncias que obtiveram similaridade com o BLAST/ GO

das bibliotecas 1 e 2 (larva X linhagem aptera).
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Das bibliotecas de larva x linhagem ninfal (biblioteca 3 e 4) foram seqiienciadas 20
placas, que apds trimadas geraram 1.898 sequéncias de boa qualidade, as quais foram
submetidas a busca por similaridade das sequéncias geradas originando dois grupos: as
sequéncias que possuiam alguma similaridade com algum gene conhecido ou as sequéncias
“no hits”. A quantidade de sequéncias que ndo apresentaram similaridade com nenhum
gene foi elevada (88,35%).

Logo apds a submissdo de busca por similaridade, as sequéncias foram agrupadas
baseadas no seu “first hit” do BLASTX. Essa andlise gerou 168 grupos, os quais foram
anotados manualmente através dos dados fornecidos pelas buscas de similaridade e também
pela anotagdo automadtica do programa Gene Ontology Figura 10). Trinta por cento das
sequéncias foram relacionadas com metabolismo (13% processos metabdlicos de proteina,
2% metabolismo de carboidratos, 6% regulacdo de processos metabodlicos, e 9% outros
processos metabdlicos) seguido por sequéncias relacionadas a transporte (18%). As demais
sequéncias apresentaram similaridade com outros processos biologicos, tais como;
proteinas de reserva da hemolinfa (5%), polimerizacdo de proteina constitutiva (7%),
resposta a estimulo (2%), fosforilagdo de aminodcidos (4%), mitocondrial/ribossomal
(12%), regulacdo de transcricdo (7%), resposta a estresse (1%), embriogénese (1%), e

outros (13%).
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Classifica¢io do GO das Bibliotecas 3 e 4
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Figura 10- Grafico da anotacdo das seqiiéncias que obtiveram similaridade com o BLAST/

GO das bibliotecas 3 e 4 (larva X linhagem ninfal).

Para a validagdo dos dados das bibliotecas subtrativas alguns genes foram
selecionados para o experimento de Real Time PCR. Das bibliotecas de larva x linhagem
neutra (bibliotecas 1 e 2), 13 genes foram escolhidos para a validac¢do (Tabela 3). Os cinco
genes selecionados das bibliotecas de larva x linhagem imaginal (bibliotecas 3 e 4) estdo na

Tabela 4.
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Tabela 3- Genes escolhidos para a validaciao das bibliotecas subtrativas 1 e 2.

Gene 1° Hit Blast Provavel classificaciao Biblioteca
EF1% elongation factor 1-alpha Biossintese protéica Linhagem
[Homalodisca coagulata] dptera/Larva
CALR Calreticulin [Apis Calreticulina — proteina que se Larva
mellifera] liga ao cdlcio
Regenectina| Regenectina Periplaneta Linhagem dptera
americana
Ferritina ferritin 2 [Anoplophora | Ferritina — estoque e transporte de| Linhagem dptera
glabripennis] ferro
Lisozima salivary lysozyme Lisozima — enzima envolvida na | Linhagem édptera
[Anopheles stephensi] digestdo
Epoxide Juvenile hormone epoxide| Degradagdo de hormonio juvenil Larva
hidrolase hydrolase 1 [Drosophila
(JHEH) melanogaster]
SDH Sorbitol dehydrogenase A Sorbitol deidrogenase ¢ uma | Linhagem &ptera
(L-iditol 2-dehydrogenase)| enzima que catalisa a oxidacdo do
[Tribolium castaneumy] sorbitol em frutose
[-actina Reticulitermes flavipes B-actina — proteina constitutiva | Larva/Linhagem
beta-actin utilizada como controle para aptera
reacdo de transcricao
Quitinase chitinase [Monochamus Catabolismo de quitina Linhagem dptera
alternatus]
Endo-B-1,4- Hidrélise de ligagdes B-1,4 de Linhagem 4ptera
glicanase peptideos
a-amilase a-amilase Blatella Linhagem dptera
germanica
a-tubulina | alpha-tubulin [Laodelphax Proteina constitutiva Linhagem
striatellus] neutra/Larva
Pro- prohormone convertase 1| As pré-convertases sdo um dos | Linhagem &4ptera
Hormonio [Rana catesbeiana] sete membros da familia das
Convertase endoproteases, que ativam
proteinas por clivagem.

Tabela 4 - Genes escolhidos para a validacao das bibliotecas subtrativas 3 e 4.

Gene 1° Hit Blast Provavel classificacio Biblioteca
Hexamerina I hexamerin I - Proteina de reserva que Linhagem
Reticulitermes flavipes se liga a HJ ninfal/Larva
Hexamerina IT hexamerin IT Proteina de reserva que Larva
Reticulitermes flavipes se liga a HJ
Vitelogenina Vitellogenin precursor Proteina de reserva Linhaninfal

(Vg-1)- Periplaneta
americana

B-glicosidase

beta-glucosidase
Neotermes koshunensis —
Neofem 2 —
Cryptotermes secundus

Enzima envolvida na
degradacdo da celulose/
feroménio de
comunicacgdo

Linhagem ninfal

Citocromo Oxidase III

Cytocrome oxidase
subunit III —
Reticulitermes speratus

Transporte de elétrons

Linhagem ninfal
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A primeira etapa para comparar os niveis de expressao dos genes selecionados foi
fazer a anotacdo de quantas vezes aquele gene foi encontrado nas bibliotecas. A Figura 11
mostra o grafico com o nimero de vezes em que a sequéncia de cada gene foi encontrada
nas bibliotecas 1 e 2. As sequéncias dos genes escolhidos das bibliotecas 3 e 4 estdo na

Figura 12.
Biblioteca1e 2

JHEH Bl Larva
Regenectina

SDH
Quitinase

@ Linhagem aptera

Pro-hormonio convertase
Lisozima

Ferritina

Endo-p -1,4-glicanase
Ef1o

Calreticulina

o, -amilase
I I I I I I

o ° O RS S gf
Numero de sqgs encontradas na biblioteca

Figura 11- Gréfico do niimero de vezes que cada gene foi encontrado nas bibliotecas 1 e 2.
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Biblioteca 3 e 4
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Figura 12 - Grafico do nimero de vezes que cada gene foi encontrado nas bibliotecas 3 e 4.

3 - PCR em Tempo Real das bibliotecas subtrativas

A expressdo dos 18 genes escolhidos foi avaliada por PCR em tempo real para a
validacdo da biblioteca e verificacdo da expressdo entre as diferentes castas. A expressao
relativa dos genes selecionados para as bibliotecas 1 e 2 estdo na Figura 13. Os genes
selecionados para o estudo de expressao diferencial das bibliotecas 3 e 4 podem ser vistos

na Figura 14.
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Biblioteca Linhagem aptera - Larva

JHEH
SDH
Quitinase

B8 Larva
@B Linhagem &ptera
Pro-hormonio convertase

lisozima

Ferritina
Endo-b-1,4-glicanase
EF1a

calreticulina

a-amilase

Figura 13 - Gréfico da expressao diferencial dos genes selecionados nas bibliotecas 1 e 2.

Biblioteca
Linhagem Imaginal - Larva

Bl Larva
betaglicosidase

' @ Linhagem ninfal

Vitelogenina

Hexamerina Il

Hexamerina |

coxii

Q A\ Vv ) ™ )
U.A

Figura 14- Gréfico da expressao diferencial dos genes selecionados nas bibliotecas 3 e 4.
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Dos dezoito genes selecionados para a validagdo por Real Time PCR apenas trés
nao foram validados, ou seja, 83,34% dos genes foram validados, o que estd de acordo com
os dados da literatura e da experi€ncia em nosso laboratério (de Andrade et al., 2010).

Dentre os genes selecionados para a validagdo das bibliotecas, alguns tiveram seu
papel em relacdo a diferenciacdo de castas investigado. Para isso foram realizados estudos
de expressdo relativa nas diferentes castas e estdgios de desenvolvimento da col6nia do
cupim C. gestroi.

O gene que codifica a enzima endo--1,4 glicanase foi encontrado diferencialmente
expresso na biblioteca de linhagem neutra subtraida de larvas. Sua expressdo se mostrou
significativamente elevada em operdrios em relacdo aos outros estidgios de desenvolvimento
(Figura 15). Nos reprodutores alados apesar de nao ser significativa a diferenca de

expressao, ela também se mostra mais elevada em relagdo as outras castas.

Endo-3-1,4-glicanase
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Figura 15 - Niveis de expressio relativa do gene que codifica endo- B-1,4 glicosidase nas
diferentes castas e estagio de desenvolvimento de C. gestroi. O eixo Y indica a expressao relativa
em unidades arbitrdrias e os dados sdo médias de trés experimentos independentes. Diferencas

significativas estdo indicadas pelos simbolos; Teste de Tuckey: * p < 0,05).
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O gene que codifica a B-glicosidase foi encontrado na biblioteca da linhagem neutra
e se mostrou diferencialmente expresso em operdrios em relagdo aos outros estagios de

desenvolvimento (Figura 16).

Betaglicosidase

o
o
—h
o
)} @
1

Figura 16 - Niveis de expressao relativa do gene que codifica B-glicosidase nas diferentes
castas e estagio de desenvolvimento de C. gestroi. O eixo Y indica a expressdo relativa em
unidades arbitrdrias e os dados sdo médias de trés experimentos independentes. Diferencas

significativas estdo indicadas pelos simbolos; Teste de Tuckey: * p < 0,05).

O gene que codifica vitelogenina, encontrado diferencialmente expresso na
biblioteca de linhagem imaginal se mostrou mais expresso em reprodutores alados em

relacdo as outras castas e estagios de desenvolvimento (Figura 17).
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Figura 17 - Niveis de expressdo relativa do gene que codifica Vitelogenina nas diferentes
castas e estagio de desenvolvimento de C. gestroi. O eixo Y indica a expressdo relativa em
unidades arbitrdrias e os dados sdo médias de trés experimentos independentes. Diferencas

significativas estdo indicadas pelos simbolos; Teste de Tuckey: * p < 0,05).

O gene que codifica a enzima epdxido hidrolase, responsdvel pela degradagdao do
hormodnio juvenil foi encontrado diferencialmente expresso na biblioteca de linhagem
neutra subtraida de larvas e apresentou niveis elevados de expressdo em operdrios em

relacdo aos demais estdgios de desenvolvimento e castas (Figura 18).
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JHEH

Figura 18 - Niveis de expressao relativa do gene que codifica JHEH nas diferentes castas e
estagio de desenvolvimento de C. gestroi. O eixo Y indica a expressdo relativa em unidades
arbitrarias e os dados sdo médias de trés experimentos independentes. Diferencas significativas

estdo indicadas pelos simbolos; Teste de Tuckey: * p < 0,05).

O gene que codifica a Hexamerina I, encontrada diferencialmente expressa na
biblioteca de linhagem neutra subtraida de larvas, apresentou altos niveis de expressdo na

casta dos operdrios em relac@o as demais castas (Figura 19).
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Hexamerina |

Figura 19 - Niveis de expressio relativa do gene que codifica a Hexamerina I nas diferentes
castas e estagio de desenvolvimento de C. gestroi. O eixo Y indica a expressdo relativa em
unidades arbitrdrias e os dados sdo médias de trés experimentos independentes. Diferencas

significativas estdo indicadas pelos simbolos; Teste de Tuckey: * p < 0,05).

O gene que codifica a Hexamerina II, encontrado diferencialmente expresso na
biblioteca de larvas subtraida de linhagem imaginal, apresentou niveis elevados de
expressdo em operdrios em relagdo aos demais estdgios de desenvolvimento e castas

(Figura 20).
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Figura 20- Niveis de expressio relativa do gene que codifica Hexamerina II nas diferentes
castas e estagio de desenvolvimento de C. gestroi. O eixo Y indica a expressdo relativa em
unidades arbitrarias e os dados sdo médias de trés experimentos independentes. Diferencas

significativas estdo indicadas pelos simbolos; Teste de Tuckey: * p < 0,05).

4 — Sequenciamento de segunda geraciao

O pirosequenciamento foi realizado com amostras de RNA mensageiro de operarios
e soldados. Depois da trimagem das sequéncias, ou seja, retirada da cauda poli a,
sequéncias de adaptadores utilizados e sequéncias de baixa qualidade, foi feita a montagem
dos “contigs”. Das 1.526,647 sequéncias de boa qualidade obtidas com o seqiienciamento,
foram formados 110.899 “contigs”. A andlise dos genes diferencialmente expressos feita
pelo programa DEGseq gerou 3.921 sequéncias com diferenga estatistica (p < 0,001) entre
operdrios e soldados. Destes destacam-se os dez mais representativos que estdo na tabela a

seguir (Tabela 5).
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Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos entre operarios e soldados de C. gestroi

através do pirosequenciamento.

First Hit N° vezes em que a N° vezes em que a Valor de p
sequéncia é sequéncia é
encontrada em encontrada em
operarios soldados
dbj|BAG30740.1| muscle 829 2483 6,30E-223
myosin heavy chain [Papilio
xuthus]
muscle-specific protein 300 500 1188 3,40E-71
[Tribolium castaneum]
ref[XP_002432355.1| 401 1053 3,89E-77
paramyosin, long form,
putative [Pediculus
dbj|BAA87882.1| soldier- 1 162 2,89E-58
caste specific protein 1
[Hodotermopsis
dbj|BAD84176.1| cytochrome 41 15 1,74E-10
P450 [Hodotermopsis
sjoestedti]
family 4 cytochrome P450 23 8 4,96E-07
[Coptotermes acinaciformi
Hydroxymethylglutaryl-CoA 2 34 2,31E-10
synthase (HMGS)
AACT - Acetoacetil coenzimal 33 16 5,05E-06
A tiolase
gb|AAU20852.2| hexamerin 331 12 0
II [Reticulitermes flavipes]
gb|AAU20851.2| hexamerin I 638 16 0
[Reticulitermes flavipes]

Ap6s a busca de similaridade constatou-se que do total das “contigs”, 80.640 eram
“no hits” (72,71%). As 30.259 sequéncias que obtiveram similaridade foram divididas em
grupos de acordo com o resultado do BLAST X: 977 sequéncias apresentaram similaridade
com bactérias, 24.348 sequéncias apresentaram first hit com sequéncias de insetos e 4.944
sequéncias tiveram outros organismos como first hit (nestes incluem protozodrios
vertebrados e fungos) (Figura 21). Os resultados de expressdo diferencial do

pirosequenciamento foram confirmados por Real Time PCR em 6 genes (Figura 22).
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bactérias
3%

outros
16%

Figura 21 - Grafico que mostra a classificacio das sequéncias por resultado do First hit do

BlastX

Genes Piro Genes Piro Real Time PCR

endo-beta-1,4-glicanase I endo-beta-1,4-glicanase — - Soldafj?s
B operarios
Hexamerina ll Hexamerina Il
Hexamerina | Hexamerina | I
Lacase Lacase
HMGS HMGS
RACT AACT

r T T T T 1 l l 1 Ql ‘; Ql ‘; Ql (; Ql
Rt STOTNINT A A0
Numero de sequéncias encon’iradas .

Figura 22 - Graficos mostrando o resultado da expressio diferencial do pirosequenciamento

em comparacio aos resultados do estudo de expressao de Real Time PCR de seis genes.
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4.1 - Genes com aplicaciao biotecnoléogica

Um screening em todas as sequéncias do pirosequenciamento foi realizado para
selecionar enzimas relacionadas com a degradacdao da lignocelulose (Figura 23). As
enzimas identificadas foram listadas na tabela abaixo (Tabela 6). As sequéncias completas
destes genes estdao em anexo (ANEXO II). Além disso, outras 16 sequéncias ndo completas

de enzimas também foram identificadas (Tabela 7).

MADEIRA
HEMICELULOSE CELULOSE LIGNINA

*Endo —R-1,4-xilanase *Endo-R-1,4glicanase eLacase 1
*Xilanase GH 11 (enddgena)
*Xilanase GH 10 *Endo-R-1,4glicanase (protozoa)
*Hexosaminidase *Endo-R-1,3glicanase
*-galactosidase *Endo-R-celobiohidrolase 1
*Endo-1,4-R-galactosidase *R-glicosidase (enddgena)
*GH F 31 *-glicosidase (bactéria)
earabnofuranosidase *Celulase GH F 5
*a- galactosidase *Exoglicanase GH F 7

*Celobiohidrolase GH F7

Figura 23 - Esquema com todas as enzimas relacionadas com a degradacio da madeira

encontradas em C. gestroi.
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Tabela 6 - Enzimas identificadas no pirosequenciamento.

Enzima First hit (Blast X) E-value
Endo-f-1,4-glicanase Endo-beta-1,4-glucanase 0
(end6gena) (Coptotermes formosanus)
B-glicosidase ADB23476.1 beta-glucosidase 0
(endégena) (Coptotermes formosanus)
Lacase 1 ACX54558.1 — Laccase 6 0
(endégena) (Reticulitermes flavipes)
Endo-f-1,3glicanase ABR28480.1 beta-1,3 (4)- 2e-74
(end6gena) glucanase LICI1 (Periplaneta
americana)
Endo-fB-celobiohidrolase 1 CAK18913.1 — cellulose 1,4 — 6e-173
(simbionte) beta-cellobiosidase precursor
(Pleuroptus SP. Florida
Endo-B-1,4xilanase 1 YP_003873130.1 Beta-1,4- 4e-103
(simbionte) xylanase (Paenibacillus polymyxa
E681)
Tabela 7- Sequéncias nao completas de enzimas envolvidas na quebra
lignocelulose.
Enzima Familia de Glicosil Provavel origem
hidrolase
Celobiohidrolase GHF7 Protozodrio simbionte
Exoglicanase GHF7 Protozodrio simbionte
Celulase GHFS5 Protozodrio simbionte
Xilanase GHF 11 Bactéria simbionte
a- galactosidase GHF 59 Bactéria simbionte
Xilanase GHF 10 Bactéria simbionte
Endo-B-1,4glicanase GHF7 Protozoario simbionte
Glicosil hidrolase GHF 31 Protozodrio simbionte
Trichomonas vaginalis
B-galactosidase GHF 42 Bactéria simbionte
Hexosaminidase GHF 20 Endégena
Endo-1,4-B-galactosidase] GHF 53 Bactéria simbionte
Arabnofuranosidase GHF 62 Bactéria simbionte
B-glicosidase GHF3 Bactéria simbionte

da
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DISCUSSAO
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1 - Bibliotecas subtrativas

O nuimero de sequéncias génicas de cupins publicadas é extremamente reduzido.
Por este motivo utizamos a técnica de biblioteca subtrativa suprimida (SSH) para entender
as diferencas de expressdo génicas nas diferentes castas. . Este € um método alternativo
para se identificar novos genes em organismos ndo modelo, tal como C. gestroi. Como essa
técnica permite que apenas duas amostras sejam comparadas, as linhagens imaginal e
neutra foram comparadas as larvas. Para isso quatro bibliotecas foram construidas: (1) larva
subtraida da linhagem dptera, (2) linhagem dptera subtraida da larva, (3) larva subtraida da
linhagem ninfal e (4) linhagem ninfal subtraida da larva.

O sequenciamento das 40 placas gerou 1.851 reads das bibliotecas 1 e 2 e 1.846
reads das bibliotecas 3 e 4. Ap6s a realizacdo da busca de similaridade com o banco de
dados do NCBI constatou-se que o nimero de sequéncias que ndo possuiam similaridade
com nenhuma sequéncia depositada, ou seja, “no hit”, foi muito elevada em todas as
bibliotecas. Isto sugere que esses genes devem ser espécie especificos, ja que ndo existem
genomas de cupins para comparagao no banco de dados.

Dos genes que apresentaram similaridade com sequéncias do banco de dados, foi
realizada a classificacdo do Gene Ontology em processo bioldgico. Em todas as bibliotecas
observou-se que os processos metabdlicos sdo os melhor representados. Isto sugere que
esses genes possuem funcdes bioldgicas bésicas. Esses dados sdo semelhantes aos obtidos
com a biblioteca construida com ESTs de operarias de Apis mellifera (Nunes et al., 2004).

Os 18 genes escolhidos foram investigados em todos os estidgios de
desenvolvimento através da técnica de Real Time PCR. Dentre estes, alguns se destacaram
por apresentar uma varia¢do bem distinta entre as castas e estarem claramente relacionados
com func¢des especificas na diferenciagdo de castas.

O gene que codifica a enzima endo-f-1,4-glicanase foi encontrado na biblioteca de
linhagem &ptera subtraida de larvas e também na biblioteca de linhagem ninfal subtraida de
larvas. Esta enzima hidrolisa a celulose em celobiose e € encontrada nas glandulas salivares
de cupins, tais como C. formosanus (Watanabe e Tokuda, 2001). Analisando o experimento
de PCR em tempo real, o que se mostrou interessante foi a expressao elevada da endo-B3-

1,4-glicanase no RNAm de operarios, confirmando a hipdtese de que esta casta expressa
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esta enzima ja que necessitam dela para realizar a quebra da celulose para a alimentagdo
dos demais individuos da colonia.

Acredita-se que esta enzima também esteja presente nos alados utilizados na
confeccdo da biblioteca da linhagem ninfal, ja que eles deixam o ninho de origem e saem
para formar o seu proprio, sendo obrigados a cuidar e alimentar sua primeira cria. Para isso,
eles carregam alguns endossimbiontes e também as enzimas que auxiliam na degradagdo da
madeira (Scharf et al, 2005). Dados indicam que as ninfas também apresentem celulases.
Scharf e colaboradores (2003) mostraram que os niveis de transcritos para celulases eram
mais elevados em operdrios e ninfas em relacdo as outras castas. Apesar da diferenca de
expressao nao ser estatisticamente significativa entre as ninfas e alados, podemos observar
que a endo-B-1,4-glicanase é aparentemente mais expressa nestas castas em relagdo as
larvas (Figura 15).

Estudos de expressdo diferencial realizados com a espécie de cupim Cryptotermes
secundus (Weil et al., 2007) identificaram alguns genes que se mostraram importantes na
diferenciac@o de castas. O gene Neofem 2 similar ao gene da B-glicosidase de Neotermes
koshunensis foi encontrado e as andlises do PCR em tempo real revelaram que ele é
expresso exclusivamente em fémeas da linhagem reprodutiva, sugerindo uma fungdo
especifica ligada ao sexo. RNA de interferéncia foi realizado com o gene Neofem 2 para
confirmar sua importancia na supressao da casta reprodutiva em Cryptotermes secundus.
(Korb et al., 2009). Foi constatado que o Neofem 2 estd relacionado com a producio de um
hormoénio modificador em cupins, o qual faz com que os pseudergates (falso operarios)
saibam que a rainha estd presente no ninho. Com o bloqueio desse gene na rainha, os
demais individuos da colonia se comportaram como se a rainha nio estivesse presente,
aumentando o comportamento agressivo entre os pseudergates para a disputa do “trono” da
coldnia (Korb et al., 2009). Em C. gestroi, no entanto, ndo foi observado esse aumento de
expressao na rainha (Figura 16). Esta enzima parece ter importante papel na degradagdo de
celulose, ja que a casta dos operdrios apresenta maior expressdao deste gene em relagio aos
demais. Em H. sjostedti as glandulas salivares dos operdrios sdo responsdveis por secretar
tanto a endo-fB-1,4-glicanase, quanto a B-glicosidase, portanto, ocorre uma reducdo na
expressao de ambos os genes quando se dé a diferenciagcdo de operdrios em soldados (Fujita

et al.,2008). Em C. gestroi a mesma reducao foi observada. Desta forma, tomando todos os
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dados em conjunto podemos hipotetizar que a -glicosidase esteja atuando na degradacio
da celulose em C. gestroi.

O hormonio juvenil tem um papel importante na regulacao do desenvolvimento de
insetos. Os processos afetados pelo hormodnio juvenil incluem desenvolvimento
embriondrio, diapausa, desenvolvimento de pupa para a fase adulta, producdo de
feromonios e processos reprodutivos em insetos adultos (Jones, 1995). O horménio juvenil
pode ter efeito estimulatério ou inibitério, dependendo do hormdnio com o qual estd
atuando em conjunto. A fim de esclarecer sua fun¢ao, estudos foram desenvolvidos para a
melhor compreensdo de sua biossintese, transporte e degradacdo. A enzima epdxido
hidrolase do hormoénio juvenil (HJEH) contribui para a degradacdo desse hormonio,
fazendo sua hidrélise (Hartferlder, 2000). Estudos demonstraram que a forma de atuacdo do
hormonio juvenil e sua degradacdo variam de espécie para espécie, de acordo com o estagio
de desenvolvimento no qual o inseto se encontra. Na pulga Ctenocephalides felis, a HIEH
tem baixa atividade em estdgios larvais porque baixos niveis dessa enzima favorecem a alta
producdo de hormdnio juvenil. Em adultos, no entanto, sua atividade € alta principalmente
em tecidos ovarianos, indicando que os processos reprodutivos estdo diretamente ligados a
enzima (Keiser, 2002). Em C. gestroi a JHEH foi encontrada na biblioteca de linhagem
aptera subtraida de larvas. A determinacdo de castas nos cupins é fortemente influenciada
pelo sistema enddcrino (Liischer 1958), e sabe-se que nestes insetos o hormonio juvenil
estd intimamente ligado com a mudanga de castas de operario para soldados. Estes dados
confirmados pela expressdo génica indicam que esta enzima tem sua importdncia na
diferenciacdo de castas em C. gestroi.

Em insetos, a maior parte das proteinas de hemolinfa, tais como vitelogenina,
proteinas de reserva (hexamerinas, proteinas ricas em metionina, califorinas e lipoforinas),
proteinas responsivas a hormonio juvenil e algumas proteinas associadas a diapausa sdo
primeiramente sintetizadas no corpo gorduroso e secretadas na hemolinfa. Em geral, as
principais funcOes dessas proteinas sdo reserva nutricional, ligacdo e transporte.
Vitelogeninas de insetos, frequentemente chamadas de proteina de gema, s@o um grupo
grande de fosfoglicoproteinas homoélogas. A caracterizacdo molecular do ¢cDNA da
vitelogenina de diferentes insetos indica que a estrutura primdria desses genes €

extremamente conservada (Lee, 2000). Além de prover nutricio para o embrido em
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desenvolvimento, as vitelogeninas também funcionam como proteinas carreadoras de
lipideos, fosfatos, vitaminas, metais, carboidratos € hormonios.

Um gene que codifica uma vitelogenina foi identificado diferencialmente expresso
na biblioteca de linhagem ninfal subtraida de larvas (Figura 17). Em um estudo de
diferenciagdo de expressdo de castas realizado com o cupim Reticulitermes favipes (Scharf
et al., 2005) foi descrita uma expressdo elevada de vitelogenina em ninfas, alados e
reprodutores suplementares. Como esperado, os resultados do estudo de expressdo
diferencial confirmam os dados obtidos na biblioteca e na literatura.

As hexamerinas dos insetos sdo importantes proteinas de reserva e também de
ligacdo a hormonios. Zhou e colaboradores (2006) demonstraram, através da técnica de
RNA de interferéncia, uma nova fungdo para as hexamerinas. Estas proteinas de cupim se
mostraram importantes na inibi¢do de mudanca de castas de operdrio para soldado. Este
mecanismo de regulacdo de castas resulta em individuos temporariamente imaturos
(operdrios). Nesse estudo, com o silenciamento da hexamerina II o nimero de soldados
aumentou, sugerindo um importante papel desta proteina na supressdo da diferenciacdo da
casta de soldado. Nossos resultados mostraram que este gene foi encontrado
diferencialmente expresso na biblioteca de larvas subtraida da linhagem ninfal, sugerindo
que ele pode estar influenciando a mudanca de castas das larvas. Nos resultados de
expressdo génica o gene da Hexamerina II estd mais expresso nas larvas em relacdo a
linhagem ninfal (Figura 20), embora ndo apresente diferenca estatisticamente significativa.
Estes dados podem ser explicados porque na linhagem ninfal todas as castas jd estdo na fase
adulta, e aparentemente ndo existem motivos para a producdo desta proteina. Ja a
hexamerina I que foi encontrada em ambas as bibliotecas, pode representar importante
papel de reserva; este fato justifica sua presenca em todas as castas. Os dados de expressao
génica mostraram que a hexamerina I € bastante expressa em operdrios e também em
algumas das castas que compdem a linhagem ninfal, como as ninfas e os reprodutores

alados (Figura 19).
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2- Sequenciamento de segunda geracao

2.1 — Genes relacionados a regulacao de castas

Os resultados deste trabalho representam o maior nimero de sequéncias génicas de
C. gestroi ja publicados. Apds os procedimentos metodoldgicos para a exclusdo das
sequéncias de baixa qualidade e das regides nao relevantes, restaram 1.526,647 sequéncias
(“reads”). Estas foram montadas em 110.899 “contigs”. Este nimero de sequéncias é
aparentemente elevado para um transcriptoma de uma espécie de cupim, mas ndo se pode
esquecer que C. gestroi é um cupim inferior, portanto, possui uma microbiota de
simbiontes bem diversificada. As sequéncias puderam ser divididas em trés grupos:
similares as sequéncias de insetos; similares a sequéncias de bactérias; e outro grupo que
incluiram protozodrios simbiontes, fungos e também sequéncias conservadas de
vertebrados.

Para saber a diferenca de expressdo entre as castas de operdrios e soldados o
programa DEGseq foi utilizado. Considerando uma significincia estatistica elevada
(p<0,001), obtivemos 3.921 sequéncias diferencialmente expressas entre operdrios e
soldados.

A regulacdo da mudancga de castas de operdrio para soldado em cupins € modulada
por vérios fatores ligados ao HJ. Baseado nisso foram selecionados genes relacionados a
proteinas de reserva, via de producdo de HJ e genes exclusivos de uma das castas que
apresentam caracteristicas especificas.

A titulo de exemplo, na Tabela 5 podem-se observar dez genes relacionados com a
mudanca de castas. Os quatro primeiros genes tratam-se de sequencias mais expressas em
soldados, ou seja, genes relacionados a caracteristicas especificas de soldados. Levando-se
em consideracdo que a dramdtica mudanga morfolégica de operdrio para soldado requer um
significativo rearranjo do corpo (Miura, 2004), € justificidvel que algumas dessas sequéncias
estejam relacionadas a genes presentes na musculatura, provavelmente, devido ao fato desta
ser altamente desenvolvida na mandibula dos soldados.

Outras duas sequéncias sdo similares as encontradas no citocromo P450, o qual
apresentam um importante papel na biossintese e metabolismo de hormdnios morfogénicos
e terpendides (Anderson et al., 1997). Na barata Diploptera punctata a enzima CY15Al1,

uma P450, degrada o metil farnesoato para produzir HJ III (Helvig et al., 2004). Nos cupins
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varios genes P450 da familia CYP4 sofreram alteracOes durante a expressdo de HJ
induzindo a diferenciacdo de operarios em pré-soldados, sugerindo que esses genes tem
papel na mediacdo ou atenuacdo da diferenciacdo de soldados (Zhoul et al., 2006b). A
expressdo mais elevada desses compostos em operdrios pode indicar que esses genes
estejam envolvidos na diferenciacdo de castas em C. gestroi, embora mais estudos sejam
necessarios para essa confirmacao.

Os dois dltimos genes encontrados diferencialmente expressos, O AACT e o HMG-
S, estdo presentes na via do mevalonato. O aumento da expressao de HJ III faz com que os
genes envolvidos nessa via aumentem. Analisando um estudo realizado com o Coleoptero
Ips pini, constatou-se que os machos, ao se alimentarem do floema, produzem HJ III na
glandula corpora allata, sintetizando ipsdienol pela via do mevalonato (Keeling et al.,
2004). Apos a producdao do feromdnio ele € liberado para que outros individuos também
venham se alimentar, funcionando como um feromonio de agregacdo. O gene da AACT ¢é
mais expresso em operarios em relacao aos soldados e o gene da HMG-S € mais expresso
em soldados em relagdo aos operdrios. A PCR em tempo Real confirmou essa expressao
diferencial (Figura 22). Este resultado sugere que a variagdo de expressao dos dois genes
esteja influenciando a mudanca de castas de operario para soldado, no entanto, ainda sdao
necessarios mais experimentos para que essa expressdo diferencial seja mais bem
compreendida.

Os genes que codificam hexamerinas (Hex I e Hex II), confirmando os dados das
bibliotecas  subtrativas, foram encontrados diferencialmente  expressos  no
pirosequenciamento. As hexamerinas dos cupins tém cada vez mais se mostrado atuantes
na resposta do mecanismo que afeta a atividade do HJ, provavelmente limitando sua
disponibilidade (Scharf et al., 2007). Antes de se saber a identidade dessas proteinas
soliveis na hemolinfa, elas foram identificadas e completamente sequenciadas em R.
flavipes (Scharf et al., 2005). Com a técnica de RNA de interferéncia foi descoberto que o
silenciamento de ambas as hexamerinas leva a um aumento significativo da diferenciacao
de soldados dependente de HJ. Isto forneceu a primeira evidéncia de que as hexamerinas
inibem a formagao de pré-soldados, ao invés de induzir essa diferenciacao. O significado
evolutivo dessa regulacdo seria o de manter o equilibrio da colénia com uma propor¢do

ideal entre operdrios e soldados. A elevada expressio em operdrios de ambas as
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hexamerinas faz com que o HJ III se ligue a essas proteinas fazendo com que esses
individuos permanecam como operarios, ao passo que os soldados apresentam niveis de
expressdo muito baixos de ambas as proteinas, como mostrado pelos nossos dados em C.
gestroi (Figura 22). Sabe-se também que os fatores nutricionais e ambientais interferem
nesse mecanismo de diferenciacdo (Scharf et a.l, 2007). Experimentos futuros com
variacOes nutricionais e de temperatura devem ser realizados para comprovar se em C.

gestroi esses fatores realmente interferem na expressao dessas proteinas.

2.2 - Genes com aplicaciao biotecnoléogica

A andlise preliminar dos resultados do pirosequenciamento foi realizada com o
objetivo de identificar enzimas envolvidas na degradacdo da lignocelulose. Os resultados de
busca de similaridade com o banco de dados do NCBI revelaram sequéncias de seis
diferentes genes com aplicacdo biotecnoldgica.

Estudos de digestomas de cupins vém sendo realizados para a identificacdo de
enzimas envolvidas na quebra da lignocelulose e também para compreengao de sua forma
de atuagdo. O sequenciamento da metagendmica dos simbiontes do intestino posterior de R.
speratus gerou celulases pertencentes a 10 familias de glicosil hidrolases (GH) (Todaka et
al., 2007). Nenhuma lignase foi encontrada e dos nove genes identificados destacaram-se
trés celobiohidrolases/exoglicanases e 6 endoglicanases. A familia GH 7 foi a mais
encontrada neste estudo. O sequenciamento de bibliotecas de cDNA preparadas com vdrias
castas de R. flavipes revelou celulases endégenas do cupim e de seus simbiontes (Scharf e
Tartar, 2008). Mais de 11.000 ESTs foram sequenciadas do transcriptoma do trato digestivo
deste inseto o que revelou glicosil hidrolases de 28 familias diferentes. Além de
endoglicanases, exoglicanases e xilanases, varias candidatas a lignases foram identificadas
(lacases, peroxidades, ep6xido hidrolases, etc). A metagendmica de uma espécie de
Nasutitermes foi realizada por Warnecke e colaboradores (Warnecke et al., 2007). Como os
préprios autores constataram essa metagendmica ‘“mostra como um ambiente de 1uL pode
ser tdo complexo”. Como o Nasutitermes é um cupim superior ele ndo apresenta
protozodrios em seu trato digestivo, no entanto secretam suas proprias celulases e abrigam
bactéria celuloliticas. Esse estudo combinou técnicas recentes de pirosequenciamento e

sequenciamento tradicional (Sanger) para sequenciar o DNA presente nos organismos da
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porcao posterior do intestino. Foram descritos 12 filos de bactérias presentes, mais de 200
genes relacionados com a degradacdo da lignocelulose e nenhuma lignase foi encontrada,
colaborando com a hipétese de que a lignina nao é degradada pelos endossimbiontes.

Com a identificacdo desse conjunto de enzimas podemos propor os seguintes passos
de degradacdo da lignocelulose em C. gestroi; a degradacdo da lignocelulose tem inicio
com a quebra da madeira em particulas pequenas devido ao aparato bucal desenvolvido
para esse tipo de alimentacdo. Uma lacase, enzima relacionada com oxida¢do de compostos
fendlicos, entraria em acao para quebrar a lignina. A préxima etapa seria a degradacio da
hemicelulose, estdgio critico para tornar a despolimerizacdo da celulose acessivel (Saha,
2003). A biodegradacdo completa da hemicelulose requer atividade combinada de muitas
enzimas, dentre elas, endo-exo-f-1,4-xilanases, B-xilosidases, a-arabinofuranosidases, o-
uronidases, e esterases. Nesta etapa as enzimas dos simbiontes do trato digestivo seriam as
mais atuantes. Em C.gestroi a endo-B-1,4 xilanase, xilanases das familias de glicosil
hidrolases 10 e 11, uma hexosaminidase, uma [-galactosidase, uma endo-1,4-f-
galactosidase, uma arabnofuranosidase, a- galactosidase e uma glicosil hidrolase da familia
31 estariam atuando nesta etapa. A ultima etapa do processo de degradacdo da
lignocelulose seria a degradacdo da celulose. A endo —B-1,4- glicanase produzida na
glandula salivar de C. gestroi estaria atuando juntamente outra endo —B-1,4- glicanase
produzida por simbiontes e também uma endo —-1,3- glicanase na quebra da celulose em
glicose e celobiose. As celobiohidrolase, tais como a endo-B-celobiohidrolase € uma
celobiohidrolase (GH F 7) estariam atuando na celobiose transformando-a em celotriose
que por sua vez estariam sendo hidrolizadas por B-glicosidases (tanto a endégena do cupim
quanto a de origem bacteriana) para a liberacdo de monomeros de glicose.

Neste trabalho foi gerado o maior nimero de sequéncias ja publicadas de C. gestroi.
As andlises levadas a efeito até agora possibilitaram avaliar mecanismos de diferenciacao
de castas que ainda ndo haviam sido descritos nesta espécie. Além disso, foi possivel
identificar dezenove enzimas que participam do processo de quebra da lignocelulose.

Tomados em conjunto, nossos resultados podem contribuir de maneira significativa
para uma melhor compreensdao dos ainda misteriosos mecanismos da vida social dos

cupins.
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Quanto aos genes diferencialmente expressos nas diferentes castas:

— os genes que codificam endo- -1,4-glicanase, B-glicosidase, a ep6xido hidrolase do
hormonio juvenil foram identificados nas bibliotecas de linhagem aptera e
confirmaram sua maior expressao na casta dos operarios;

— o0 gene da vitelogenina foi encontrado na biblioteca de linhagem ninfal e sua maior
expressao foi confirmada em rainhas e alados;

— os genes da Hex-I e Hex-II também se mostraram mais expressos em operarios
confirmando os resultados obtidos nas bibliotecas subtrativas. Deste modo nossos
dados contribuem para indicar uma fun¢do muito importante na manutencdo da
casta de operdrio, ja que sua expressao estd extremamente baixa nos soldados;

— o0 gene do HMS-G, enzima que faz parte da via do mevalonato, se mostrou mais
expresso em soldados em relagdo aos operdrios, sugerindo que essa diferenca de
expressdo pode estar relacionada com a diferenciacdo de castas de operdrios para
soldados em C. gestroi, j4 que esta € uma importante via de producdo de HJ III;

— 3 genes relacionados a musculatura se mostraram mais expressos em soldados em
relacdo aos operdrios, sugerindo que estes devem estar relacionados com as
mudancas morfolégicas que os operarios sofrem quando se da a diferenciagdo em
soldados;

— alguns genes de P450 foram identificados mais expressos em operdrios, sugerindo
papel na mediacdo ou atenuacao da diferenciacao de soldados.

Quanto aos genes de potencial biotecnolégico:

— Dezenove enzimas que atuam na degradacdo de lignocelulose (Tabela 6) foram
sequenciadas, sugerindo uma acdo em conjunto das enzimas end6genas de C.

gestroi e de seus simbiontes para a degradagdo de lignocelulose.
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genomics, sequencing of cDNA libraries produced from whole
body or selected tissues is still an efficient strategy to gain
insights into genetics and physiclogy of non-model insects.

Termites are social insects that can be roughly separated
into two major groups, higher and lower termites, according
to the symbionts found in their gut (Grassé, 1949). Higher
termites harbor only bacteria in the digestive tract and include
only species of the family Termitidae. In addition to bacterial
flora, the lower termites also present symbiotic protozoa in
their gut, which contribute to their digestive processes. A
variety of molecular studies have been conducted to under-
stand caste polymorphism in termites. Wu-Scharf et al. (2003)
described 88 expressed sequence tags (ESTs), generated froma
polyphenic ¢cDNA library from Reficulitermes flavipes (Wu-
Scharf ef al., 2003). Among these sequences, they found genes
that were caste-specifically expressed (Scharfefal, 2003, 2005),
including two hexamerin encoding genes. With the use of
RNAA, it was discovered that dual silencing of both hexamer-
ins leads to significant increases in JH-dependent presoldier
differentiation (Zhou ef al., 2006).

Since most of the termites are xylophagous, they have the
ability to digest lignocellulose due to lignocellulose enzymes
present in their digestive tract and in their gut symbionts
{Nakashima et al., 2002; Scharf et al.,, 2003). These enzymes
have demonstrated a great potential for bicenergy appli-
cations and led to a new era in research (Scharf & Tartar, 2008).

Digestive genomic studies include symbiont metatran-
scriptomic sequencing of ¢DNA clones, representing ex-
pressed genes of eukaryotic {protistan) symbionts from the
lower the termite, Reticulitermes speratus (Todaka ef al., 2007).
This study revealed diverse cellulase and hemicellulase
sequences in this termite, while another investigation was
conducted to elucidate the symbiont metagenome sequencing
of a higher Nasufifermes species from Costa Rica {(Warnecke
et al., 2007). This study produced over 100 million bases of
DNA sequence and revealed genes that relate to numerous
aspects of microbial life in the gut microenvironment. Most
recently, dual-host symbiont transcriptome sequencing was
accomplished to determine genes expressed in the gut of the
termite, Reficulitermes flavipes. The results increased the
number of genes of the host and symbiotic glycosyl hydrolases
families, supporting previous models of lignin degradation
and host-symbiotic collaboration in hemicellulose digestion
{Tartar ef al., 2009).

Among the Rhinotermitidae, Copiofermes gestroi is marked
as the most destructive pest termite, damaging structural
wood In the urban areas in Southeast Asia (Kirton, 2005). This
endemic Southeast Asianspecies has spread in various regions
around the world: Marquesas Islands (Pacific Ocean),
Mauritius and Reunion {(Indian QOcean), Brazil, Barbados,
West Indian [slands, southern Mexico and the United States
{Jenkins et al., 2007).

Although C. gestrei has had an important economic impact,
to date, only a few sequences have been produced from this
species, and most of these correspond to ribosomal or
mitochondrial fragments (Jenkins ef al.,, 2007). In this study,
we report the identification of 695 C. gestroi ESTs, interpreting
their possible role in the biology of this species. Among these
ESTs, we identified two cellulases: endo-B-1,4-glucanase
and A4-glucosidase. Comparative analysis showed that
these enzymes are very similar to counterparts found in
other termite species and, therefore, are likely to represent
genuine termite enzyme coding genes and not enzymes from
the symbiotic fauna of the workers’ digestive tract

Quantitative PCR of different developmental stages was
performed to demonstrate the comparative expression of
these cellulases.

Experimental procedures
Biological samples and RNA extraction

Workers of C. gestroi were obtained from a field colony
located in the city of Rio Claro, 530 Paulo State, Brazil (22°23'5,
47°32'W). In order to avoid contamination by gut symbiotic
protists, only the workers” heads were used in the experiment.
Prior to RNA isolation, the workers had their heads cut off,
and these were frozen at —80°C. Total RN A was isolated from
heads using TRIzol reagent (Invitrogen).

Generation of ESTs {expressed sequence tags)

Aliquots of 1.85pg of total RNA were reverse transcribed
utilizing SuperScript II Reverse Transcriptase {Invitrogen),
primer Oligo dT [8-GGCGGCCGCACAACTTIGTACAAG-
AAAGTTGGGT(T)¢-3] and primer Poly G (5-TCGTCGGG-
GACAACTTTGTACAAAAAAGTTGG-3). First-strand cDNA
synthesis occurred at 42°C for 60min in a total volume of 10 ul.
The ¢DNAs contained in 2pl of each RT-product were
then amplified by long-distance polymerase chain reaction
{LD-PCR), which is a technique that enables the amplification
of large cdDNAs from an uncloned pool of mRNA ex-
tension products using the same primers in a PCR mix (5.0l
10x Advantage 2 PCR buffer, 1.0l primer Olido dT, 1.0l
primer poly G, 1.0pl enzyme 50 x Advantage 2 polymerase
mix and 40pl distilled water). The amplification protocol
consisted of an initial step at 95°C for 20s, followed by
20 cycles of 95°C for 5s and 68°C for 6 min.

Aliquots of the PCR products (5ul) wererunon 1% agarose
gels and stained with ethidium bromide. The PCR product
will produce a smear that ranges from 0.1 to 4.0Kb, rep-
resenting the most abundant transcripts. The amplification
products of over 600bp were then extracted from the agarose
gels (Wizard-5V gel and PCR Clean-up System, Promega)
and ligated into a pDONR-222 vector {Invitrogen). Ligation
was transformed by eletroporation into competent E. coli
DH10B-cells and selected for kanamycin resistance. Plasmid
DNA was purified and sequenced using M13 primer (5
GTAAAACGACGGCCAG-3). High throughput EST sequen-
cing was performed using dye-terminator chemistry on an
ABI 3700 sequencer.

Sequence analysis

The EST sequences were base-called and screened for
vector sequences using PHRED and cross-match software
{Ewing & Green, 1998). Paoly-A repeats and low quality
sequences were trimmed {Telles & da 5ilva, 2001), and the
high quality ones {at least 100bp with Phred>20) were
clustered and assembled by CAP3 {(Huang & Madan, 1999).
The clusters were submitted to automatic and manual
annotation, where the sequences were used as querles for
similarity searches by BLASTn, tBLASTx and BLASTx
{Altschul ef al, 1997) against GenBank (nucleotide and
amino acid databases). Database searches were performed
under default settings, with a threshold e-value of lower than
10 ° regarded as significant. In addition, we compared the
C. gestroi sequences with those of the 18,122 Isoptera EST
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Table 1. Primers used in the relative gene expression experiment.

Primers Sequence 5-3 Concentration
B-glucosidase F GATAATAGAGTTGTACCGTGG 150 nM
B-glucosidase R ACTCCACCGTAGTCCGAGAAAC

Endo-B-1,4-glucanase F GTGCCTTCAACTGGGATAACAA 150 nM
Endo-f-1,4-glucanase R TGTATGCCTGCTTGCTTGTGA

Bactin F GTTGTCAAATGTAATCCATCC 300nM
Bractin R CTGACGTACTGTCGCCTGT

a-tubulin F CCCTCTCCITCGCCCITCAA 150 nM
o-tubulin R GAGGATCTCGCTGCICTGGA

sequences available in a public database (www.ncbi.nlm.nih.
govgousing tBLASTx with a threshold e-value of lower than
10

The clusters that presented ‘no database matches’ {no hits)
were analyzed by the ESTScan program {Iseli ef al., 1999), em-
ploying the Drosophila model for CDS prediction. GC content
of the coding and non-coding sequences and GC percentage at
different positions (GC1, GC2 and GC3) were obtained using
the predicted CDS and comparing them with CDS of the hits
clusters. Functional classification was performed using the
Gene Ontology database (www.geneontology.org).

Relative gene expression

Total RNA was extracted from the whole body of different
castes and developmental stages {larvae, soldiers, alates,
queens and workers) using QIAGEN RNAeasy Mini Kit.
RNA samples (5pg) were incubated with 10U DNasel
{Invitrogen Corp., Rockville, MD, USA) for 15min at room
temperature, and EDTA was added to a final concentration of
2mM to stop the reaction. The DNasel enzyme was
subsequently inactivated by incubation at 65°C for 5min.
DNasel-treated RNA samples were then reverse-transcribed
with Superscript III and RNaseOut (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA) for 50min at 50°C, 15min at 70°C.
cDNA samples were quantified using a Nanodrop spectro-
photometer {ND-1000; Nanodrop Technologies Ine,
Wilmington, DE, USA). Synthetic oligonucleotide primers
were designed to amplify cDNA for the genes encoding the
two cellulases (Primer ExpressTM, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). For primer sequences and concentrations,
see table 1. Primers were synthesized by Invitrogen Corp.
{Carlsbad, CA, USA) and IDT (Coralville, 1A, USA). All
samples were assayed in a 12-ul velume, containing 5ng
cDNA (3pl), 6pl SYBR Green Master Mix PCR {Applied
Biosystems), and 3 pl-specific primers in 2 MicroAmp Optical
96-well reaction plate {Applied Biosystems), using the Step
one Plus {Applied Biosystems), as described previously.
Gene expression analyses were performed with the geNorm
program (Vandesompele ef al, 2002). Two replicas were run
on the plate for each sample, and the data are mean values of
three independent preparations. Results are expressed as
mRNA levels of each gene studied, normalized according to
B-actin and o-tubulin expressions.

Statistical analyses

To evaluate expression patterns {real-time PCR), one-way
analyses of variance (ANOVA) were performed separately

for each gene using caste {larvae, nymph, workers and
soldiers) as fixed factors. Tukey's multiple comparison test
was applied to reveal pair-wise differences. Statistical analyses
were performed using Graph Pad Prism {version 5.0).

Results
cDNA library construction and analysis

We generated and analyzed 4697 sequences of a cDNA
library from worker heads of the subterranean termite
C. gestroi (general scheme in fig. 1). From the remaining
sequences, 3003 were considered of appropriate quality —
presenting at least 100 bases with Phred >20. These sequences
were clustered by CAP3 into 245 contigs and 450 singlets, and
the EST size of the contigs is shown in fig, 1. Sequences were
submitted to similarity searches by BLAST against GenBank
and, after manual annotation, resulted in 321 (46.19%) hits and
374 {53.81%) no hits. All these sequences were deposited in
GenBank’s dbEST database and are available using the
accession numbers GTB66617-GT568042.

From the 321 ESTs, 42 unigenes presented similarity with
non-insect genes such as bacteria, protozoa, fungi and plants.
The other 271 ESTs were assigned as the termite’s sequences
and were compared to other insect genomes.

ESTScan analysis

The ESTScan analyses applied to no-hits sequences
identified 129 predicted CDS. In order to validate these
sequences, a GC content analysis was performed, and the
results were compared with GC content from C. gesiroi hits
and sequences of other Isoptera {table 2).

Gene ontology classification

For the putative genes with known function, we assigned
biological processes by using level three of the Gene Ontology
{GQ) classification (Ashburner ef al., 2000). There is a clear
prevalence for ESTs representing cellular physiological pro-
cess and metabolism {fig. 2). This result was also found in a
previous study of Apis mellifera’s ESTs (Nunes ef al., 2004).

Genome comparison

We compared C. gestrol sequences with those from insects
whose genomes have been completely sequenced. The
distribution of the respective best hits were with A. mellifern
(28%) and Tribolivm castanewm (28%), fallowed by Aedes aegypti
{10%), Anopheles gumbiue (8%) and Drosphila sp. (7%).
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Fig. 1. General scheme representing how the sequences were grouped and their manual annotation. {a) Fluxogram generated by the
treatment of the sequences, (b) distribution of reads in clusters, (c) metagenes, and (d) first hit comparison with insect genomes.

Table 2. Base composition (%GC) at different positions for coding,
sequences of C. gestrof's library and Isoptera sequences available in
a public database (GenBank).

GC position Isoptera C. gestrof hits C. gestroi no hits
GC1 52+£5 53+6 54+9
GC2 40+7 40+5 43+10
GC3 52+10 49=+10 55+8

Even though the number of sequences we obtained for
C. gestroi is relatively low, an interesting finding was that
we obtained FESTs representing two cellulases: endo-p-1,4-
glucanase (EC 3.2.1.4) (fig. 3) and p-glucosidase (EC 32.1.2.1)
{fig. 4), which have been previously identified in salivary
glands of other termites species.

Gene expression analyzes

To wvalidate and analyze the expression of the putative
cellulases found in the cDNA library, relative gene expression
experiment was performed using RNA samples derived from
different castes and developmental stages {larvae, alates,
soldiers, queens and workers). Figure 5 shows relative

developmental process
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others
3%
development

cell communication 2%

4%
metabolism cellular physiological
33% process
43%

regulation of cellular
process

3% localization

7%

regulation of
physiological process
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Fig. 2. Gene ontology classification of C. gestroi cDNA library
sequences.

expression levels of both cellulases in all castes. The statistical
analysis showed that the expression of both genes is higher in
workers compared to the other developmental stages.
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B L T I

R.flavipes EDLIGGYYDAGDFVKFGEFPMATTVIVLANGVIDYESAYSARGALDSGRKALKYGTDYFLK 120
R.speratus EDLIGGYYDAGDFVKEGEPMAYTVIVLAWGVIDYESAYSAACALDSGRKALKYGTIDYFLK 120
C.formosanus EDLIGGYYDAGDEVKIGFPMAYTVIVLARGLVDYESAYSTAGALDOGRKALKWGTDYFLK 120
C.gestroi {8
C.acinaciformis GGYYDAGDFVKFGFPLAYTATVLAWGLVDYEAGYSSAGATDDGRKAVKWATDYLLK 120
t.¥ e FLad
R.flavipes AHRTAANEFYGQVGQGDVDEAYWCRPEDMIMSRPAYKIDI SKPGSDLARETARALAATATA 180
R.speratus AHTAANEFYGQVGQGDVDEAYWGRPEDMTMSRPAYKIDI S DLARETAARLAATAIA 180
C.formosanus AHI™ WNEFYGQVGQGDVDHAYWGREFEDMIMSRPAYKIDI SKPGSDLAAETARALAATAIA 180
C.gestzod AHTAASEFYGQVGQGDVDHAYWGRPEDMIMSRPAYKIDI SKPGSDLAAETAAALAATAIV 68
C.acinaciformis AHTAATELYGQVGDGDADHAYWGRPEDMTMARPAYKIDASRPGSDLAGETARALAARSIV 180
B L T TR T
R.flavipes YHSADATYSNNLITHAKQLFDFANNYRGKYSDSITDAKNFYASGDYKDELVWARAWLYRA 240
R.speracus YHSADATYSHNLITRAKQLFDFRNNYRGKYSDSITDAQRFYASGDYKDELVWAARRLYRA 240
C.formosanus YHSADSTYSNNLITHAKQLFDFRNNYRGKY SDSITDAKNEYASGDYKDELVWAAAWLYRA 240
C.gestroi YHSVDSTYSNNLITHAKQLFDFANNYRGKYSDSITDAKNF YASGDYKDELVWARARLYRA 128
C.aciraciformis FHEVDSSYSDNLLAHAKQLFDFADNYRGKYSDSITQASKREFYASGDYKDELVRAATWLYRA 240
IR, .88 :":OQ: :Q..""V':4"'**"*“.:"O'I'.‘.Qﬁﬂﬂﬁ..lﬁz0*."

R.flavipes TRORTYLTAESLYNE FGLGNWNGAFNWDNKISGVQVLLAKLT SKQAYKDKVRGYVDYLI 300
R.speratus YLTKAESLYNE FGLGNWNGAFNWDNKISGVQVLLAKLT SKQAYKDKVQGYVDYLI 300
C.formosanus YLTHKAESLYNEFGLGSWNGAFNWDNKISGVQVLLAKLT SKQAYKDKVQGYVDYLY 300
C.gestrol TRDNAYLTHAE SLYNE FGLG SRNGAFNWDNKI SGVQVLLVHLI SKQAYKDKVQG YV~ 184
C.acinaciformis TRDNTYLTXAE SLYNEFGLENWNGAFNWDNKVSGVQVL! SKQAYKDTVQGYVD! 300

Fig. 3. Multiple alignments of endo-f-1,4-glucanase from termites: Reticulitermes flavipes (AY572862.2), Reticulitermes speratus (AB008778.2)
Coptotermes formosanmus (AB058671.1), Coptotermes gestroi (GT567748.1) and Coptotermes acinaciformis (AF336120). GenBank accession

numbers are in parentheses. Asterisks represent the same amino acid residues.
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Fig. 4. Multiple alignments of B-glucosidase from termites: Coptotermes gestroi (GT566634.1), Coptotermes formosanus (GQ911585.1),
Nasutitermes takasagoensis (AB503959.1) and Neotermes koshunensis {AB073638.2). GenBank accession numbers are in parentheses. Asterisks

represent the same amino acid residues.

Discussion

In this study, we generated a set of Coptotermes gestroi ESTs,
permitting a first glance at its transcriptome. We did not use
whole bodies of these insects because the digestive tract of
lower termites has a dilated portion in the hindgut region that
contains several microbial symbionts, such as flagellated
protists and prokaryotes {Ohkuma, 2008). Therefore, in
order to minimize contamination by sequences from such
endosymbionts, we prepared cDNA from RNA extracted only
from heads of termite workers, collected in the field.

From the assembled ESTs, 374 did not match any known
sequence {no hits). At first glance, this result suggests that

these sequences could represent specific termite genes that
have not been identified by comparison with GenBank since
only 115 C. gestroi sequences are available in this collection.
In order to confirm their coding potential, an open reading
frame (ORF) analysis was carried out. ESTScan analyses
showed that 129 (34.49%) sequences yielded a positive result
and indeed represent potential new termite-or spectes-specific
genes. Two analyses support this hypothesis. Firstly, 19 of
these 129 sequences showed counterparts in a databank of
termite EST sequences. Secondly, the specific GC content
{table 1) of the individual bases within the codons, i.e. GC1,
GC2 and GC3, of no hit’ ORFs is very similar to that of
ORTs representing genes of other termites (GenBank) or from
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Fig.5. Relative expression levels of (a) endo-B-1,4-glucanase and (b) B-glucosidase in different castes measured by real-time PCR. The Y-axis
indicates gene expressioninarbitrary units and data are mean values of three independent preparations. Significant differences are indicated
{workers have a significant difference compared to the other castes; Tuckey: *, P<0.05).
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Fig. 6. Distribution of GC content at different positions in the C. gestrof hits sequences.

the 266 ORFs of C. gestroi reported in this work. This pattern
suggests that these sequences are indeed suitable for frans-
lation and may be treated as true genes. Another explanation
for the apparently large quantity of no hits is that they may
represent ‘taxonomically restricted genes’ (TRGs). Every
eukaryotic genome contains 10-20% of genes without any
significant sequence similarity to genes of other species that
are classified as ‘orphans’ or TRGs (Wilson ef al, 2005).
Although such genes have arisen in the genomes of every
group of organisms studied so far, they have received
comparatively little attention, and their functions remain
largely unknown {Khalturin ef al,, 2009).

The 245 remaining no hits were also ‘no ORFs’ and
might have been considered an artifact. However, non-
hypothesis-driven gene expression studies on honeybee
{Colonello-Frattini & Hartfelder, 2009) and fruit fly (Tupy
et al., 2005) transcripts also identified ‘no ORF ESTs that were
clearly expressed in different organs. These sequences are
thought to have a potential function as nuclear RNAs (Sawata
et al, 2004), micro RNAs (Bartel, 2004) or long non-coding
RNAs (Mercer ef al,, 2009). Therefore, the ‘no ORF’ C. gesiroi

sequences should be analyzed further to identify possible
functiens.

When comparing C. gestroi sequences with these of other
insects, the distribution of the first {best) hit demonstrated
higher similarity to the honey bee than to dipteran species
{fig. 1d). At first glance, this could suggest some similarity
based on common molecular mechanisms to suit social life.
However, the similarity between C. gestroi and A. mellifera is
equivalent to the similarity to the flour beetle, Tribolium
castaneum, a non-social insect species. The lack of a clear
pattern may reflect the relative paucity of sequences from
hemimetabolous species in the GenBank database. This kind
of developmental profile may have an assoclation with
defined genomic structures that are not yet available for
comparison.

The sequences were categorized by gene ontology in
biclogical processes {fig. 2). A large portion of the genes {(43%)
was classified as having a role in cellular physiological process
and metabolism, which represent basic functions. This result
was also found in a previous study of Apis mellifera ESTs
(Nunes ef al., 2004).
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We analyzed the dispersion of GC content at the individual
positions from putative hit-ORFs. As expected, at positions
GC1 and GC2, the dispersion is lower (Sabater-Mufioz ef al,,
2006) and presents a homogeneous Gaussian distribution
fig. 6). At GC3, dispersion is wider; but, curiously, we
identified three distribution patterns. We hypothesized that
theses distributions could represent different classes of genes,
but the analysis with the available set of genes failed to
indicate a clear pattern.

Even though we were careful not fo contaminate the
samples with gut material, 42 uniESTs clearly derived from
non-insect genes were also identified: ten sequences from
various types of bacteria, 26 from protist, four from fungi and
two from plants. Some bacterial sequences produced positive
hits against a databank from marine metagenomics (Kannan
et al,, 2007), soil fungi and soil bacteria, probably representing
DNA from soil particles.

Most of the protist sequences presented Trichomonas
vaginalis as a first hit. This does not mean, however, that this
species is present in C. gestror. This result probably indicates
the presence of parabasalian protist, which has been reported
in the termite digestive tract (Ohkuma, 2008). The most
representative group found in the library was composed of
genes with enzymatic activity. Two cellulase-encoding
sequences were of particular interest to us because of their
potential biotechnology applications. Only around ten years
ago the first termite endogenous cellulase was reported
{Tokuda ef al,, 1997), changing the general belief that termite
cellulase is produced only by the symbiotic microbes
presented in their digestive tract.

The role of these celullases in C. gesiroi has not yet been
elucidated, but the possibility of mimetizing termites for use of
cellulose to convert biomass into energy resources has
attracted much interest {(Scharf & Tartar, 2008). Termites
initiate the digestion of wood by mechanical degradation of
the substrate with their powerful mandibles. Unlike some
biotechnology processes, these mild conditions allow diges-
tive enzymes to act quickly, with the first cellulolytic attack
probably occurring in the mouth. Since we prepared cDNA of
workers’ heads, the cellulases we identified probably are
present in the salivary glands. This would be consistent with
previous reports that found a gene similar to the C. gestroi
endo-p-1,4-glucanase (GT567748.1) gene expressed in the
salivary glands of C. formosanus {(Nakashima ef al,, 2002) and
R. flavipes (Zhou et al., 2007).

After this initial digestion step, the substrate passes to the
hindgut where a more complex enzymatic combination —
possibly a dual cellulolytic system between termites and
symbionts — works together to accomplish cellulose degra-
dation and lignin removal (Todaka ef al,, 2007). The other
enzyme, P-glucosidase (GT566634.1), should possibly act in
this step. Enzymes responsible for lignin degradation were not
found in our library. However, recent studies reported that
analyses of cDNA libraries from host termites and symbiotic
protists presented genes related to lignin degradation (Kudo,
2009; Tartar ef al, 2009). A research conducted with the
dampwood termite, Zoctermopsis angusticollis, demonstrated
that there is lignin degradation in the gut of this wood-feeding
insect {(Geib ef al., 2008).

To verify the expression of the cellulases in C. gesiroi
species, a quantitative expression analysis was conducted
using RNA samples from different castes (larvae, workers,
nymphs, alates, seldiers and queens). Both genes presented a
higher expression in workers, compared to the other castes

{P<0.05). This result was expected considering that this caste
executes the feeding of the colony, and it was consistent with a
previous study conducted with Reticulifermes flavipes that
found high levels of expression of this cellulase in workers,
nymphs, alates and supplementary reproductives {(Scharf
et al.,, 2005). The B-glucosidase gene is similar to another
homelog, the Neofem 2, which is believed to play a role in
reproductive suppression in the termite, Cryptotermes secundus
(Weil etal., 2007). A knockdown of Neofem 2 wasconducted in
queens, making the workers believe that the colony was
queenless (Korb ef al, 2009). Conversely, our experiments
show that, in C. gestrai, the expression of this gene is extremely
low in queens, supporting the idea that this enzyme
works together with others to efficiently degrade cellulose.
Earlier RT-PCR experiments demonstrate that workers of
the lower termite, Neotermes koshunensis, are known to express
B-glucosidase in the salivary glands (Tokuda ef al, 2002),
supporting our findings since we generated a ¢cDNA library
from workers’ heads. A differential study of the digestive
cellulase expression among castes in two termite species
showed that minor workers of Nasutitermes takasagoensis
presented higher rates of expression of B-glucosidase, when
compared to soldiers, medium and major workers, revealing a
division of labor controlled by nutrition (Fujita et al., 2008).
Even though the rates were differentially expressed, the site of
expression was higher in the midgut for all castes. In the
termite Hodotermopsis sjostesti, however, the expression was
higher in the salivary glands for the worker caste and in the
hindgut for the soldiers (Fujita ef al., 2008). Further investi-
gation are been carried out to locate the sites of expression of
these cellulases in C. gestroi.

In summary, this is the first survey of the C. gesiroi
transcriptome, with a focus on the heads of workers, the caste
involved in cellulose degradation. As previously discussed,
investigations of the termite’s lifestyle, combined with
molecular analyses of its physiology and symbionts, indicate
that integration of mechanical processes and enzymatic
treatment of wood may be the key for efficient cellulose
utilization. Clearly, these insects deserve further in-depth
molecular studies to elucidate the metabolic pathways
employed in lignocellulose degradation.

We are currently investigating the properties of these
putative cellulase enzymes and their possible utilization in
biotechnological processes.
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ANEXO II - Sequéncias de todas as enzimas envolvidas na degradacio da

lignocelulose encontradas no pirosequenciamento.

Endo-Beta 1,4 Xilanse de simbionte de Coptotermes gestroi

1 atgtatcaagttactcagccctttgcaaacgggaagctaagtttc
MY @ v T Q P F A N G K L S F
46 ttaggaaatattattccatcaagcgttccatcaaactgggatact
L G N I I P S S V P S N W D T
91 tattggaatcaagctacagcagagaatggatgcaagtggggaagt
Y W N Q A T A E N G C K W G S
136 gttcaaagctcgcaaggatcatttaactggggacaatgtgataca
vV 9 S $ 9 G S F N W G Q C D T
181 gcatataatcatgcaaaaacagcaggtattgcattcaagttccat
A Y N H A K T A G I A F K F H
226 acattagtttggggaagccaagaaccaggatggattggatcattg
T L. v W G S Q E P G W I G S L
271 tcaggcaatactcaacaagaagcagttgttagctggatcaaagca
s G N T Q Q E A V V S W I K A
316 gcaggacaaaaatattcaagtgcagaattgcttgatgttgttaat
A G Q K'Y s s A E L L D V V N
361 gaagcacttcatgcaccagcaagtttccgtaattcacttggtgga
E A L H A P A S F R N S L G G
406 tcaggaagcacaggatgggattggattgtttggtcatttaaacag
s G s T G W D W I V W S F K Q
451 gcaaaacaatcatttccaagctcaaaacttttaatcaatgaatat
A K Q S F P S s K L L I N E Y
496 ggtatcatcagtgatccaagtgaagctcgtcaatatgttgaaatt
G I I s D P S E A R Q Y V E I
541 attgatattttgaagagcaatagcttaattgatggtattggaatt
I D I L K S N s L I D G I G I
586 cagtgccatcaattcaacgtcaacacagtctcagcatcaacagcc
Q ¢ H Q F NV N T V S A S T A
631 aaatcagtacttgatacacttggagcaacaggtatttcaatctat
K s v L. D T L G A T G I S I Y
676 gtttcagaatttgatgcaaatggaaatacagaacaagaacaacaa
v s E F D A N G N T E Q E Q Q
721 gatatttatgcaagagtttttccagttctttgggagcatagttca
b I Y A R V F P V L W E H S S
766 gttaaaggaatcactctttggggttacatcacaggtcaaacatgg
vV K 6 I T L W G Y I T G Q T W
811 aaagatggaacaggtattgttgattcaagcggaaatgaacgaggt
K b 6 T G I v D S S G N E R G
856 gcaatagaatggctcaagcaatacatgtcatctagttaa 894
A I E W L K Q Yy M S s s *
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B-Celobihidrolases de simbionte de Coptotermes gestroi

1 atgtttgttctcgtttttcttggattaacacattcgcttggaaca
M F V L V F L G L T H S L G T
46 ggaactaaccaagcagagagccatccatcactttcatggcagaac
G T N Q A E S H P S L S W Q N
91 tgtaaatcaggaggttcatgtacacaaacatctggttcaattgta
cCc K S G G s ¢ T Q T S G s I V
136 ttagattcaaactggagatggacacatgatgattcattaacaaat
L D S N W R W T H D D S L T N
181 tgttatgatggtaatgaatggtcatcatcactttgtccagatcca
c Yy b G N E W S S s L C P D P
226 aaaacatgttcaaataattgtgtcattgatggagcagattattca
K T ¢ s N N C V I D G A D Y S
271 ggaacatatggaatcacaacaagtggaaactcacttaaattagtt
G T vy G I T T S G N S L K L V
316 tttgttacacatggatcgtattcaacaaacattggatcaagagtt
F V T H G S ¥ 8§ T N I G S R V
361 tatcttcttaaggatgaaacacattatcagatttttgatttaaag
Yy L L K D E T H Y © I F D L K
406 aacaaagaattcacatttacagttgatgattctaatcttgactgt
N K E F T F T V D D S N L D C
451 ggattaaatggtgcactttactttgtttcaatggacgaagatggt
G L N G A L Y F V s M D E D G
496 ggaacatcaaaatattcaatcaacaaagcaggagccaaatatgga
G T s K Y S I N K A G A K Y G
541 acaggatattgtgatgcacaatgcccacatgatattaaattcatc
T G ¥y ¢ b A Q C P H D I K F I
586 aatggagaagctaatgttgaaaattggaaaccacaaacaaatgat
N G E A NV E N W K P Q T N D
631 gaaaatgcaggcaatggacgatatggagcatgctgcacagaaatyg
E N A G N G R Y G A C C T E M
676 gatatttgggaagctaacaaatatgcaacagcatacacaccacac
p I w E A N K Y A T A Y T P H
721 atttgtacagtgaatggtgaatacagatgcgatggaacagaatgt
I ¢ T v N G E Y R C D G T E C
766 ggagatactgattcaggaaatagatatggaggtgtttgtgataaa
G D T D S G N R Y G G VvV C D K
811 gatggatgtgatttcaattcatacagaatgggaaatacaagcttc
bp 6 ¢ b F N S Y R M G N T S F
856 tggggaccaggattaatcattgatactggaaagccagttacagtt
w G p G L I I D T G K P V T V
901 gttacacaatttgtcacaaaagatggatcagataatggacaatta
v T Q F v T K D G S D N G Q L
946 tctgaaatcagaagaaaatatgtccaaggtggaaaagttattgaa
s E I R R K Y vV Q G G K VvV I E
991 aacactgttgttaacattgcaggtatgagttcagtcaattcagtt
N T Vv v N I A G M S S V N S V
1036 tcagatgatttctgcaatgatcaaaagacagcatttggtgatact
s b b F CND Q K T A F G D T
1081 aatgattttgagaagaaaggaggattggcaggacttggaaaagca
N D F E K K G G L A G L G K A
1126 tttgattatggaatggttcttgttttgtcactttgggatgatcat
F DY G M V L VL 8 L W D D H
1171 caggtcaacatgctttggcttgattcaatctatccaactgataaa
Q v N M L W L D S I Y P T D K
1216 ccagcaagtgaaccaggtgttaagagaggaccttgtgcaacatca
P A S E P G V K R G P C A T s
1261 tctggagttccatctgatgttgaaagtcagcatcctgatgcatct
s G v P s DV E S Q H P D A S
1306 gtcacattctctgacatcagatttggaccaattgattcaacctac
v T ¥ S D I R F G P I D S T Y
1351 taa 1353

*
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B-Glicosidase de Coptotermes gestroi

1

46

91

136

181

226

271

316

406

451

496

541

586

631

676

721

766

811

856

901

946

1036

1081

1126

1171

1216

1261

1306

1351

1396

1441

1486

atgaggttccaaacgctttgecctcgtcgtctttgtgacgacagta
M R F ¢ T L ¢ L Vv VvV F Vv T T V
ttcggagatgacgtcgataacgagacccttgttacgtttcctgac
F G DDV DNUE T L V T F P D
gattttaagttaggtgccgctacagcttcataccagattgaagga
D F K L G A A T A S Y Q I E G
ggatgggatgcggacggaaagggtcccaacatctgggacactctg
G wW D A D G K G P N I W D T L
acacacgagcgcccacacttagtggttgatcgttcaacaggtgac
T H E R P H L V V D R S T G D
gtggcggatgattcgtatcacctgtacctggaagacgttcaactt
v A D D S Y HL Y L E D V Q L
ctgaaggacatgggggcagaagtttatcgcttctcecgtatcttgg
L K b MM GAE V Y R F S V S W
gctcgcatcctgecctgaaggacacgataatagagtgaaccaagcg
A R I L P E G H D N R V N Q A
ggcattgagtactataacaaactcatagacgcacttctacagaat
G I E Y Y N K L I DA L L Q N
ggaatagagccgatggttactatgtatcactgggatctaccccag
G I E p M V T M Y H W D L P Q
aaactccaagacctaggaggatggccaaataggatattggccaaa
K L. ¢ b L G G W P N R I L A K
tacgccgagaattacgcccgegttttgtttagtaactttggggac
Yy A E N Y A RV L F S N F G D
agggtcaaactgtggctcaccttcaacgaacctctgacgttcatg
R v K L w L T F N E P L T F M
gatgcatatgcatctgacacaggaatggctccatcaatcaacaca
b A YA S DTGMA AU®P S I NT
cccggtatcggcgactacctcacggcacatactgtaatccttgec
P G I G DY L T A H T V I L A
catgccaatatctaccgtttgtatgagagggaattcagagaggaa
H A N I ¥ R L Y E R E F R E E
cagcaaggacaggttggtattgcactcaatatccactggtgtgag
Q ¢ G g V. G I A L N I H W C E
ccggagactggttcgccaaaagacgttgaggcttgtgaaaggtac
p E T G s P K DV E A C E R Y
caacagttcaatctgggaatatacgctcatcccatcctcagtgaa
Q ¢ F N L G I Y A H P I L S E
aacggcgactaccccagtgttttgaaaacgagggtagacgcaaac
N 6 DY P S V L K T R V D A N
agcgcatcggaaggctactcaacatcgcgecctaccgaagttcact
s A S E G Y S T s R L P K F T
ccagaggaagtagctttcgtcaatggaacatatgatttcctgggt
P E E V A F V N G T Y D F L G
ttgaatttctacactgctgtagtcgggagagacggagttgaaggg
L N F Y T A V V G R D G V E G
gaaccgccttcacggtacagagacatgggcgcgataatatcacag
E P P S R Y R D M G A I I S Q
gacccggagtggcccgagtctgectcttcatggctcagagttgta
D P E WP E S A S S W L R V V
ccgtggggattccgcaaggaactcaactggatcgccaacgaatac
P W G F R K E L N W I A N E Y
ggtaacccccctatattcataactgaaaacggtttctcggactac
G N P P I F I T E N G F S D Y
ggtggagtcaatgacactaacagagtactttactacactgaacat
G G vV N DTN R V L Y Y T E H
ttaaaggaaatgctgaaggcaattcacatagacggagttaacgta
L K EM L K A I H I D G V N V
attggatatacagcttggagcctcatagacaacttcgaatggttg
I 6 Yy T A W S L I DN F E W L
cgaggatatactgagaggttcggtatacatgaagtgaatttcatc
R G Yy T E R F G I H E V N F I
gacccaagtcgcccacgaactcccaaggaatcggccagggtacte
D P S R P R T P K E S A R V L
acagagatattctcaacaagacagattccagagcgcttccgagac
T E I F S T R Q I P E R F R D
taa 1488
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Laccase de Coptotermes gestroi

1

46

91

136

181

226

271

316

406

451

496

541

586

631

676

721

766

811

856

901

946

1036

1081

1126

1171

1216

1261

atgtggctctgcgtcectgettgectgecgcaattggaattgettcet
M W L ¢C v L L A C A I G I A S
gcagcgacatcagtgctgctgaattcatatcttcagcccaacgat
A A T S VvV L L N S Y L Q P N D
gacattgatagaaacgcgtacctcctaaaagcacagggcagcaac
D I DR NAY L L K A Q G S N
tgtgcccgtatgtgcaacgcaacagaggcacccaaaatctgectac
c AR M CNATEA AP K I C Y
taccaatggacaattgagaactacgtaacagtgtcaggtgcgtgt
Yy o w T I E N Y VvV T VvV S G A C
ggcaactgtcccgtgaatgcgacagcctgttacaacccacagtgce
G N C P V N A T A C Y N P Q C
attacagccgatggatatgagcgcagtattctttcggtaaacagg
I T A D G Y E R S I L S V N R
aagttaccgggaccttccattgaggtgtgcctcagagacagagta
K L. P G P S I E V C L R D R V
attgtggatataaccaacaacatggctgggaggactactgccatc
I vbD I T NN M A G R T T A I
cactggcatgggttatttcagaaagggtcccagtacatggacggc
H W H G L F Q K G S Q Y M D G
gttcccatggtaacccagtgctctatacatgagggtgacacattt
v p MV T Q C s I H E G D T F
cggtacgactttatcgctaacaacgagggaactcatttctggcac
R Y b F I A NN E G T HF W H
tcccacgacgtttgcagaagctcecgatggettggcaggtaacttgg
s H DV CUR S S M A W Q V T W
tggttagggtatgacgactcgaacggaaaaatgtacgattttgac
W L 6 Yy b b S N G K M Y D F D
ctaccagaacacaaaattttcatcggcgactggctacatcttccc
L P E H K I F I G D W L H L P
gcagatgaccattttcccggacttcgaggggcaaatgcaggacaa
A D D HF P G L R G A N A G Q
gatgctgactcctttctcattaacggaagaggaaataccttgatc
b A DS F L I NG R G N T L I
ggaactctgtccaccaacacaccgtatgcacagataaaggtgcag
G T L 8§ T N T P Y A Q I K V Q
tggggcaggaggtaccggcttcgcattgtaggagccttgtgecact
W G R R Y R L R I V G A L C T
gtgtgccccacacagctcaccattgatgggcacaaaatgaccgtce
v ¢ p T Q L T I D G H K M T V
atagccaccgacggcaaccctgtggctcctgeccaggatcgactcce
I A T D G N P V A P A R I D S
cttatcatttactctggtgaaagatatgatgtcgtgttagaagca
L I I Y S G E R Y D V V L E A
actaacacggaaggatcttactggatccacttaaaaggtctcgcc
T N T E G s Y wWw I H L K G L A
acttgtgttgcaaccagagtttaccagctgggagtgctgcagtat
T ¢ v A T R V Y Q L G V L Q Y
gaaaatacagcaaccaataacctccgtgccctgacccctgaccca
E N T A T N N L R A L T P D P
gggtacgacggattcccgcgaccagcagcctaccgecgtcecctgaac
G Y b G F P R P A A Y R V L N
ccagagaacgcaagctgcagcgccggttcgacaggcttatgecgtce
P E N A S C S A G S T G L C V
acgcaactggcgaactcggaccccgtgccacgggacatcctaacc
T ¢ L. A N S D P V P R D I L T
cagctcccggacgttaactatcttctcaacttttggatttga 1302
g L Pp DV N Y L L N F W I *
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Endo-B- 1,4 - Glicosidase de Coptotermes gestroi

1

46

91

136

181

226

271

316

406

451

496

541

586

631

676

721

766

811

856

901

946

1036

1081

1126

1171

1216

1261

1306

atgagggtcttcgtttgecttctgtcggecgectecgegetttgceccaa
M R V F v ¢ L L S A L A L C Q
gctgcttacgactacaagacagtactgaagaattcgctgcttttce
A A Y DY K T V L K N S L L F
tacgaggctcagcgatcgggacaattgcccgctgatcagaaggtc
Y E A Q R S G Q L P A D Q K V
acgtggaggaaggattccgcccttaacgacaagggaaacaacggc
T W R K D S A L N D K G N N G
gaggatctgacagggggatattatgacgctggtgattttgtgaaa
E DL T G G Y Y D A G D F V K
ttcggctttccaatggegtacacggccaccgtecctggettgggge
F G F P M A Y T A T V L A W G
ctggtggactatgaagcgggctactcctcagcaggcgctctggat
L v D Y E A G Y S S A G A L D
gacggtcgcaaagctgttaaatgggccacggactacttcctcaag
D G R KA YV KW A T D Y F L K
gcccacacggccgcctcagaattctacggacaagtgggtcaggga
A°H T A A S E F Y G Q V G Q G
gatgtggaccacgcctactggggacgtccagaagacatgacgatyg
b v D HA Y W G R P E D M T M
gacagacctgcctacaagatcgacgcggcgcacccagggtcggac
D R P A Y K I DA A H P G S D
ctcgccggcgagacagccgccgccctagectgcagettceccategtg
L A G E T A A AULAAA S I V
ttcaggggtgtcgactcctcttattccgaaaagctgctcgaccge
F R GV D S S Y S E K L L D R
gccaagcagcttttcgacttcgccgacaagaatcgcggcaaatac
A K Q L F D F A D K N R G K Y
agtgattcaatcaccgacgcgaggaatttctacgcgtccggagac
s D s I T D A R N F Y A s G D
tacaaggatgagttagtatgggcagccacatggctctacagggcg
Y K D E L V WA ATWL Y R A
accaacgacgacgcctatctaactaaagctgagtcgctgtacaac
T N D D A Y L T K A E S L Y N
gaattcggcctcggaaattggaacggtgcccttaactgggataac
E F G L G NW N G AL N W D N
aaagtatccggtgtacaggttctgctggccagactcacaaaaaag
K v s G vV g vV L. L AR L T K K
caggaatacagggacacggtacaaggctacgtggattacttgatt
Q EEY R D T V Q G Y V D Y L I
aacaatcagcagaagacgcccaagggcctcctatacatcgaccag
N N Q ¢ K T P K G L L Y I D Q
tggggcaccttgcgacatgctgccaatgcggctttaattatacta
W 6 T L R H A A N A A L I I L
caggcagcagacctgggtatcagtgctgacagttatcgccagttt
Q A A DL G I S A D S Y R Q F
gccaggaagcagatcgattacgcattgggtgacggtggtcgcage
AR K Q I D Y A L G D G G R S
tacgtcgtaggatttggcgataacccacctgtacgccctcaccat
Yy vv G F G D NP P V R P H H
agatccagttcatgccctgacgcaccagcagtatgtgactggaac
R s s s ¢Cc p DA P A V C D W N
acgttcaacagcccggacccaaatttccacgtactcaccggagcet
T F N s P D P N F H V L T G A
ttggtgggaggtccagatcagaatgacaactacgaggacgatcgc
L v G G P D Q ND N Y E D D R
agtgactacatttccaacgaggtagcgacggattataacgcaggc
s DY I S N E V A T D Y N A G
ttccaatcagctgtcgccgcectctcgtcacgttgggegtttaa 1347
F 0 S AV A A L V T L G V *
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Endo-Beta-1,3 - Glicosidase de Coptotermes gestroi

1 atggccagaatatttgttcgtatgagecgcgacggttctgtcgatce
M A R I F V R M S A T V L S I
46 ctgtccctatgccaggcaggatcagcagagacacttgtctggcag
L s L. ¢ Q A G S A E T L V W Q
91 gacgagttcgacacttttgatctgaacaattggaatcatctcgtc
p e F DT F D L N N W N H L V
136 acagcttgggggggaggcaatcaggaatttcagtactaccgcaat
T A W G G G N Q E F Q Y Y R N
181 gacaggaggaacagctacgtaagggacggaattttatacctcaga
D R R N S Y V R D G I L Y L R
226 ccgacgtggacttctgctgaatatggagatgacttcttgtacagt
Pp T w T S A E Y G D D F L Y S
271 ggcagtctctcatttccgggttgcaacatggagccctgtacatca
G s L s F P G C N M E P C T S
316 tctgctggaaatgacattgtacatccactgctgtccgcaaggata
S A G N D I V H P L L S A R I
361 accagcactttcgccttcaagtacggcagggtagaagttagagcet
T S T F A F K Y G R V E V R A
406 aaagttccgagaggagattggatttggcctgcgatctggatgcecta
K v p R G D W I W P A I W M L
451 ccgagagactctgtctatggtggctggcceccgatctggtgaaatt
P R D s vV Y G G W P R S G E I
496 gatatcatggaaagtaaaggaaatgaaaattatgcagatggaaac
p I M E S K G N E N Y A D G N
541 ggtgtgcaagtgggtaacactttggtggcttccactttacactgg
G vV . Q v 6 N T L V A S T L H W
586 ggtccagatccggaccacaataactactggaggacacactgggaa
G P D P D H NN Y W R T H W E
631 aggaacattcaaagttctggtcatagtttcgctgacgacttccat
R N I 9 S S G H s F A D D F H
676 ttgtatggactgacatggaccgacaatcatattatcttcactgtc
L ¥ 6 L T w T D N H I I F T V
721 gataatgaacaaattggggacgtatgggctcccgaaaatggcttce
D N E Q I G DV W A P E N G F
766 tggtactacggaggtttccaaaataatccaggtggtaccaacatt
w Yy ¥ 6 G F Q NN P G G T N I
811 tggcaagatggaaactggatggcaccatttgaccgagagttccag
w Q b G N W M A P F D R E F Q
856 ataatcctgaatgtggccgtggggggcactttcttcceccgacaac
I I L. N V A V G G T F F P D N
901 attggtaaccgaccatggagctgggacggccatcccatgagagat
I G N R P W S W D G H P M R D
946 ttctgggagcggcgcagcgagtggctaccgacgtggcacgaagaa
F W E R R S E W L P T W H E E
991 gaagcagccctccagattgattacgtcagggtttatcaggactaa 1035
E A A L Q I DY V R V Y Q D *
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