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RESUMO

MONTEIRO, Luana Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Caracterizacdo molecular da interacido das cigarrinhas-das-pastagens (Mahanarva
spectabilis) com diferentes forrageiras. Orientador: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Coorientador: Humberto Josué de Oliveira Ramos, Camilo Elber Vital, Alexander Machado
Auad, Jorge Fernando Pereira.

A cigarrinha-das-pastagens, Mahanarva spectabilis (Distant,1909) é a principal praga em
forrageiras na América Tropical, promovendo danos severos as pastagens, e comprometendo a
produgdo de produtos de origem animal. O Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo,
e para garantir baixos custos na producdo, usa as pastagens como a principal fonte de
alimentacdo do rebanho. Em decorréncia de ataques de insetos- praga, o nivel de produtividade
das pastagens pode sofrer declinio tanto na quantidade quanto na qualidade de producdo. A
selecdo de cultivares de forrageiras resistentes, € uma alternativa de controle promissora, uma
vez que o controle quimico das cigarrinhas é economicamente invidvel. S3o escassos 0s
trabalhos que relatam a bioquimica da interacao entre M. spectabilis com diferentes forrageiras.
O objetivo, na primeira parte do trabalho, foi identificar as proteinas, metabdlitos e hormonios
presentes nas glandulas salivares quando a M. spectabilis se alimenta de plantas de capim-
elefante (Cenchrus purpureus), cv. Roxo Botucatu e cv. Pioneiro, Brachiaria brizantha cv.
Marandt e Brachiaria decumbens cv. Basilisk. Na segunda parte, objetivamos elucidar as
possiveis respostas metabdlicas nas forrageiras Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens,
capim-elefante (Cenchrus purpureaus) cv. Roxo-de-Botucatu e cv. Pioneiro quando infestadas
por M. spectabilis. Através das andlises de protedmica foi possivel identificar proteinas
envolvidas em processos como controle da musculatura, sintese e metabolismo protéico,
protecdo contra estresse bidtico/abidtico e termoregulacdo. As andlises fitohormonais das
glandulas salivares indicam uma varia¢io nos niveis hormonais em funcao do tipo de forrageira
usada na alimentacdo. Foram detectados nos componentes das glandulas salivares a presenca de
efetores, tais como 4cidos graxos de cadeia longa que podem induzir ou suprimir as respostas
de defesa das plantas. A presenca dos efetores afetam as respostas de defesa da planta para
permitir o melhor desempenho do inseto na infestacdo das plantas. De frente a esses resultados,
nos € permitido propor que alguns efetores presentes nas glandulas salivares de cigarrinha das
pastagens possam ser responsdveis por suprimir a resposta de defesa da planta, tornando-se uma

estratégia bem sucedida do inseto na colonizacao do hospedeiro.

Palavras-chave: Cigarrinha-das-pastagens. Glandula salivar. Protedmica. Interacio planta-praga.



ABSTRACT

MONTEIRO, Luana Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2019. Molecular
caracterization of the interaction of spittlebugs (Mahanarva spectabilis) with different
forages. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-adviser: Humberto Josué de Oliveira
Ramos, Camilo Elber Vital, Alexander Machado Auad, Jorge Fernando Pereira.

The spittlebugs, Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) is the main forage pest in Tropical
America, causing severe damage to pastures and compromising the production of animal
products. Brazil has the largest commercial herd in the world, and to ensure low production
costs, it uses pasture as its primary feed source. As a result of insect pest attacks, pasture
productivity may decline in both quantity and quality of production. Selection of resistant forage
cultivars is a promising control alternative, since chemical control of leathoppers is
economically unfeasible. There are few studies reporting the biochemistry of the interaction
between M. spectabilis with different forages. The objective, in the first part of the work, was
to identify the proteins, metabolites and hormones present in the salivary glands when M.
spectabilis feeds on elephant grass (Cenchrus purpureus), cv. Purple Botucatu and cv. Pioneer,
Brachiaria brizantha cv. Marandd and Brachiaria decumbens cv. Basilisk In the second part, we
aim to elucidate the possible metabolic responses in the forages Brachiaria brizantha, Brachiaria
decumbens, elephant grass (Cenchrus purpureaus) cv.

Botucatu purple and cv. Pioneer when infested by M. spectabilis. Through proteomics analyzes
it was possible to identify proteins involved in processes such as muscle control, protein
synthesis and metabolism, protection against biotic / abiotic stress and thermoregulation.
Phytohormonal analyzes of salivary glands indicate a variation in hormone levels depending on
the type of forage used in the diet. The presence of effectors such as long chain fatty acids that
can induce or suppress plant defense responses has been detected in salivary gland components.
The presence of effectors affects plant defense responses to allow the best insect performance
in plant infestation. Given these results, we are allowed to propose that some effectors present
in the leafthopper salivary glands of the pastures may be responsible for suppressing the defense

response of the plant, becoming a successful insect strategy in host colonization.

Keywords: Spittlebugs. Salivary gland. Proteomics. Plant-pest interaction.



SUMARIO

INTRODUCAO GERAL
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CAPITULO I

PERFIL PROTEICO E FITOHORMONAL DE GLANDULAS SALIVARES DE
MAHANARVA SPECTABILIS INFESTANDO DIFERENTES FORRAGEIRAS

RESUMO

1.INTRODUCAO

2. MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENCAO E CULTIVO DAS PLANTAS

2.2. INFESTACAO DAS PLANTAS E EXTRACAO DAS GLANDULAS

2.3. PROTEOMICA

2.3.1. EXTRACAO DAS PROTEINAS

2.3.2. ELETROFORESE MONODIMENSIONAL

2.3.3. HIDROLISE TRIPTICA

2.3.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS)
2.3.5. IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

2.3.6. CATEGORIZACAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS

2.4. QUANTIFICACAO DE FITOHORMONIOS

2.4.1. EXTRACAO

2.4.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

2.5 ANALISE ESTATISTICA

3. RESULTADOS

3.1 PROTEOMICA

3.1.1 AGRUPAMENTO DE PROTEINAS IDENTIFICADAS EM GLANDULAS SALIVARES DE M.
SPECTABILIS

3.1.2 PROCESSOS BIOLOGICOS IDENTIFICADOS EM GLANDULAS SALIVARES DE M. SPECTABILIS
3.1.3 PROCESSOS BIOLOGICOS EXCLUSIVOS EM GLANDULAS SALIVARES DE M.SPECTABILIS

3.2 FITORMONIOS IDENTIFICADOS EM GLANDULAS SALIVARES DE M.SPECTABILIS
4. DISCUSSAO

4.1.PROCESSOS BIOLOGICOS IDENTIFICADOS EM GLANDULA SALIVAR DE M. SPECTABILIS
4.2. PROCESSOS BIOLOGICOS EXCLUSIVOS EM GLANDULA SALIVAR DE M.SPECTABILIS

4.3 PERFIL HORMONAL DE GLANDULAS SALIVARES DE M. SPECTABILIS
5. CONCLUSAO

6. AGRADECIMENTOS
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[

[8,]

1©

1©

10
11
13
13
13
14
14
14
14
15
16
16
17
17
17
18
19
19

19

22
26
28
28

36
40
40

41



CAPITULO II

RESPOSTAS METABOLICAS EM FORRAGEIRAS INFESTADAS POR MAHANARVA
SPECTABILIS

RESUMO

1. INTRODUCAO

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DAS PLANTAS

2.2 INFESTACAO COM MAHANARVA SPECTABILIS

2.3 EXTRACAO DE METABOLITOS E DERIVATIZACAO QUIMICA PARA ANALISES POR LC/MS
2.4 ANALISE DO PERFIL METABOLICO

2.5 PROCESSAMENTO DE DADOS E IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS
3. RESULTADOS

4. DISCUSSAO

5.5. CONCLUSAO

6. AGRADECIMENTOS

7. REFERENCIAS

51

51

52
53
56
56
56
56
57
57
59
74
76
76
77



INTRODUCAO GERAL

A pecudria, atividade pertencente ao setor primdrio da economia, € uma das principais dreas
em termos de producdo de riqueza no pais, além de ser de fundamental importancia para a
humanidade uma vez que utiliza a cria¢do e reproducdao dos animais para fins econOmicos e para
consumo. No ano de 2018, de acordo com a ABIA (Associacao Brasileira da Industria de Alimentos)
os produtos derivados de carne geraram um faturamento de R$ 145,00 bilhGes, ao passo que os
laticinios geraram um faturamento de R$ 69,00 bilhdes. A atividade estd cada vez mais interligada
ao meio industrial e mais dependente das transformacdes nas técnicas e nos recursos tecnolégicos

(Dias-Filho 2015; Carvalho & Zen, 2017).

As condicdes de clima e a extensao territorial sao peculiaridades que, desde os primérdios
da pecudria brasileira, definem uma caracteristica importante dessa atividade: ter a quase totalidade
do rebanho criado em pastagens aliado ao custo mais baixo da producdo forrageira (Ferraz; Felicio,
2010). Em decorréncia dessa vocacdo da pecudria nacional, o Brasil tem nas pastagens o fundamento
da sua pecudria, garantindo com isso um dos menores custos de producdo de carne e leite bovina do

mundo (Carvalho et al., 2009; Deblitz, 2013; Ferraz; Felicio, 2010).

Embora as pastagens constituam a base da alimentacdo dos rebanhos na bovinocultura
nacional, insetos-praga em dreas sob pastejo apenas despertam interesse quando da constatacdo de
altas infestacdes e danos evidentes. Isso é explicado tendo em vista que as pastagens sdo
consideradas culturas de baixo valor por unidade de drea, onde raramente sdo adotadas medidas

curativas de controle (Valério et al., 2013).

Apesar dos danos causados por insetos-praga na producio da forrageira serem, em muitos
casos, evidentes, sdo raros os dados sobre o impacto deles na producio animal (Costa et al., 2008).
Como mencionado por Pottinger,1976, enquanto as perdas, ocasionadas por insetos em culturas
anuais, sdo relativamente faceis de estimar (por causa do efeito direto na colheita), a avaliacdo do

dano de insetos em pastagens, em termos de producao animal, é complexa, onerosa e dificil.

Dentre as pragas comumente referidas como de maior importancia em gramineas forrageiras
na bovinocultura nacional, o destaque tem sido dado as cigarrinhas-das pastagens. As cigarrinhas
Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) acometem os principais géneros de
forragens sendo considerada inseto-praga limitante na América Tropical (Holmann & Peck, 2002;
Auad et al., 2010; Fonseca et al., 2016; Alvarenga et al., 2019). Esses insetos t€ém merecido maior
atencdo, em face dos altos niveis populacionais, das ocorréncias generalizadas e da severidade dos

danos que causam.



O inicio da infestacdo das cigarrinhas coincide com a estagdo chuvosa do ano, justamente
quando as forrageiras estdo em franco crescimento e os animais, recuperando-se do periodo seco

anterior, ganhando peso e adquirindo condi¢des para a reproducgdo e o abate (Valério, 2009).

As fases de desenvolvimento das cigarrinhas que causam danos para as plantas sao as ninfas
(fase jovem) e os adultos. As ninfas ficam alojadas na superficie do solo, na base das plantas, sendo
protegidas por uma espuma branca, de produgdo caracteristica da espécie, e seu ciclo de vida dura
em torno de 40 dias. Sugam constantemente a seiva promovendo o amarelamento das plantas
(Valério, 2013). J4 os insetos adultos possuem um ciclo de vida que dura em torno de 10 a 15 dias,
se alimentam da parte aérea, folhas e brotacdes, sugando a seiva e injetando toxinas nas plantas
(Resende et al., 2013; Fonseca et al., 2016), causando alteracdes de ordem fisiolégica como a
diminuicdo na capacidade fotossintética que leva a redugcdo da producdo de massa seca e na
qualidade da forragem (Aguiar et al., 2014; Resende, 2014), tornando-as impalatdveis para o gado

e limitando a produtividade de pastagem (Byers & Wells, 1966; Resende et al., 2013).

O comprometimento das pastagens, anualmente atacadas por esses insetos, tem constituido
um problema relevante dentro da bovinocultura nacional (Silva, 2017). Tais impactos conferem a
esse inseto um destaque frente a cultura das forrageiras e, consequentemente, torna-se um gargalo

para a producio extensiva de gado no Brasil (Alvarenga et al., 2019).

Da producio total de sementes das principais forragens tropicais, as sementes de Brachiaria
ssp representam 83,8% da produgdo total, enquanto sementes de P. maximum representam 13,5%
da producdo. Esses dados demonstram que grande parte da receita do setor vem da comercializagdo
de sementes desses dois géneros (Jank et al., 2014). Nao h4 dados estatisticos referentes a drea
coberta por cada espécie de pasto no Brasil. Nogueira (2012) disponibilizou dados de uma pesquisa
feita por consultoria particular, na qual descreve que cerca 68,2% da area de pastagem € coberto por
cultivares de B. brizantha, 9,1% por outras espécies Brachiaria (B. decumbens, ruziziensis e
humidicola), 10,2% em P. maximum, 5,8% por Andropogon gayanus, 5,8% por outros espécies e

0,8% por pastagens nativas.

Nunes e Camargo-Mathias, 2001, descrevem estudos sobre a morfologia, histologia e
histoquimica das glandulas salivares de Mahanarva fimbriolata, revelando que sdo estruturas
lobulares, pareadas localizadas em cada lado da cabeca. Dois ductos sdo projetados a partir dessas
glandulas, fundem-se centralmente para formar um ducto comum que leva a secrecdo em direcdo as

partes bucais do inseto, e entdo para o exterior.



As diferengas existentes entre cada um dos 16bulos em relagdo a morfologia e histoquimica,
foi descrita por Nunes et al. (2006), indicando que cada regido glandular produz um tipo diferente
de secrecdo. Vandermoten et al. (2014) reforcam esta informacdo em estudos com secrec¢des
salivares em espécies de pulgao.

A presenca de proteases, glucose oxidase, amilase, lipase, surfactantes, hormonios e
metabdlitos ja foi descrita em glandulas salivares de insetos como lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) (Acevedo et al., 2017), barbeiro (Blissus occiduus) (Ramm et al., 2015), tracas
(Spodoptera exigua) (Afshar et al., 2013) e bicho-da-seda (Bombyx mori) (Hou et al., 2007). Vale
salientar a importancia dessa informacdo uma vez que € crescente o interesse na funcdo

desempenhada pela secrecao salivar dos insetos frente a interagdo com as plantas hospedeiras.

No decorrer do processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa frente
a acdo da secrecdo oral dos herbivoros (efetores), por meio de sinais de reconhecimento que podem
ser utilizados para mediar defesas induzidas (elicitores) (Nabity et al., 2013; Giron & Glevarec,

2014; Saraiva, 2018).

Quando os herbivoros iniciam a alimentacdo em uma planta, eles apresentam ‘indicios’ a
planta para que ela possa perceber e mobilizar rapidamente as resposta de defesas induzidas (Tooker
et al., 2010). Em geral, esses "indicios" provocam uma resposta de defesa, mas também levam a
questdes sobre como os herbivoros podem escapar da resposta de defesa da planta, ou ainda se
alguns herbivoros sdo capazes de ejetar efetores que permitam a evasdo no hospedeiro (Weech et

al., 2008).

Estudos de contra-defesas por herbivoros ja foram feitos por De Moraes & Mescher, 2004;
Zhu-Salzman et al., 2005; Oppel et al., 2009, porém uma menor ateng@o se concentrou em como 0s
herbivoros podem interferir, induzir ou escapar das defesas induzidas pelas plantas (Karban &

Agrawal, 2002; Walling, 2009; Bos et al., 2010).

De acordo com Felton et al. (2014), existem relatos acerca de efetores de herbivoros
derivados de secre¢do salivar, porém ainda seus mecanismos funcionais e fisiolégicos permanecem
pouco esclarecidos. Moléculas secretadas pelo inseto-praga sdo reconhecidos pelas plantas e

derivam em uma resposta defensiva.

Compreender os mecanismos de resisténcia dos insetos as respostas de defesa das plantas €
fundamental para o desenvolvimento de novos gendtipos mais resistentes por engenharia genética

(VanDoorn e De Vos 2013).



Neste contexto, 0s compostos presentes na secre¢ao oral de herbivoros desempenham um
papel importante ndo s6 na interacdo entre a modulagdo planta-inseto, mas também nas vias de

sinalizacdo de defesa da planta (Rivera-Veja et al., 2018).

A complexidade de constituintes da secrecdo salivar dos insetos, tem tornado importante o
seu estudo. Para tanto, o uso de ferramentas como andlises protedmica e metabolomica mostra-se
como um relevante aliado afim de elucidar o entendimento global e integrado dos processos
biolégicos, permitindo a compreensdo dindmica do metabolismo através da andlise sistemdtica de
proteinas e metabdlitos expressos pelo genoma (Rivera-Veja et al., 2017a). Cabe ressaltar que essas
andlises buscam a compreensdo do funcionamento celular dos organismos e suas alteracdes

bioldgicas.

Diante do exposto, na primeira parte do trabalho objetivamos tracar o perfil proteico e
fitohormonal das glandulas salivares de M. spectabilis quando estas infestam diferentes forrageiras.
Na segunda parte objetivamos evidenciar as respostas metabdlicas nas forrageiras Brachiaria
brizantha, Brachiaria decumbens, capim-elefante (Cenchrus purpureaus) cv. Roxo-de-Botucatu e

cv. Pioneiro quando infestadas por M. spectabilis.
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RESUMO
Diante da importancia das pastagens para a alimentacdo do rebanho brasileiro, o estudo de

fatores que possam acometer a sua produtividade sd@o fundamentais para obtencdo de material
vegetal de maior qualidade nutricional. O ataque de inseto as plantas € um dos maiores causadores
de danos nas pastagens. Assim, o estudo da interacdo insetos-pragas € um importante aliado nesse
entendimento. A cigarrinha-das-pastagens M. spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae)
acometem os principais géneros de forrageiras causando-lhes severos danos. Neste trabalho
buscamos identificar proteinas diferencialmente expressas nas glandulas salivares de M. spectabilis,
bem como a sua funcdo desempenhada nos processos biolégicos fazendo uso de abordagens de
LC/MS aliadas a ferramentas de bioinformética. O agrupamento de proteinas revelou maior nimero
de proteinas envolvidas em processos biologicos de sintese metabdlica, estresse biotico/abidtico e
transporte de ions através da membrana. O perfil proteico € alterado quando alimentadas com as
forrageiras. Identificamos também hormonios nas glandulas salivares como o propdsito de averiguar
a modulacdo de respostas de defesa nas plantas hospedeiras assim como a origem desses hormdnios.
Sugerimos que a presenga de microrganismos presentes nas glandulas possam produzir hormonios

como forma de defesa.

Palavras-chave: Inseto-praga. Cigarrinha-das-pastagens. Protedmica. Forrageiras. Processos
bioldgicos.



11

1. INTRODUCAO

As éreas de pastagem configuram-se como a maior cultura agricola do Brasil IBGE, 2017), o
que sugere a producdo de pasto como a principal fonte de alimentacdo para o rebanho brasileiro
(Euclides et al., 2010). Apesar de se destacar entre os maiores produtores mundiais de carne e leite,
o nivel de produtividade na maioria das pastagens no Brasil é considerado baixo devido,
principalmente, a ocorréncia de insetos, sendo estes responsdveis pela devastacdo de drea foliar e de
perfilho (Marion, 2012). Um outro fator importante que afeta a produtividade das pastagens é a

exploracdo predominante das mesmas.

A produtividade de plantas forrageiras decorre da continua emissao de folhas e perfilhos,
processo que € muito importante na restauragdo da drea foliar sob condicdes de corte ou pastejo
(Dias-Filho, 2011). A redu¢do da capacidade produtiva das pastagens estd diretamente relacionada
com a presenca de herbivoros. Outro fator que favorece o desenvolvimento de altas populagdes de

herbivoros é o emprego de dreas produtivas de terra para o cultivo de apenas um tipo de forrageira.

Dentre as espécies que se destacam quanto aos danos nas pastagens estao as cigarrinhas- das-

pastagens, como por exemplo a Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera:Cercopidae)

(Valério et al., 2001; Argel et al., 2007; Auad et al., 2007). A M. spectabilis é uma cigarrinha com
aparelho bucal do tipo sugador que se alimenta de gramineas forrageiras (Resende et al., 2012). Seu
mecanismo de alimentagdo consiste em inicialmente introduzir o estilete no tecido vegetal seguido
pela liberacdo das enzimas salivares. Ao sugar a seiva do xilema, promove a quebra da parede
celular causando a morte do tecido foliar e a diminuicdo da capacidade fotossintética (Valério,
2013). Com isso, o contetdo de clorofila, de massa seca e a qualidade das gramineas forrageiras sao
reduzidos (Souza et al., 2008; Aguiar et al., 2014; Resende, 2014), e aliada a esses fatores a
capacidade de regeneragdo da planta € diretamente afetada (Silva, 2017). Tais impactos conferem a
esse inseto um destaque frente a cultura das forrageiras e, consequentemente, torna-se um gargalo

para a producdo extensiva de gado no Brasil (Alvarenga et al., 2019).

As forrageiras mais cultivadas no Brasil sdo: Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens € o
capim-elefante (Cenchrus purpureaus) (Jank et al., 2014. A Brachiaria brizantha apresenta como
uma de suas principais caracteristicas a resisténcia contra cigarrinhas-das-pastagens. Em
contrapartida a Brachiaria decumbens tem-se apresentado como a espécie mais susceptivel as
diversas espécies de cigarrinhas (Valério, 2006; Silva et al., 2017). O capim-elefante (Cenchrus

purpureaus), por sua vez, apresenta caracteristicas favoraveis para a produgdo, como boa adaptacao
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ao clima e solo e alta producdo de matéria seca. Quanto a resisténcia ao ataque da cigarrinha, o
cultivar Roxo de Botucatu € considerado mais susceptivel que o cultivar Pioneiro (Silva et al., 2017).

Dentro deste contexto, ressalta-se a importancia em aumentar a eficiéncia da selecdo de
materiais vegetais resistentes a herbivoros visando uma maior produtividade e contribuindo para o
desenvolvimento de novas cultivares. Para isso a compreensao da intera¢do do conteddo salivar dos
herbivoros com as forrageiras, aliado ao estudo da protedmica, tem se mostrado como uma

promissora ferramenta de estudo.

Estudos de protedmica mostram-se relevantes para o entendimento global e integrado dos
processos bioldgicos, permitindo a compreensdo dindmica do metabolismo através da andlise

sistemdtica de proteinas, hormonios e metabdlitos expressos pelo genoma (Forslund et al., 2008).

O processo de formagao de saliva € altamente regulado e diversas hipéteses tém sido lancadas
sugerindo que a saliva de insetos é rica em proteinas secretadas indicadas como efetores na interagao
planta-patégeno (Carolan et al., 2011). Uma reprogramagao do metabolismo da planta para a defesa
ao ataque de insetos ocorre pela presenca de moléculas efetoras nas glandulas salivares dos mesmos
(Guiguet et al., 2016). Estudos recentes desviaram a aten¢do para novos padrdes de respostas
moleculares envolvidos nos primeiros eventos que ocorrem durante o ataque de plantas por insetos
herbivoros, incluindo a percep¢ao da planta a alteracdes fisiologicas especificas como liberagao de
ATP extracelular, aumento da concetracdo de célcio no citosol celular e producdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) (Zebelo e Maffei, 2015).

Esses novos padrdes de resposta tem origem na membrana plasmadtica das células vegetais,
sendo desencadeadas tanto por danos fisicos quanto por moléculas presentes na saliva dos
herbivoros, podendo ser compostos de baixa massa, como os FACs (conjugados de 4cidos graxos-
aminodcidos) bem como de alta massa, como a enzima glicose oxidase (Acevedo et al., 2015; Shinya

et al., 2016; Aljbory e Chen, 2018).

Baseado no impacto econdmico que o ataque de herbivoros apresenta frente a produtividade
das pastagens, esse trabalho teve como objetivo caracterizar as proteinas € os hormodnios
diferencialmente identificadas nas glandulas salivares de M. spectabilis, alimentada com diferentes
variedades de forrageiras, bem como o seu papel nos processos biologicos na interacdo planta-

inseto.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao e cultivo das plantas

Plantas de Brachiaria brizantha cv Marandu (BB) e Brachiaria decumbens cv Basilisk (BD)
foram obtidas a partir de mudas cedidas pela Embrapa Gado de Leite - Juiz de Fora, Minas Gerais.
Ja as plantas de Cenchrus purpureaus cv. Pioneiro (P1O) e Cenchrus purpureaus cv. Roxo de
Botucatu (RX) foram obtidas de estacas oriundas de pastagens do campo experimental do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa. Tanto as mudas quanto as estacas,
foram transplantadas para vasos contendo mistura de solo e substrato comercial Plantmax® na
proporcao (1:1; v/v). As plantas foram mantidas no Laboratério de Insetos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa (UFV). No total foram trés
repeticoes de cada cultivar, totalizando doze plantas. Os vasos utilizados eram padronizados com

volume de 2 litros, com 3 plantas por vaso.

2.2. Infestacao das plantas e extracao das glandulas

As ninfas de M.spectabilis foram coletadas no campo experimental José Henrique Bruschi —
Unidade Experimental da Embrapa Gado de Leite em Coronel Pacheco, Minas Gerais. As cultivares
de gramineas forrageiras, Brachiaria decumbens, Brachiaria brizantha cv. Marandu, Cenchrus
purpureaus cv. Pioneiro e Cenchrus purpureaus cv. Roxo de Botucatu, foram cultivadas por um
periodo de 30 dias em condi¢des de temperatura e umidade controladas, sendo distribuidas entre
trés repeti¢des bioldgicas. Apds esse periodo, as plantas foram envolvidas com sacos de organza e
cada vaso foi infestado com um total de sessenta ninfas. Apds atingirem a fase adulta, as cigarrinhas

foram mantidas se alimentando das plantas por 72 horas e coletadas para a extragdo das glandulas.

Para a extracdo das glandulas, as cigarrinhas de cada repeticdo bioldgica foram coletadas,
transferidas para tubos tipo Falcon de 50 mL e acondicionadas a -20 °C por 10 minutos. Em seguida
os pares de glandulas salivares das cigarrinhas de cada vaso (replicata bioldgica do tratamento -

forrageira) foram removidos com o auxilio de lupa e pinga, e acondicionados a -80°C.
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2.3. Protedomica
2.3.1. Extracao das proteinas

Cerca de 30 mg de glandula salivar foram pesadas em microcubos e adicionados 100ul. de
metanol 80%. O tecido foi rompido usando sonicador do tipo haste (3 vezes por 10 segundos)
(Modelo DE S500 - Ciencor) e mantido a uma temperatura de - 20°C por 2 horas. Apds centrifugagcao
(10000 rpm, 4°C, 20 minutos), o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 1,0 mL de
acetona e seco a temperatura ambiente. As proteinas foram solubilizadas com tampao de
solubilizacdo (Ureia 7M, Tioureia 2M e CHAPS 4%). A concentracdo de proteinas totais de cada
amostra foi determinada pelo método de Bradford (1976). As amostras foram armazenadas a uma

temperatura de -80°C até o uso.

2.3.2. Eletroforese Monodimensional

As protefnas foram separadas por eletroforese monodimensional descrito por Laemmli (1970).
A concentragdo dos géis de empilhamento e separacdo foram de 4% e 12%, respectivamente. O
tempo de corrida foi de 1h35min, com uma voltagem de 20 mA. Foi aplicado 50 ug de cada amostra
por canaleta em triplicata para cada tratamento. As proteinas em gel foram coradas utilizando o
corante azul de Coomassie Brilhante (G250), segundo o protocolo (Neuhoff et al., 1985). Cada
canaleta foi seccionada em 9 fracdes de aproximadamente Smm de espessura e armazenadas a uma

temperatura de -20 °C.

2.3.3. Hidrdlise triptica

A digestdao enzimdtica das subfracdes do gel SDS-PAGE foi efetuada com tripsina de pancreas
suino, (Proteomics grade/sequencing grade — Promega ®) conforme protocolo descrito por
Shevchenko et al. (2006). Para a remoc¢dao do corante azul de Coomassie Brilhante (G250), foi
realizada a transferéncia dos fragmentos de géis contendo as proteinas para tubos de 500 uL contendo
solucdo de acetonitrila 50% / bicarbonato de amodnio 25 mM para a realizacdo de uma primeira
lavagem (12h). Em seguida, procedeu-se outra lavagem com solucido de metanol 50% / bicarbonato
de amoOnio 25 mM. As lavagens foram realizadas a temperatura ambiente. Apds a solugdo de
descoloracgdo ser totalmente removida, os fragmentos de gel foram desidratados com acetonitrila por
5 min (2 vezes) e secos em Speed Vac Concentrator Plus (Eppenddorf ®) por 15 min. Proteinas
foram, entdo reduzidas com DTT 25mM em bicarbonato de amonio 100 mM por 30 min a 56°C

utilizando Thermomixer a 500 rpm. Em seguida, as proteinas foram carboximetiladas com
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iodoacetamida a 75 mM em bicarbonato de am6nio a 100 mM por 30 min, a temperatura ambiente
(Thermomixer a 500 rpm) na auséncia de luz. Os fragmentos de gel foram lavados com bicarbonato
de amdnio 100 mM por 10 min por 2 vezes, desidratados em acetonitrila por 5 min e secos em Speed
Vac por 15 min. Para a digestdo enzimaética, os géis foram reidratados com solu¢do contendo tripsina
(20 pg/mL) em solucdo de bicarbonato de amonio 40 mM pH 8,0, acetonitrila 10%. A solucdo com
enzima (15 pL) (Trypsin Gold, Mass Spectrometry grade, Promega V5280) foi adicionada fria (4°C)
e as amostras foram mantidas em banho de gelo durante 45 min para penetracdo no gel. Adicionou-
se 50 uL da solugdo de bicarbonato de amonio 40 mM/acetonitrila 10% e incubou-se a 37°C durante
16 h sob agitacdo 500 rpm. Os fragmentos de gel foram submetidos a banho ultrassom por 10 min,
agitados a 1500 rpm por 2 min e a solugdo foi removida para novos tubos. Aos fragmentos de gel
restantes foram adicionados 40 pL da solugdo de acido formico 5% / acetonitrila 50% e 40 uL da
solu¢do de 4acido férmico 5% / metanol 60% para recuperar a maior quantidade possivel de
fragmentos tripticos. Foram novamente mantidos a 1500 rpm por 2 minutos e a solu¢do foi removida
e adicionadas ao tubo novo. A solucdo triptica foi concentrada em Speed Vac até um volume final

de 5 uL e acrescida de mais 5 uL. de solucdo contendo acetonitrila 50% / TFA 0,1%.

2.3.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)

Os peptideos tripticos provenientes das digestdes enzimdticas foram ressuspendidos em
80uL de solucdo aquosa de acido férmico 0,1%, centrifugados a 20.000xg por 20 minutos. Uma
aliquota de 10uL de cada amostra foi injetada em um sistema LC-MS/MS, composto por um UPLC
nano Acquity (Waters, EUA) e um espectrometro de massas modelo micro TOF QII® - QTOF
(Bruker Daltonics, Alemanha). A andlise cromatografica ocorreu em uma coluna trap e uma coluna
capilar Protecol C18 GHQ303 3,0 pum — 300um x 150mm, operando com uma taxa de fluxo de 4,5
puL/min. Os peptideos foram eluidos automaticamente e injetados em espectrometro de massas,
atuando no modo online, com o auxilio de uma agulha de ionizacdo micro ESI. Nesta etapa, as
solucdes de fase movel utilizadas para o programa de gradiente foram: solu¢do A (4dgua e 4cido
férmico 0,1% (v/v)) e solucao B (acetonitrila e dcido férmico 0,1% (v/v)). A programacdo iniciou
por um passo de dessalinizagdo com a manutencdo de 5% solu¢@o B durante 14 min. Em seguida,
um gradiente consistindo de uma rampa de subida linear partindo de 5% até 50% da solucdo solucao
B durante 30min, 50% durante Smin, rampa de subida linear partindo de 50% até 90% durante 3min,
90% durante 2min, rampa de descida linear partindo de 90% até 10% durante 3min, seguido pela
manuten¢do a 10% durante 3min. O escaneamento dos ions ocorreu no modo positivo para os

espectros de MS1 na faixa de massas entre 100 e 2000 m/z e MS2 entre 70 e 2000 m/z. A aquisi¢do
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de dados teve a duracdo de, aproximadamente, 120 min. O espectrometro de massas QTOF foi
operado no modo autoMSn, o qual adquiriu espectros de MS2 para os fons mais intensos em cada
espectro de varredura completo, excluindo os fons de carga simples. A aquisicdo dos dados no
QTOF foi gerenciada pelo aplicativo Hystar, versdo 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os
espectros processados com o auxilio dos aplicativos Data Analysis, versao 4.0 (Bruker Daltonics,
Alemanha) e CompassXport, versio 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha), utilizando-se as
configuracdes padrdes para protedmica. As listas de picos foram geradas nos formatos mascot
generic format (*.mgf) e extensible mark-up language (*mzXML) pelos aplicativos Data Analysis

e CompassXport, respectivamente.

2.3.5. Identificacao das proteinas

A identificacdo das proteinas foi realizada confrontando-se as listas de massas geradas contra

o banco de dados de proteinas de Insecta (download em 19/02/2015, com 155.960 entradas)

depositado no Uniprot (https://www.uniprot.org/). Para isso foi usado o aplicativo Peaks, versao 7.0
(Bioinformatics Solutions Inc., Canadd) (Ma et al., 2003). Os parametros utilizados para a pesquisa
foram: digestdo enzimadtica pela tripsina com uma clivagem perdida; carboximetilacdo da cisteina
como modificagdo fixa e oxidacdo da metionina como modificacao varidvel. Para o QTOF adotou-
se uma tolerdncia de erro de 30ppm para o ion parental e de 0,02Da para os fragmentos. Foram
consideradas proteinas identificadas quando apresentaram pelo menos um peptideo tinico com False
Discovery Rate (FDR) menor que um. Os niimeros de acesso de cada proteina obtida no Peaks foram
submetidos ao Uniprot para obtencdo do nome, sequéncia e identificagdo de proteinas relacionadas
produzidas por outros organismos. Usou-se o software String (https://string-db.org/) (Franceschini
et al.,2013) e como referéncia dados do banco de proteinas de Bombyx mori (bicho-da-seda) para
retirar as redundancias correspondentes a proteinas com sequéncias semelhantes de organismos

distintos que na verdade se referem a mesma proteina.

2.3.6. Categorizacao funcional das proteinas

Para andlise de categorizacao funcional e enriquecimento de vias foi usado o software
Cytoscape (Shannon et al., 2003) com auxilio do ‘plug in” ClueGO (Bindea et al., 2009). O uso de
ferramentas para interpretacdo de dados protedmicos se faz cada vez mais necessario, haja visto que
€ crescente o nimero de proteinas identificadas em andlises protedmicas. Sendo assim, o uso do

software Cytoscape aliado ao ‘plug in’ ClueGo mostram-se de grande importancia e eficiéncia para


https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/
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esse fim. Com o ClueGo torna-se possivel perante uma lista de proteinas, a visualizacdo dos
processos biolégicos ao qual cada proteina esta envolvida. O agrupamento dos processos biolégicos
é feito de acordo com as proteinas que os compdem, sendo que dentro de cada grupo, € eleito aquele
mais enriquecido, ou seja, aquele processo constituinte de maior propor¢io de proteinas. E de
conhecimento que nas células as proteinas participam de diversas vias metabdlicas, assim sendo,
filtrar os processos mais enriquecidos € importante para uma visdo mais ampla daquele de maior
relevancia.

Usou-se o software String (https://string-db.org/) (Franceschini et al.,2013) para conversao
em sequencias homdlogas presentes no bicho-da-seda (Bombyx mori) j4 que é o organismo mais
préximo presente no banco de dados do CleuGO. Os identificadores das proteinas presentes nas
glandulas salivares de M. spectabilis alimentadas com as diferentes forrageiras foram analisadas

quanto aos processos biolégicos mais enriquecidos e aqueles exclusivos de cada espécie.

2.4. Quantificacao de fitohormonios

2.4.1. Extracao
Para extracdo de hormodnios nas glandulas salivares seguimos a metodologia descrita por

Coutinho et al.,2019 com modifica¢des. Aproximadamente 30 mg de tecido fresco foi sonicado com
adicdo de 150 pL de solventes de extracdo (metanol 80%). As amostras foram homogeneizadas em
vortex (4 vezes por 20 segundos), sonicadas (5 minutos) e mantidas em gelo (30 minutos). Apds
centrifugado (13000g, 10 minutos em 4 ° C), 100 uL de sobrenadante foi removido e colocado em
um novo tubo. O processo foi repetido com o sedimento resultante e depois os sobrenadantes foram
reunidos. Uma dltima centrifugacdo (20000g, 10 minutos em 4 ° C) foi feita para remover o restante

tecido em suspensao.

2.4.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
A amostra foi injetada automaticamente (5 pl) no sistema LC - MS / MS utilizando uma série Agilent

1200 Infinity acoplada a um triplo quadrupolo de espectrometria de massas (QqQ), modelo 6430
Agilent Technologies. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna Zorbax Eclipe Plus
C18 (1, 8 um, 2, 1 x 50 mm) (Agilent) em série com uma coluna de protecdo Zorbax SB-C18 de 1,
8 um (Agilent). O solvente utilizado foi: (A) acido acético 0, 02% em agua e (B) 4cido acético 0,
02% em acetonitrila num gradiente de tempo B: 0/5; 11/60; 13/95; 17/95; 19/5; 20/5. A taxa de
fluxo do solvente foi de 0,3 ml/ min a uma temperatura de coluna de 30 ° C. O método de ionizacao
usado na espectrometria de massa foi uma ESI (ionizagdo por eletrospray) seguindo a seguinte

condi¢do: temperatura do gas de 300 ° C, vazao de nitrogénio de 10 L / min, pressdo do nebulizador
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de 35 psi e voltagem capilar de 4000 V. O equipamento foi operado no modo MRM (monitoramento
de multiplas reacdes). A massa do ion precursor / fragmento estabelecido foi monitorada por testes
de fragmentacdo de cada molécula: citocininas (zeatina) (220/136), precursor de etileno, acido
laminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (102, 1/56, 2), ABA (263/153), AIA (176/130), SA
(137/93), GA3 (345 / 142.9), JA (209/59), GA4 (331/21). As citocininas, AIA e ACC foram
analisadas no modo positivo, enquanto ABA, AS, GA3, GA4 e JA no modo negativo. Uma curva
de calibracao (0,1 ng a 200 ng) usando os respectivos padrdes de cada hormonio foi gerada para
determinar a quantificacdo absoluta. Os dados gerados foram analisados no software Skyline para
obter as dreas de pico de cada hormonio da amostra e os resultados foram expressos em ng / g de

tecido fresco.

2.5. Analise estatistica

Os dados de fitormonios foram submetidos 3 ANOVA two-way e as médias foram
comparadas usando o teste de Tukey a 5% de significancia. Os softwares utilizados foram o SISVAR

versdao 5.7 (Build 91) e o GraphPad Prism versao 5.01.
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3. RESULTADOS
3.1. Proteomica

3.1.1. Agrupamento de proteinas identificadas em glandulas salivares de M. spectabilis

As proteinas presentes nas glandulas salivares das cigarrinhas alimentadas com as diferentes
forrageiras foram identificadas a partir dos dados gerados por LC/MS, processados no Peaks e
verificados no String. Foram consideradas proteinas identificadas quando apresentaram pelo menos
um peptideo tinico com False Discovery Rate (FDR) menor que um. Os dados foram organizados
no Diagrama de Venn (Figura 1) e analisados no ClueGo para identificacao de processos biologicos

e enriquecimento de vias (Figura 2).

De acordo com o diagrama, 36 proteinas foram identificadas em comum nas glandulas
salivares das cigarrinhas submetidas aos diferentes tratamentos. As proteinas totais identificadas nas
glandulas salivares de M. spectabilis alimentadas com B. brizantha, B.decumbens, capimelefante
cv. Pioneiro e capim-elefante cv. Roxo de Botucatu foram 94, 116, 99 e 81 respectivamente, € o
ndmero de proteinas exclusivas identificadas em cada tratamento foram 29, 47, 31 e 17

respectivamente.

Figura 1 — Diagrama de Venn representando o nimero de proteinas identificadas nas glandulas
salivares de M. spectabilis alimentadas com diferentes forageiras (tratamentos): BB: Brachiaria
brizantha, BD: Brachiaria decumbens, PIO: capim-elefante cv. Pioneiro, RX: capim-elefante cv.
Roxo de Botucatu. Numeros em circulos sobrepostos indicam proteinas compartilhadas;
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) — Input dados do String.



http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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3.1.2. Processos biologicos identificados em glandulas salivares de M. spectabilis

Foram encontrados nas glandulas salivares de M. spectabilis diversas proteinas que sdo
relacionadas a diferentes processos bioldgicos. A partir da figura 2 podemos destacar os processos
mais enriquecidos. Ribossomos, Proteinas de exportacdo, Fagossomos, Proteinas de processos
endoplasmadticos envolvidos com sintese protéica; Regulacao da contracdo muscular, processos de
traducdo celular como elongacdo e aminodcidos celulares; Degradacdo de RNA, que é responsivel
por ndo permitir que o RNA se degrade rapidamente; Lipidios de transporte que atuam de maneira
a permitir a transferéncia de lipidios através das membranas; Transporte de ions cdlcio
transmembrama, cdlcio atua no transporte através das membranas; Proteinas de estresse,

responsavel por protecdo contra estresse bidtico/abidtico e termoregulagao.

Baseado nas suas funcdes moleculares, os resultados de GO (gene ontology) obtidos revelaram
que o grupo de proteinas predominante sdo relacionados a sintese e transporte de proteinas
(ribossomo, proteinas de exportagdo, fagossomos, processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico, montagem do complexo macromolecular celular, alongamento translacional),

mecanismos de controle da musculatura (regulacdo da contragdo muscular).
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Figura 2 — Classificacdo da Ontologia Génica (GO) de proteinas identificadas nas glandulas
salivares de M. spectabilis - Processo biologico. Os processos bioldgicos estdo associados com
proteinas de glandulas salivares de M. spectabilis alimentadas com BB: Brachiaria brizantha, BD:
Brachiaria decumbens, PIO: capim-elefante cv. Pioneiro, RX: capim-elefante cv. Roxo de
Botucatu. O tamanho da esfera representa uma maior propor¢do de proteina identificada nos
respectivos processos biologicos. Vias mais enriquecidas sao mostradas com circulos maiores nas
redes, onde apenas o termo mais significativo de cada grupo foi destacado. As cores se referem aos
agrupamentos de processos com proteinas compartilhadas, indicados via conexdo por linhas.
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3.1.3. Processos biologicos exclusivos em glandulas salivares de M.spectabilis

A partir das proteinas identificadas e dos processos bioldgicos relacionados, cigarrinhas
alimentadas com diferentes forrageiras apresentaram diferencas no perfil proteico da glandula

salivar.

Com a andlise no CleuGO podemos visualizar nas figuras 3 e 4 os processos biolégicos que
sdo exclusivos de glandulas salivares alimentadas com as diferentes forrageiras. Os processos
bioldgicos exclusivos encontrados quando alimentados com B. brizanttha foram lipidios de
transporte, homeostase celular, proteinas de exportacdo e fagossomos. Para o tratamento B.
decumbens foram processos metabdlico ribonucleossideo de purina, regulacdio da contracdo
muscular, proteinas de estresse, regulacdo da atividade de cinases e metabolismo de RNA. O
tratamento com capim — elefante cv. Pioneiro apresentou os seguintes processos: processo de
iniciacdo traducional, isomeriza¢do de proteinas e por fim o tratamento com capim- elefante cv.

Roxo de Botucatu apresentou o processo de sobrevivéncia de mRNA.
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Figura 3 — Processos biologicos identificados por Ontologia Génica (GO) de proteinas

diferencialmente identificadas nas glandulas salivares de M. spectabilis entre os tratamentos. Em
vermelho estdo evidenciados os processos com as proteinas mais expressas exclusivamente nas
glandulas salivares das cigarrinhas alimentadas com Brachiaria brizantha; em verde, cigarrinhas
submetidas a alimentacdo com Brachiaria decumbens; em azul com capim-elefante cv. Pioneiro e
em amarelo com capim-elefante cv. Roxo de Botucatu. Cores mais intensas indicam processos
biolégicos com proteinas exclusivas em cada. Em cinza sdo mostrados processos bioldgicos com
proteinas que ndo detém exclusividade de nenhum tratamento.
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Figura 4 — Processos bioldgicos exclusivos encontrados em glandulas salivares de M. spectabilis
alimentadas com diferentes forrageiras. A: B. brizantha, B: B. decumbens, C: capim — elefante cv.
Pioneiro, D: capim — elefante cv. Roxo de Botucatu, E: conjunto de processos biol6gicos com
proteinas que sdo comuns identificados nos diferentes tratamentos. A denominacao de cada processo
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estdo os nimeros de processos bioldgicos que compdem cada rede de intercao.
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Tabela 1 — Relacdo dos processos bioldgicos, suas respectivas proteinas especificas e suas funcdes
dentro de cada tratamento.

Treatment Biological process Protein Function
Lipid transport VG Vitellogenin
Protein export HSP70 Heat shock protein 70-3
Sec61alpha Transport protein Sec61
Srp68 Signal Recognition Particle 68
Cell redox Pdi Protein disulfide isomerase
Brachiaria homeostasis
brizantha
Phagosome Al Vacuolar ATPase
Crt Calreticulin
LOC100037422 Vacuolar ATPase B subunit
LOC100037424  Protein-coding
Sec61alpha Transport protein Sec61
Tual and Tua2  Transport protein Sec61
Tub 1 and Tub4 Tubulin alpha chain
Regulation of muscle LOC692913 Troponin T
contraction
Response to stress ~ Hsp90 Heat shock protein 83
Purine LOC100037422 Vacuolar ATPase B subunit
ribonucleoside LOC100037426  Enolase
metabolic process  LOC100101186 Nucleoside diphosphate kinase
LOC692926 ATP synthase subunit alpha
LOC778462 Glucose-6-phosphate isomerase
Purine LOC100037422 Vacuolar ATPase B subunit
ribonucleoside LOC100037426  Enolase
Brachiaria  triphosphate LOC100101186 Nucleoside diphosphate kinase
decumbens metabolic process 100692926 ATP synthase subunit alpha
LOC778462 Glucose-6-phosphate isomerase
Single-organism 10100037422 Vacuolar ATPase B subunit
metabolic process 10100037426  Enoloase
LOC100101186 Nucleoside diphosphate kinase
LOC100329146 Isocitrate dehydrogenase
LOC101738358  Electron carrier protein
LOC692939 Glutamate dehydrogenase
LOC692952 Malate dehydrogenase
LOC778462 Glucose-6-phosphate isomerase
Pi3k60 PI3K protein
Treh-2 Trehalase
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Protein Cypa Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
peptidylprolyl
isomerization
Capim-
elefante cv. Translational Eif-4C Eukaryotic translation initiation factor 4A
Pioneiro  initiation LOC692936 Eukaryotic translation initiation factor 3
elF3c Eukaryotic translation initiation factor 5A
LOC693075 Translation initiation factor SA
Capim-
elefaII:te cv. mRNA o .
Roxo- surveillance Pabp Polyadenylate-binding protein
deBotucatu pathway

3.2 Fitormonios identificados em glandulas salivares de M.spectabilis

Os hormdnios etileno (Figura 5B), dcido jasmdnico (Figura 5D) e metil jasmonato (Figura 5F)

nas glandulas salivares das cigarrinhas alimentadas com B. brizantha e B. decumbens nao

apresentaram diferencas nas suas concentragdes. As concentracdes de dcido abscisico (Figura 5A),

acido indoalcético (Figura 5C) e zeatina (Figura 5G) apresentaram o mesmo comportamento nas

suas concentracdes entre as Brachiarias, mostrando-se maior na B. brizantha. A concentracdo de

dcido salicilico foi maior na B.decumbens quando comparada a B. brizantha (Figura 5E). Em

glandulas de insetos alimentados com capim-elefante cv. Pioneiro e Roxo de Botucatu, as

concentragdes de dcido abscisico (Figura 5A), 4dcido jasmonico (Figura 5D), 4cido salicilico (Figura

SE) e metil jasmonato (Figura 5F) ndo apresentaram diferengas. Ja os hormonios etileno (Figura

5B), 4cido indoalcético (Figura 5C) e zeatina (Figura 5SG) apresentaram concentragdes maiores na

cv Roxo de Botucatu em relagdo a cv Pioneiro.
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Figura 5 _ Perfil fitormonal nas glandulas salivares de M. spectabilis apds infestacdo em
diferentes forrageiras - BB: Brachiaria brizantha, BD: Brachiaria decumbens, PIO: capim-elefante
cv. Pioneiro, RX: capim-elefante cv. Roxo de Botucatu. (A) Aqido abscisico, (B) Etileno, (C) Acido
indolacético, (D) Acido jasmonico, (E) Metil jasmonato, (F) Acido salicilico, (G) Zeatina. Barras
(Média + EP; n = 4) com as mesmas letras nao indicam diferenga significativa entre os tratamentos
(teste de Tukey P <0,05).
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4. DISCUSSAO
4.1 Processos biologicos identificados em glandula salivar de M. spectabilis

As glandulas salivares t€m como principal funcdo a secrecao de fluidos e proteinas durante a
alimentacdo (Gatehouse, 2002). A saliva dos insetos € a primeira secre¢io a entrar em contato com
a planta durante a alimentacdo (Peiffer and Felton, 2005; Dussourd et al., 2016). O complexo de
componentes salivares que os herbivoros utilizam para se alimentar das plantas oferece uma
excelente oportunidade para estudar a interac@o entre as defesas da planta hospedeira e as possiveis

contramedidas dos herbivoros a essas defesas (Afshar et al., 2013).

Portanto, para que possamos compreender a interacdo dos processos biolégicos com as
proteinas secretadas, bem como as modulacdes dos efetores frente a interacao planta-inseto devemos
enfatizar a estrutura das glandulas salivares desses herbivoros. Posteriormente a andlise do perfil
protedmico da saliva nos direcionara a quais processos bioldgicos estdo operantes durante a

interagdo planta-praga.

Nunes e Camargo-Mathias (2001) descreveram as glandulas salivares da cigarrinha M.
fimbriolata como sendo estruturas pareadas localizadas lateralmente em cada lado da cabeca,
correspondentes a glandula principal (por¢d@o acinosa) e a glandula acessoria (porcao filamentosa).
A glandula principal apresenta ainda uma subdivisdo em quatro 16bulos, onde no interior de cada
I6bulo estdo localizados numerosos granulos de secrecdo proteica. Cada um desses l6bulos
apresentam caracteristicas singulares quanto a sua morfologia, indicando assim que cada I6bulo
possa exercer uma fungdo diferente além de produzir secre¢cdes com constituicdes distintas (Jurand
et al., 1975; Sharma et al., 2014; Will, 2016). Esta morfologia é semelhante a descrita por Roma et

al. (2003) para as glandulas salivares da cigarrinha M. posticata.

Apesar de ja ser descrito por Tsai e Perrier (1996) a falta de um reservatorio para a secre¢ao
salivar nas glandulas salivares de M. fimbriolata, estudos de Nunes et al. (2006) mostraram que a
secrecao produzida por um dos 16bulos se difere das demais em termos de concentragdo de proteina
e tamanho dos granulos sugerindo assim que um desses l6bulos possa ser usado com reservatorio

de secrecdo para que o inseto possa usar em periodos de adversidades.

Relatamos a presenca de proteinas digestivas, como a ATPase vacuolar, presente no processo
biolégico fagossomo. Quando os fagossomos estdo unidos aos lisossomos geram uma estrutura
denominada vactiolo autofigico onde fica localizado as particulas englobadas e as enzimas

responsdveis pelo processo de digestdo, sugerindo uma renovagdo constante da atividade secretora
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corroborando com os estudos de Nunes et al., 2006 a respeito da presenca de um reservatdrio para
a secrecao salivar.

A ATPase vacuolar desempenha diferentes funcdes, e aliada ao fagosssomo fornece o
ambiente 4cido necessdrio para a degradacdo das macromoléculas pelas enzimas digestivas. A acao
da ATPase vacuolar como proteina digestiva ja foi relatada a partir das glandulas salivares de
diferentes insetos da ordem Hemiptera (Oliveira- Neto et al., 2003). Acevedo (2015) relata também
que a ATPase possui a funcdo de regulacdo das respostas de defesa em vérias plantas hospedeiras,
podendo ativar proteinas do tipo cinase que estimulam a via do 4cido jasmoOnico, que levam a

inducdo de defesas diretas e indiretas nas plantas.

Por secretarem saliva durante todo o processo de alimentacdo, as glandulas salivares sao
estruturas que apresentam uma alta atividade metabdlica. Identificamos as proteinas EFla (fator de
elongacao) e TEF2 (fator de alongamento de transala¢do) que atuam no inicio e na regulacdo do
processo de traducdo. Como descrito por Hinnebusch, 2014, a proteina EF1a age especificamente
em busca do cédon de iniciacdo da traducdo, etapa essencial para a sintese de proteinas. Essas

proteinas foram descritas no processo de elongagdo translacional.

A presencga de proteinas ribossomais estd relacionada com uma alta taxa de sintese proteica
durante o processo de matura¢do do contetido salivar no interior das glandulas, uma vez que cada
I6bulo da glandula principal produz um tipo deferente de secrecido sendo entdo necessario todo um
aporte metabdlico. Aliado as proteinas ribossomais e ao processo de sintese proteica, Nunes et al.
(2006) relatam a presenca de células ricas em mitocondrias e reticulo endoplasmético nas glandulas
salivares de M. fimbriolata, o que nos permite dizer que essas organelas fornecem a energia na forma

de ATP e também, no transporte de substincias, na exportacao e na sintese de proteinas.

Descrevemos também a presenca de processos biologicos relacionados ao controle da
musculatura. Associadas a esse processo estdo as proteinas de constituicdo muscular como as
troponinas. Esse processo € de extrema importincia uma vez que o conteudo salivar para ser
expelido requer forca para translocar pelos ductos. Habibi et al. (2008) destacam que as células
secretoras dos l6bulos da glandula principal, bem como as que compdem os filamentos das glandulas
acessorias, sdo envolvidas por uma camada de células musculares que possuem a fun¢do de auxiliar
no transporte do produto da secre¢do para o interior dos ductos por contracdo. A energia necessaria
para que esse processo ocorra € suprida pelas células mitocondriais que estdo associadas as células

musculares em torno do ducto.
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Além de atuarem no papel de fornecer energia, a presenca das mitocOndrias também esta
associada aos granulos de secrecdo no lébulo das glandulas salivares de M. fimbriolata (Nunes et

al., 2006) podendo estar relacionado com a producdo de secrecdo lipidica (Caetano et al., 2002).

A presenca do processo bioldgico referente a transporte de lipideos estd associado a proteina
PDI (Proteina Dissulfeto Isomerase), que é associada inducdo de células lipidicas em insetos e
transferéncia de lipideos através da membrana (Francischetti et al., 2007). Segundo Caetano et al.
(2002), sob condicoes de fome, células das glandulas pés-faringeas de Dinoponera australis quando

associadas as proteinas PDI se degradam para formar goticulas lipidicas.

Outro processo identificado foi o transporte transmembrana. A proteina ATPase transportadora
de cdlcio, catalisa a hidrélise do ATP acoplada ao transporte de ion cdlcio. Saliva contém enzimas
que podem interagir com o célcio livre dentro do tecido da planta. Como o célcio € um importante
componente de vias de sinaliza¢do de acido salicilico, 4cido jasmdnico e etileno, essas interacdes
podem desempenhar um papel fundamental na alimentacdo das plantas evitando respostas de defesa

pelas mesmas (Will et al., 2012).

Por se tratar de um 6rgdo com alta sintese de proteinas, as glandulas salivares requerem
mecanismos de defesa contra a degradacdo de RNA. Uma das formas de evitar a degradacdo esta
associada a proteina PABP (proteina de ligacdo ao RNA). A degradacdo pode ser evitada através da
interacdo da PABP com protefnas que regulam a traducdo, que s@o responsdveis por adicionar
nucleotideo ao pré-mRNA antes da tradugdo, e ao turnover de mRNA. A PABP também ¢é
responsavel por estimular a traducdo de mRNA através das suas intera¢cdes com fatores de traducgao

associados ao fator de iniciacdo eucaridtica EIF4g (Smith et al., 2014; Kahvejian et al., 2005).

Fundamentado nas proteinas e processos biologicos descritos como fagossomo, transporte de
lipideos, controle da musculatura, transporte transmembrana, processos metabdlicos, elongacao
translacional e degradacdo de RNA, os resultados vao de encontro a ultraestrutura descrita por
Nunes (2006), onde os principais processos aqui discutidos se relacionam com um 6rgao com alta
atividade metabdlica e sintese proteica evidenciado pela presenga significativa de mitocondrias,

granulos de secre¢do e proteinas ribossonais.

4.2 Processos bioldgicos exclusivos em glandula salivar de M.spectabilis

A saliva de insetos exerce um papel fundamental no inicio do processo de alimentacdo, uma
vez que ela é responsdvel pela quebra da parede celular dos tecidos vegetais através da acdo de seus

constituintes como proteinases, amilases e fosfolipases (Backus et al., 2013).



31

Ap6s ser injetada, a saliva funde-se com secrecdes da planta sendo bombeada até o intestino
para a completa digestdo. A planta responde ao ataque de herbivoros com compostos quimicos,
denominados de compostos vegetais secunddrios como aminodcidos ndo proteicos, alcaldides,
aminas e fendis simples com a finalidade de dificultar o acesso dos herbivoros as plantas, podendo

afetar o desenvolvimento e a reproduc¢do dos insetos (Lucas et al., 2000).

Estudos acerca de efetores salivares produzidos por herbivoros vém sendo relatados, porém a
caracterizacdo funcional das proteinas secretadas ainda ndo é bem esclarecida (Dhawan et al., 2017;
Hai-Jian Huang et al., 2019). Portanto, pouco se sabe sobre os processos de secrecao de proteinas

salivares e o efeito da alimentag@o sobre o proteoma salivar em insetos.

Em glandulas salivares de M. spectabilis alimentadas com B. brizantha, 0s processos
exclusivos identificados foram transporte de lipideos, homeostase de células redox sendo
identificados através das proteinas vitelogenina (VG) e proteinas dissulteto isomerase (PDI)
respectivamente (Tabela 1). A vitelogenina é uma lipoproteina sintetizada no corpo gorduroso e
liberada na hemolinfa, carregam cédtions como o célcio através da membrana plasmatica para o
reticulo endoplasmatico onde ocorre a sua biossintese (Yang et al., 2013). A proteina PDI esta
associada aos processos de secre¢do, transporte e maturagdo de proteinas secretadas, além de atuar
como importante componente no desdobramento proteico e atividade de sintese de novas proteinas

(Peng et al., 2017).

Ribeiro et al. (2007) relatam a presenca de proteina PDI em glandulas salivares de Aedes
aegypti relacionando com a alta sintese proteica, conferindo a esse inseto maior capacidade de
ativagdo proteica e capacidade imunoldgica. Estudos de Wu et al. (2019) demostram em saliva de
mosca - branca (Bemisia tabaci) que o nivel de PDI aumenta em até duas vezes quando alimentadas

com cultivares resistentes de pimenta.

Processos como o transporte de proteinas e fagossomo também foram identificados em
glandulas salivares porém ndo com total exclusividade para a B. brizantha. As proteinas associados
ao transporte de proteinas sdo as de choque térmico - HSP70, proteinas de transporte - Sec61alpha,
e particulas de reconhecimento de sinal 68 - SRP68, enquanto as proteinas associados ao fagossomo
sdo as proteinas ATPase vacuolar — Al e LOC10037422, Calciumbinding — Crt, Proteina de
codificacdo — LOC10037424, Proteina de transporte - Sec6lalpha, Tual e Tua 2 e Proteinas
formadoras de microtululos — Tub 1 e Tub 2 (Tabela 1).
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Uma resposta bem definida ao estresse envolve a maior produc¢do de proteinas de choque
térmico, que visam manter a condicao celular adequada, limitando a produgdo e o acimulo de
constituintes induzidos pelo estresse (Wu et al., 2019).

Identificamos as proteinas HSPs (Proteinas de choque térmico) do tipo HSP70 para a intera¢ao
com B. brizantha, estando essa proteina envolvida em processos de termotolerancia especialmente
sob condi¢do de estresse e alta temperatura, metabolismo de ATP, além de garantir o dobramento
adequado de proteinas recém sintetizadas evitando assim a desnaturacdo (Mittler, 2002). Estudos
recentes de Merret et al., 2017 descrevem que as HSPs sdo capazes de controlar a tradu¢do de mRNA
sob condi¢des normais ou de estresse, estando envolvidas na restauracdo de fatores de tradugdo
como a EIF4a. As proteinas HSPs sdo necessdrias para a rapida liberacio de mRNAs dos granulos
de estresse resultando no rapido restabelecimento da tradugdo, produzindo assim novas proteinas

ribossdmicas (Mcloughlin et al., 2016).

O estresse térmico pode prejudicar a sintese e o transporte de proteinas, divisdo celular e a
secrecao de hormodnios entre os insetos (Lu e Wan, 2010). Desta forma, os insetos desenvolveram
estratégias para ajustar as temperaturas a partir das suas proprias necessidades, inclusive durante a
alimentacdo. Benoit et al., 2011 mostraram que em glandulas salivares de Aedes aegypti pode
ocorrer um aumento das proteinas HSP70 durante a alimentacdo, protegendo assim a fungao
proteolitica das enzimas que potencialmente poderiam ser prejudicadas pelo sibito aumento de

temperatura.

Ao enfrentar altas temperaturas, na tentativa de manter vidveis o metabolismo da glandula
salivar, as proteinas sHSPs possuem potencial para acionar o dobramento de proteinas, afetado pela
disponibilidade de ATP. Havendo disponibilidade de ATP, as proteinas podem se ligar de forma
estavel as HSPs, uma vez que a ligacdo do substrato ao sHsps é independente do ATP, porém um
aumento da quantidade de SHSPS-ATP potencializa a protecdo da proteina (King & MacRae, 2015).

O movimento eficiente de proteinas através das membranas € necessdrio para a saude celular.
O processo de translocagdo € particularmente desafiador quando o canal da membrana através da
qual as protefnas devem passar € estreito - como os das membranas do reticulo endoplasmadtico e
mitocOndrias. HSP70 desempenham papéis em ambos os lados dessas membranas, garantindo
translocacdo eficiente de proteinas sintetizadas em ribossomos no interior dessas organelas (Craig,
2018).

Nossos resultados corroboram com as evidéncias de que a presenca de sHSPS-ATP na

glandula salivar de M. spectabilis contribui para o aumento do metabolismo e auxilia na defesa das
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células contra a perda de proteina induzida pelo estresse frente a alimentacdo com diferentes
forrageiras.

A Sec61lalpha € uma proteina presente no reticulo endoplasmético responsavel pela mediacao
da translocacdo de polipeptidios recém sintetizados pela membrana, garantindo o sucesso do
processo metabdlico (Lang, 2017). Estudos de Demangel et al. (2018) com bactérias Mycobacterium
ulcerans produtoras da toxina micolactona mostram que a ligacdo dessa toxina a Sec61alpha inibe
fortemente a capacidade de translocacdo de polipeptideos recém sintetizados pela membrana

plasmadtica, diminuindo assim a capacidade de producdo de novas proteinas.

Alguns estudos sobre transporte de proteinas pelas membranas, envolvem as proteinas SRP68
(particulas de reconhecimento de sinal). A SRP68 liga-se a sequéncia de um peptidio recém-
sintetizado a medida que emerge do ribossoma. Essa ligacdo leva a sintese de proteinas, uma fungao
da SRP68 que facilita a traducdo e a translocacdo da proteina no reticulo endoplasmatico

(Zimmermann et al., 2011).

Dentro do processo fagossomo, destacamos a presenca das proteinas Tub 1 e Tub 2 (tubulinas)
responsaveis pela formacdo dos microtibulos do citoesqueleto celular. Os microtibulos sdo
necessarios para a manutencdo da estrutura celular bem como auxiliam no transporte atraves da

membrana (Chumova et al., 2019).

Outra proteina que se destaca dentro do processo fagossomo é a Crt- Calreticulina. Como
consequéncia da evolugdo, alguns componentes existem na saliva dos insetos para prevenir as
defesas das plantas e ajudar na ingestao da seiva de floema. Apds o ferimento ocorre um influxo de
célcio no limen dos elementos tubulares do floema. Esse aumento na concentracdo de célcio
desencadeia o fechamento do local onde foi inserido o estilete do inseto (Knoblauch et al., 2003). A
Crt é um proteina que pode inibir a oclusdo dos orificios dos tubos do floema, como ja foi relatado

na saliva de pulgdes (Aphidoidea) por Carolan et al. (2011).

Feridas ndo s6 desencadeiam a liberacao direta de célcio nas células, mas também induzem o
acumulo de ATP induzindo assim a resposta de defesa da planta (Roux et al., 2007). Em glandulas
salivares de mosca-branca (Aleyrodidae), Ratzka (2002) relata a presenca da proteina secretora
nucleotidase 1 que possui funcio de hidrélise do ATP e é ativada por cilcio. E provédvel que a
proteina de ligacdo ao célcio tenha uma funcio de reducdo da concentracdo de ATP extracelular e

prevencao da resposta de plantas durante a alimentacio dos herbivoros.

De acordo com estudos de Will et al. (2013), quando a saliva ndo suprime a resposta de defesa

da planta, s@o ativados os canais de Ca2+ na membrana plasmdtica dos elementos crivados para a
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formagdo de calose (polimero B-1,3-glicano), que sdo sistematicamente sinalizados e induzem a
obstru¢do dos poros dos elementos crivados para evitar a perda da seiva.

Em glandulas salivares de M. spectabilis alimentadas com B.decumbens 0s processos
exclusivos identificados foram estresse abidtico, regulacdo da contracdo muscular e regulacdo da
atividade de 3- cinase fosfatidilinositol representados pelas proteinas HSP90, Troponina
(LOC692913) e PI3K60 respectivamente (Tabela 1).

As proteinas HSP90 auxilia outras proteinas a se dobrarem adequadamente protegendo contra
perdas, estabilizando-as contra o estresse térmico, bidtico e abidtico (Wu et al., 2019). A nivel de
glandula salivar, o inseto estd respondendo expressando uma proteina que estd relacionada ao

estresse, o que pode favorecer assim o melhor estabelecimento na planta.

Regulacdo da contracdo muscular € um processo de extrema importancia nas glandulas
salivares, pois € ele o responsdvel pela secre¢do do contetdo salivar para o meio externo. A proteina
envolvida nesse processo € a troponina que aliada a outras proteinas de contracdo muscular regulam

a forca e a velocidade da contragdo muscular (Chisenhall et al., 2014a).

De acordo com Nunes et al. (2006), a presenca de musculos nas glandulas salivares pode estar
associada aos mecanismos de controle do transporte de saliva e os musculos provavelmente
contribuem para a regulacao das secrec¢des liberadas dos diferentes 16bulos das glandulas salivares.
Em Peregrinus maidis Ashmead (Delphacidae) os misculos foram relatados externamente aos

ductos salivares (Ammar, 1986).

Peng et al. (2018) relatam a acdo da proteina PI3K60 como uma proteina potencialmente
envolvida na sintese e na degradacdo lipidica em diferentes estdgios das larvas de Bombix Mory
através da andlise de enriquecimento dos processos biolégicos, sugerindo assim que ocorrem
diversas mudancas metabdlicas no corpo dos insetos durante a metamorfose que pode afetar

diretamente a fase adulta.

Dados de GC/MS de glandulas salivares de M.spectabilis (Saraiva, 2018) indicam grandes
concentragdes de lipideos, tais como dcido octadecandide, acido fosférico, prostaglandina A2, dcido
tetradecandico, 4cido hexadecandico, 4cido heptadecandico, dcido heptadecandico, &cido
eicosandico e metilo palmitato que sdo moléculas atuantes como moduladores da resposta da planta
hospedeira. SecrecOes orais de Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), apresentaram
moléculas de 4cido graxo em sua constituicao que leva a uma formacao de canais permeaveis a ions,

facilitando a alimentacdo do herbivoro (Howe, 2008). A presenca de acidos graxos parece ser
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comum na saliva dos insetos, uma vez que sua presenca ji foi relatada em diversas espécies (Pohnert
et al., 1999; Alborn et al., 2000; Halitschke et al., 2001; Mori et al., 2003; Yoshinaga et al., 2007).
Resultados de Tumlinson and Engelberth (2008) mostram também que as secre¢des de insetos
também contém 4cidos graxos e proteinas que induzem as defesas das plantas. Secre¢des orais de
vérias espécies de lagartas contém conjugados de dcidos graxos e aminodcidos alguns dos quais sdo

fortes elicitores de defesa (Yoshinaga et al., 2014).

Segundo Bruce (2015), como forma de impedir a herbivoria por insetos, todas as plantas
emitem produtos derivados de lipideos, sendo que em muitos casos, eles sdo capazes de atrair
inimigos naturais do inseto atacante, permanecendo muitos desses compostos ligados a superficie
da folha atuando como inibidores do forrageamento devido ao seu sabor pouco palatavel aos insetos.
Algumas dessas substancias voléteis emitidas por plantas infestadas também podem atuar como
sinais para que as plantas vizinhas, ndo infestadas, iniciem a expressdo de genes relacionados a

defesa (Mi-1, Bphl4 e Vat) (Taiz e Zeiger, 2013).

Glandulas salivares de insetos alimentados com o capim- elefante cv. Pioneiro, apresentaram
o processo Isomerizagao da proteina peptidil-prolil com exclusividade com a proteina Peptidil-prolil
cis-trans isomerase (Cypa). Sua funcio estd relacionada com acelera¢do do enovelamento proteico,

transporte de proteinas e regulacdo da transcricao (Prakash et al., 2016) (Tabela 1).

Galat (2003) retrata a presenga da Cypa como sendo secretada ou associada a mitocondrias em
Drosophila, podendo também estar associadas a proteinas de choque térmico, o que favorece uma
maior sintese de proteinas nas glandulas salivares. A Cypa possui atividade de regulacdo da
transcricdo, agindo como proteinas de ligacdo ao RNA, envolvidas diretamente na modificacdo e

transporte de RNA apds a transcri¢do como foi descrita por Adams et al. (2005).

A eficiéncia da Cypa chega a ser comparada a HSP90 no que se refere a sua capacidade de
manter a proteina em seu estado competente de enovelamento o que garante prote¢do contra perda
de proteinas recém sintetizadas. Proteinas peptidil-prolil-isomerase possuem a capacidade de se
ancorar a proteinas envolvidas com o ‘splicing’ para ajudar no arranjo adequado das proteinas recém
sintetizadas durante a transcri¢do, com a finalidade de manté-las organizadas evitando interacdes

ndo desejdveis (Mukhtar et al., 2019).

E, por fim, em glandulas salivares de insetos alimentados com capim- elefante cv. Roxo — de
— Botucatu, foi identificada a Proteina de ligacdo a poliadenilato (PABP) representando o processos

de via de controle da ndo degradacdo RNA mensageiro (Tabela 1).
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A PABP ¢ responsdvel pela estabilizacdo e manutencdo de niveis constantes de mRNA
conferindo protecdo contra a degradacdo e evidenciando uma maior sintese proteica (Kerwitz et al.,

2003). Uma maior estabilizacdo de RNA leva a uma maior sintese de proteinas.

Essa maior estabilizacdo poderia ser vantajosa durante o processo de infestacio, pois na
interacdo planta — inseto ocorreria um aporte maior de proteinas sintetizadas facilitando para o
inseto se alimentar da planta. Isso corrobora com a maior susceptibilidade dessa cultivar frente ao

ataque de herbivoros.

A saliva da lagarta (Spodoptera frugiperda) induz respostas de defesa em milho, como foi
recentemente mostrado por Acevedo et al. (2018), que as linhagens de “milho” e “arroz” infestadas
por esse inseto induzem respostas diferenciais de defesa da planta devido a diferencas na
composicdo protedmica na saliva do herbivoro quando alimentadas com diferentes linhagens de

plantas.

Assim podemos inferir que em glandulas salivares de M. spectabilis alimentadas com
diferentes forrageiras, o perfil de proteinas identificadas mostra-se distintos devido as fontes de

alimentacdo as quais o inseto € submetido.

4.3 Perfil hormonal de glandulas salivares de M. spectabilis

Herbivoria é definida como uma rela¢do ecoldgica em que partes de uma planta viva servem
de alimento para um inseto. Sendo, desse modo, uma relacio desarmdnica ji que a planta é
prejudicada enquanto o inseto se beneficia (Buchner, 2004). A herbivoria dos insetos induzem
respostas nas plantas que sdo frequentemente moduladas por componentes presentes na saliva dos
insetos, e a presenca de proteinas e pequenas moléculas na saliva atuam como efetores de defesa de

resposta nas plantas (Acevedo et al., 2018).

Zarate et al. (2007) descrevem que a resposta de defesa das plantas a insetos herbivoros sdao
mediadas pela agdo de hormonios. Etileno (ACC), 4cido jasmdnico (AJ) e metil jasmonato (MeJa)
sdo vias de respostas frequentemente ativadas nas plantas frente a herbivoria de insetos, na
tentativa de protecao com a induc¢do de inibidores de proteinas. Esses hormdnios funcionam como
moléculas de sinalizacio para ativar genes envolvidos em respostas de defesa de plantas a danos.

O 4cido salicilico (AS) tende a ser induzido em resposta a defesa contra patdgenos.

Algumas evidéncias sugerem que plantas sdo capazes de interagir com uma variedade de sinais
para regular a defesa de maneira especifica através da acdo de dcido jasmonico, etileno, 4cido

salicilico (Erb et al., 2012) e o acido abscisico (ABA) foi apontado recentemente como importante
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regulador de defesa, estando associado no processo de sinalizacdo, induzindo respostas de defesas

dependentes de 4dcido jasmdnico e metil jasmonato (Nguyen et al., 2016; Zhang et al., 2017).

O papel da Zeatina estd associado com diversas intera¢des bidtico-vegetais € um aumento em
suas concentracoes é comumente observado apds ataque de insetos ou patégenos, sugerindo que
pode ser usado para modificar o metabolismo da planta em resposta a infestacdo (Zhang et al., 2017).
O 4cido indoalcético (AIA) € uma auxina, um hormonio que regula o crescimento e a divisao de

células vegetais (Suzuki et al., 2014).

Nossos resultados demostraram a presencga de sete hormonios: dcido absicico (ABA), etileno
(ACC), acido indolacético (AIA), acido jasmdnico (AJ), acido salicilico (AS), metil jasmonato
(Mela) e zeatina nas glandulas salivares. Embora esses hormonios sejam descritos em plantas,
trabalhos de Giron et al. (2013) apontam para a producdo de hormonios em glandulas salivares de

insetos, que podem modular respostas de defesa nas plantas hospedeiras.

Conforme estudos de Bari e Jones (2008), fica evidenciado que aplicagdes exdgenas de
fitormonios modulam respostas de defesa em plantas. Os patégenos microbianos também
desenvolveram capacidade de manipular a rede reguladora relacionada a defesa de plantas
produzindo fito-hormonios. Isso resulta em desequilibrio hormonal e ativacdo de respostas de defesa
inadequadas. Esta € uma das estratégias utilizadas por alguns patégenos para conferir viruléncia e

causar doenca.

Acevedo (2019), baseado no estudo de Bari e Jones (2008), hipotetiza que os fitohormonios
presentes na saliva da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) poderiam induzir respostas de
defesa nas plantas. Para confirmar, trataram plantas de tomate, milho e arroz com uma mistura de
fito-hormonios. Como resultado, observam a inducdo de resposta nas atividades de polifenol
oxidase (PPO), atividade de peroxidase (POX) e atividade de inibidor de protease (PI). Outro
resultado obtido refere-se aos componentes salivares que modulam a resposta de defesa em
diferentes plantas hospedeiras pela presenca de efetores enzimdticos de defesa de plantas,

fitormoOnios e outras moléculas de baixo peso molecular.

Saraiva (2018) relata em M. spectabilis, a deteccdo de fitormOnios nas glandulas salivares

quando os insetos foram submetidos a alimenta¢do com capim - elefante cv Roxo-deBotucatu.

Portanto, podemos entender que os fitohormonios presentes na glandulas salivares de M.
spectabilis poderiam modular respostas de defesa em plantas hospedeiras. Além de demonstrar a
presenca de fitormonios nas glandulas, a alimentacdo com diferentes forrageiras influenciou a

concentra¢do dos mesmos.
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Os hormonios ACC, AJ e MeJa apresentaram comportamento similar nas glandulas salivares
das cigarrinhas alimentadas com B. brizantha e B. decumbens (Figura 5B,5D e 5E). Estes resultados
sugerem que o conteddo de fitormoOnio na saliva desses insetos ndo parece influenciar as diferencas
intraespecificas da planta de inducdo de defesa. Acevedo (2018) relata que ndo hé diferencas na
presenca desses hormdnios em glandulas salivares de lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda)

quando alimentadas com diferentes variedades de milho.

As concentracOes de ABA, AIA e zeatina apresentaram maiores concentracdes em glandulas
salivares de cigarrinhas alimentadas com B. Brizantha frente a B. decumbens (Figura 5SA,5C e 5G).
Recentemente, ABA e a zeatina surgiram como importantes reguladores de defesa (Schifer et al.,
2015; Nguyen et al., 2016; Zhang et al., 2017). Alternativamente, insetos ou seus simbiontes
associados podem ser capazes de sintetizar alguns hormdnios como AIA e zeatina, hormonios que
regulam o crescimento e divisao de células vegetais (Tanaka et al., 2014). O mosquito Pontania sp.
€ capaz para produzir AIA a partir de triptofano (Yamaguchi et al.,, 2012), mas a mariposa
Phyllonorycter blancardella parece depender de bactérias endossimbidticas para a producdo de

citocininas (Kaiser et al., 2010).

A zeatina ¢ um hormonio vegetal envolvido em vdrias intera¢des bidticas de plantas e um
aumento em suas concentragdes € comumente observado apds ataque de insetos ou patdgenos,
sugerindo que esse hormdnio regula o metabolismo da planta e facilita a infestacdo (Giron et al.,

2013; Zhang et al., 2017).

A concentracdo de AS foi maior na B.decumbens quando comparada a B. brizantha (Figura
SE). As quantidades de fitohormonios nas glandulas de M. spectabilis foram influenciadas pelo tipo
de dieta na qual as cigarrinhas foram cultivadas. Maior quantidade de AS pode ter sido influenciada
pela maior quantidade desse hormonio na planta ou até mesmo pela presenca de microrganismo
endossinbiontes. Jung et al. (2007) descrevem que a maior quantidade de AS encontradas em
glandulas salivares de lagartas alimentadas com planta de arroz pode estar associada a um maior

nivel desse hormdnio na planta.

As concentragdes de ABA, AJ, AS e Mela, ndo apresentaram diferencas em glandulas
alimentadas com capim-elefante cv. Pioneiro e Roxo de Botucatu (Figura SA, 5D, SE e 5F). O ABA
tem sido relatado no processo de sinalizacao induzindo respostas de defesa dependentes de JA em
tecidos sistémicos (Nguyen et al. 2016). JA, ACC, e SA s@o os fitohormdnios mais associados a
mediacdo de respostas de plantas a insetos (Hoysted et al., 2017). Os jasmonatos sdo os principais

reguladores das respostas das plantas aos danos, patégenos necrotréficos e insetos herbivoros,



39

enquanto o etileno modula a magnitude das defesas diretas e indiretas das plantas produzidas em

resposta aos jasmonatos (Schultz e Appel. 2004).

Schwartzberg and Tumlinson (2014), demostram que em glandulas salivares do pulgdao da
ervilha (Acyrthosiphon pisum) alimentados com fava (Vicia faba) ocorre a regulacdo negativa para
as respostas de defesa Al. Esta supressdao de defesa vegetal provavelmente parece ser mediada pelo
AS presente na saliva do pulgdo por indu¢do da via do AS. Saraiva (2018) relata aumento de JA e
uma reducdo de AS apds 24 h de infestacdo. Decorrendo esse tempo houve uma inversao, com
diminuicdo do JA e aumento do SA. Demonstrou-se que o SA se correlaciona negativamente com
o acimulo de JA (Nguyen et al., 2016) e onde o acimulo de SA resulta em um feedback negativo
reduzindo o acimulo de JA. J4 os hormonios ACC, AIA, e zeatina apresentaram concentracdes

maiores na cv Roxo de Botucatu em relagdo a cv Pioneiro (Figura 5B, 5C e 5G).

Com atividades diversas, as glandulas salivares funcionam como efetores podendo induzir ou
suprimir as respostas de defesa das plantas por apresentarem atividades enziméticas, melhorando

assim o desempenho do herbivoro (Bos et al., 2010).

Ha varios relatos acerca de efetores de herbivoros derivados de saliva, contudo, ainda
permanecem pouco esclarecidos seus mecanismos funcionais e fisiologicos. A planta reconhece
moléculas secretadas pelo organismo invasor e causa uma resposta defensiva. Entender os
mecanismos de resisténcia das plantas ao ataque de insetos € fundamental para o desenvolvimento

de novos gendtipos por engenharia genética (Gatehouse, 2002; VanDoorn e De Vos, 2013).

Neste contexto, 0s compostos presentes na secrecao oral de herbivoros desempenham um papel
importante na interag¢ao entre a modulacao planta-inseto e as vias de sinalizacao de defesa da planta.
Baseados nos estudos de Hansen e Moran (2014), onde retratam respostas frente a acdo de
microrganismos, que associados a glandula salivar dos insetos podem facilitar o uso de plantas
hospedeiras podendo ser responsaveis pela biossintese de metabdlitos e fitormdnios, sugerimos
entdo que insetos associados a microrganismos podem facilitar a infestacao de plantas hospedeiras,
e novas metodologias moleculares oferecem a possibilidade de elucidar tais papéis. Essa acdo de
microrganismos associados a glandulas salivar de insetos também foi sugerida por Saraiva (2018)

em seus estudos.

Em resumo, nosso estudo mostrou que, além de efetores, as glandulas salivares de M.
spectabilis contém compostos que modulam respostas de defesa em diferentes plantas.
Identificamos, SA, JA e ABA e seus papéis na inducdo de defesa da planta. Nossas experi€ncias

indicam que esses hormonios suprimem as defesas induzidas por herbivoros em forrageiras. Nao se
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sabe se esses hormonios sdo sequestrados por esses insetos de sua dieta, ou sdo sintetizados por eles
ou por seus simbiontes associados. Futuros experimentos visando elucidar estes mecanismos sdao

necessarios.

5. CONCLUSAO

Diante do impacto que as cigarrinhas ocasionam na qualidade das forrageiras, é fundamental
a compreensdo de seu modo de agdo bem como o seu comportamento na interagdo planta- inseto.
Neste estudo identificamos as proteinas e os processos biolégicos nas glandulas salivares de M.
spectabilis submetidos a diferentes fontes de alimentacdo. O perfil proteico € alterado quando
alimentadas com as forrageiras. O perfil de hormdnios nas glandulas salivares também se mostrou
alterado mas a sua origem ainda necessita ser elucidada. Sugerimos que a presenca de
microrganismos presentes nas glandulas possam produzir hormonios como forma de defesa. Assim,
¢ fundamental a caracterizacdo proteica e hormonal das glandulas salivares, bem como a
caracterizacdo molecular dos efetores e o entendimento das relagdes moleculares da interacao M.
spectabilis e das plantas hospedeiras para que seja possivel elucidar o mecanismo de defesa da planta

e desenvolver novos gendtipos resistentes a insetos-praga.
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Capitulo 11

Respostas metabdlicas em folhas de diferentes forrageiras infestadas
por Mahanarva spectabilis
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RESUMO
As dreas de pastagens sdo de suma importancia para a economia do pais, visto que estd diretamente

relacionada a producdo animal. O Brasil ocupa lugar de destaque frente a producdo e exportagdo de
produtos de origem animal. Entretanto, a grande drea cultivada estd constantemente exposta ao
ataque de insetos-praga o que vai em detrimento a produtividade e a qualidade das forrageiras. Um
exemplo muito comum de praga sdo as cigarrinhas -das-pastagens, em detaque a Mahanarva
spectabilis que é considerada uma das principais pragas das pastagens na América Tropical. O plano
de manejo integrado de pragas no Brasil inclui o desenvolvimento de variedades resistentes e
produtivas por melhoramento genético. Diante da importancia econdmica das pastagens justifica-se
o estudos afim de desenvolver cultivares cada vez mais resistente ao ataque de pragas. Entretanto
os mecanismos de resisténcias nos gendtipos ainda nao sdao bem elucidados, e para que possamos
fazer uma avaliacdo da resposta global das plantas a diferentes tipos de estresses que possam ser
aplicados na interacdo planta-inseto, langamos mao de ferramentas da biologia molecular como a
metabolomica. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar os metabdlitos secundarios de
Brachairia brizantha (resistente a cigarrinha), Brachiaria decumbens (susceptivel), capim-elefante
cv. Roxo-de-Botucatu (susceptivel) e cv. Pioneiro (resistente) quando expostas ao ataque da M.
spectabilis. Para isso, as plantas foram expostas ao ataque da cigarrinha por um periodo de 7 (sete)
dias. Asrespostas metabdlomicas foram analisadas por técnicas de espectrometria de massas- QTof
(Quadrople Time of Fligth Mass Espectomotry). As andlises de metabdlitos indicaram diferengas
entre alguns compostos intermedidrios das vias de defesa nas diferentes variedades de forrageiras
avaliadas. Alguns desses metabdlitos secunddrios tem sido relatados como agentes de efeito

negativo na biologia dos insetos herbivoros.

Palavras chave: Cigarrinha-das-pastagens. Gen6tipos. Defesa. Metabolomica.
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1. INTRODUCAO

As pastagens cultivadas representam o mais importante recurso forrageiro para a alimentacao
dos rebanhos bovinos (Pereira, 2013). O Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo, porém
ainda possui baixos indices de produtividade relacionados com perdas na qualidade das pastagens.
As causas mais comumente associadas a perda de qualidade forrageira sdo: auséncia ou uso
inadequado de adubacdo de manutencdo, ocorréncia de prgas, doengas e plantas invasoras, excesso
de lotacdo animal/drea de pastejo e incompatibilidade de espécies forrageiras consorciadas. A
utilizacdo de pastagens para a alimentacdo de ruminantes auxilia na diminui¢do dos custos de

producdo, aumentando a viabilidade da atividade (Orth et al., 2012).

Conforme Corréa e Santos (2003), nas regides de clima tropical e subtropical, hd grande
potencial de producdo, com varias gramineas forrageiras bem adaptadas, tais como as dos géneros
Panicum e Brachiaria, que, se bem manejadas, podem constituir o principal componente da dieta

de ruminantes.

O equilibrio entre produtividade e qualidade deve ser alcangado, visando assegurar os
requerimentos nutricionais dos animais e garantindo, simultaneamente, a maximizacao da eficiéncia
dos processos de producdo, utilizagdo e conversdo da forragem produzida. Grandes areas dessas
pastagens estdo predispostas ao ataque de insetos-pragas devido a fatores como grande extensio

territorial e inviabilidade de controle quimico (Costa et al., 2007).

Insetos- praga como as cigarrinhas-das-pastagens, Mahanarva spectabilis, constituem uma das
principais pragas que afetam as pastagens tropicais, causando danos severos e irreversiveis a planta
e diminuicdo considerdvel na producdo das pastagens (Valério, 2009; Auad et al., 2010). Esses
insetos tém merecido maior atengcdo, em face dos altos niveis populacionais, das ocorréncias

generalizadas e da severidade dos danos que causam.

Na tentativa de reduzir os danos causados pela presenca dos herbivoros, as plantas apresentam
formas de defesa quer podem ser de forma direta ou indireta (Seo et al., 2001; Oh et al., 2014). As
defesas indiretas frente ao ataque dos insetos, envolvem uma mistura de compostos voldteis que sao
liberados pelas plantas atacadas. Esses compostos possuem a capacidade de atrair os inimigos
naturais dos herbivoros, assim podendo a planta prover alimentos para dar abrigo a estes, de forma
que eles possam permanecer por mais tempo nela, melhorando a efetividade de defesa da planta
(Arimura et al., 2009). Ja as defesas diretas sdo mediadas por caracteristicas da planta que sdao
capazes de afetar a biologia do inseto como a presenca de pelos, tricomas, espinhos e folhas mais
espessas (Howe e Jander, 2008). Dentro da defesa direta ainda podem ocorrem a produgdo de

aleloquimicos (compostos téxicos) como os metabdlitos secunddrios e proteinas (peptideos,
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inibidores de enzimas digestivas), terpendides, alcaldides e antocianinas (fendis e quinonas) (Smith
e Clement, 2012). Segundo War et al. (2012) a presenca desses compostos podem ter efeito
repelente, toxico ou antinutricionais nos herbivoros, o que podem ocasionar retardo no seu

desenvolvimento ou até causar-lhes a morte.

De maneira geral € muito grande o nimero de insetos que atacam plantas, causando danos que
influem negativamente no sucesso dos empreendimentos agricolas. Caso medidas de controle mais
eficientes ndo sejam tomadas, a tendéncia é aumentar, ao passo que a agricultura for ampliada,
possibilitando uma selecdo direcional para o aparecimento de novos patégenos, perda da resisténcia
por parte dos hospedeiros, além da possibilidade da convivéncia dos insetos-praga com a planta

diante dos varios processos de controle conhecidos (Sinomato et al., 2014).

Uma das maneiras de controlar uma determinada praga € através da resisténcia genética da
planta-alvo, aliado a fatores ambientais, visto que um determinado inseto pode ser capaz de

identificar e escolher os seus hospedeiros (Wang et al., 2015).

Oliveira (2014) descreve que para que possamos alcancar o conhecimento de fatores que
regulam a resisténcia de plantas ao inseto é necessario primeiro o conhecimento da causa da
resisténcia, para que possa adequar e planejar um esquema de selagao de gendtipos em programas

de melhoramento genético.

A resisténcia de plantas a insetos era utilizada mesmo antes da domesticagdo das plantas,
quando plantas suscetiveis a artropodes morriam sem deixar descendentes, havendo dessa forma

selecao natural. (Smith, 2005).

A soma relativa de qualidades hereditarias possuidas pelas plantas que influenciam o resultado
do grau de injuria que o inseto promove ao se alimentar da mesma € definida como resisténcia das
plantas. Pode ser expressa por caracteristicas morfolégicas desfavordveis ao inseto como a presenca
de tricomas ou substincias ndo nutritivas sintetizadas pelas plantas como a finalidade de protege-

las (Valério, 2005).

O método de resisténcia de plantas a insetos, € 0 mais comumente indicado para o controle das
cigarrinhas-das-pastagens, uma vez que ¢ um método de baixo custo, facilmente adotado e
assimilado pelo produtor, uma vez que oferece uma defesa incorporada geneticamente,
proporcionando controle efetivo por meio da aquisicao de sementes, além da reducdo da aplicagcdo
de inseticidas favorecendoa assim os insetos benéficos e o controle bioldgico natural (Smith, 2005;

Valério, 2005).
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A metabolomica é uma abordagem promissora usada para entender os mecanismos biolégicos
existentes em um organismo. Os metabdlitos sdo determinados em amostras bioldgicas (fluidos,
células, tecidos, etc.) por comparacdo de grupos controle com grupos alterados, submetidos a
diferentes terapias, diferentes niveis de estresse, modulacido dietética ou promovidos por uma
doenca ou condi¢do especifica. Faz uso de técnicas analiticas sofisticadas e tratamento avangado de

dados e analises estatisticas (Canuto et al., 2017).

Segundo Corrales et al. (2017), por meio da andlise metaboldomica € possivel identificar e
quantificar os compostos presentes em um organismo de forma a obter informacdes sobre as
alteracdes e o acimulo de metabdlitos que foram induzidos por uma resposta fisiolégica ou
fenotipica com o objetivo de explorar o maior numero de metabdlitos que possam ser alterados.
Fornece tambem informacdes importantes para a aplicacdo em biotecnologia de plantas, uma vez
que é capaz de monitorar com detalhes o metabolismo das plantas expostas a diferentes tipos de

estresse, impulsionando assim a producdo agricola (Viant et al., 2017).

Gomez (2018) descreve em trabalho com soja, o uso promissor da metaboldémica em conjunto
com a protedmica, a fim de elucidar efeito sob o ponto de vista bioquimico e fisiol6gico, do dano
ocasionado pela mastigacdo da lagarta A. gemmatalis em plantas suscetiveis e resistentes,
comparando respostas a herbivoria entre os cultivares.

Demais autores relatam a eficiéncia da metabolomica em seus estudos de respostas das plantas
de soja a diferentes tipos de estresse, especialmente a seca (Das et al., 2017), ao estresse salino
(Zhang, 2016), por excesso de dgua (Komatsu et al., 2014) e interagdo com organismos patdgenos

(Aliferis et al., 2014).

Estudos com soja é bem relatado na literatura, porém com espécies de gramineas forrageiras
os estudos sdo escassos. Assim, dentro desse contexto o objetivo foi estudar a alteracio de
composi¢do de metabdlitos secundérios ocasionado pela presenca da M. spectabilis em diferentes

forrageiras.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao das plantas

Plantas de Brachiaria brizantha cv Marandu (BB) e Brachiaria decumbens cv Basilisk (BD)
foram obtidas a partir de mudas cedidas pela Embrapa Gado de Leite - Juiz de Fora, Minas Gerais.
Ja as plantas de Cenchrus purpureaus cv. Pioneiro (PIO) e Cenchrus purpureaus cv. Roxo de
Botucatu (RX) foram obtidas de estacas oriundas de pastagens do campo experimental do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. Tanto as mudas quanto as estacas,
foram transplantadas para vasos contendo mistura de solo e substrato comercial Plantmax® na
proporcao (1:1; v/v). As plantas foram mantidas no Laboratério de Insetos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV). No total foram trés
repeticoes de cada cultivar, totalizando doze plantas.Os vasos utilizados eram padronizados com

volume de 2 litros, com 3 plantas por vaso.

2.2 Infestacao com Mahanarva spectabilis

As ninfas de M.spectabilis foram coletadas em areas de cultivo do campo experimental José
Henrique Bruschi — Unidade Experimental da Embrapa Gado de Leite em Coronel Pacheco, Minas
Gerais. As cultivares de gramineas forrageiras, Brachiaria decumbens, Brachiaria brizantha cv.
Marandu, Cenchrus purpureaus cv. Pioneiro e Cenchrus purpureaus cv. Roxo de Botucatu, foram
cultivadas por um periodo de 30 dias em condicdes de temperatura e umidade controladas, sendo
distribuidas entre trés repeticdes bioldgicas. Apds esse periodo, as plantas foram envolvidas com
sacos de organza e cada vaso foi infestado com um total de sessenta ninfas. A coleta das folhas foi

feita 7(sete) dias apds o inicio do experimento.

Para a coleta das folhas, foram selecionadas aquelas que apresentaram maiores danos visiveis
ao ataque da cigarrinha, como inicio de amarelamento foliar e pequenas perfuracdes. Foram
coletadas 4 (quatro) folhas de cada vaso. Apos a coleta, as folhas foram acomodadas em embalagem

de aluminio e imediatamente em nitrogénio liquido e acondicionadas em temperatura de -80 °C.

2.3 Extracao de metabdlitos e derivatizacio quimica para analises por LC/MS

Os extratos foliares foram preparados por maceracdo de 150 mg de folhas em nitrogénio
liquido e para cada amostra foram adicionados 500 ul de solugdo extrativa (75% de metanol / 0,1%
de 4cido féormico) (Goméz et al., 2018). Os tubos foram agitados por 20 segundos e centrifugados

por 6.000 xg por 10 min. Apds a centrifugacio, o sobrenadante foi filtrado usando uma membrana
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de PVDF de 0,22 um e 80 pL da solugdo foi transferida para um frasco. Em seguida, uma aliquota
de 10 pL foi injetada para analise através de Cromatografia Nano Liquida - Espectrometria de
Massas (nano LC-MS) utilizando o sistema nanoACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA),
contendo coluna de captura e coluna capilar ProteCol GHQ303 C18 3,0 um - 300 pm % 150 mm,

operando com vazao de 5,0 pL.min-1.

2.4 Anadlise do perfil metabdélico

Os metabdlitos eluidos foram injetados automaticamente no espectrometro de massas
micrQTOF QII (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), trabalhando no modo on-line, com o auxilio
de uma agulha de ionizacdo microESI. Este passo consistiu em solugdes de fase movel sendo
utilizadas para o programa de gradiente como se segue: (A) dgua e 0,02% de acido acético (v/v) e
(B) acetonitrila e 0,02% de 4cido acético (v / v). Utilizou-se o seguinte gradiente: uma rampa linear
subindo a 5% aumentando para 50% (B) por 30 min, 50% (B) por 5 min, subida linear iniciando em
50% aumentando para 90% de (B) por 3 min, 90% (B) por 2 min, descenso gradiente linear iniciando
em 90% diminuindo para 10% (B) por 3 min, seguido por manutencio constante a 10% (B) por 3
min. A varredura de fons para espectros MS1 em modo positivo foi realizada para massas entre 100
e 1000 m / z, e entre 50 e 1000 m / z para os espectros MS2. Os dados foram adquiridos ao longo
de 46 min em cada andlise LC-MS / MS, usando o software Hystar, versao 3.2 (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha), e os espectros foram processados através do programa Data Analysis, versao
4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), usando as configuracdes padrao para metabolomica. O
espectrometro de massa foi operado no modo Auto-MSn, que coletou espectros de MS2 para os ions
mais intensos em todo espectro de varredura. Os dados do espectro de massa bruta foram convertidos
para o formato mzXML usando a ferramenta de conversdo proteowizard usando o algoritmo de pico
de separaciao (XCMS refe). Os picos de List também foram gerados no formato genérico de mascote

(mgf) pelo programa Data Analysis

2.5 Processamento de dados e identificacao dos metabdlitos

Os dados brutos convertidos para m\z XML também foram usados para comparar o perfil LC
/ MS dos extratos foliares pela plataforma XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu). Os aligmentos
foram realizados utilizando parametros padrao para o sistema HPLC / Qtof usando 20 ppm para
MS1 e banco de dados de metabdlitos para Arabdopsis thaliana. Foram utilizados métodos de pares

e de grupo multiplo para o contraste dos grupos de forrageiras avaliadas (infestadas ou ndo
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infestadas) BBI x BB NI x BD I x BD NI e PIO I x PIO NI x RX I x RX NI. O médulo Multi-Omic
foi utilizado para inferéncia de rotas contra banco de dados de metabdlitos de Arabdopsis thaliana.
Uma tabela de metabdlitos contendo a intensidade de todos os fons detectados em todas as execucoes
foi exportada da plataforma XCMS e utilizada como entrada para andlise estatistica utilizando a
plataforma de base Web MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca/). Os filtros de qualidade
baseados nos métodos de desvio padrdao foram usados para remover automaticamente os dados de
baixa qualidade. Em seguida, os valores de intensidade foram normalizados por mediana e os dados
foram transformados pelo método de Pareto Scaling. Os dados foram analisados utilizando Anélise
Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLSDA) para agrupar os tratamentos e para
classificar os fons (escore VIP) em ordem de importancia nas amostras. Andlise de variancia
unidirecional (ANOV A) e heatmaps foram utilizados para visualizar os compostos com abundancia

diferencial.
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3. RESULTADOS
Dados brutos de LC / MS convertidos foram utilizados para comparar os perfis de metabdlitos

entre os gendtipos contrastantes e verificar a flutuagdo dos metabdlitos presentes nas folhas ndo
infestadas (NI) ou com insfestacdo (I) por M. spectabilis de B. brizantha, B. decumbens, capim-
elefante cv. Pioneiro e capim-elefante cv. Roxo-de-Botucatu. Apds as corre¢des de tempo de
retengdo (Figura 1), os cromatogramas de fons extraidos (XICs) foram utilizados para as

comparacdes de m/z e intensidades entre os tratamentos.

O método PLSA-DA foi utilizado para analisar as amostras de acordo com as varidveis mais
significativas e para o agrupamento diferencial dos gendtipos contrastantes. Os perfis mostraram
um comportamento geral distinto para os genétipos de B. brizantha x B. decumbens e capim-elefante
cv. Pioneiro x cv. Roxo-de-Botucatu ndo infestadas (NI) ou com insfestacdo (I) por possuirem
diferentes bases genéticas (Figura 2). As respostas frente a presenca das cigarrinhas mostrou uma
influéncia no perfil de distribui¢do dos gendtipos, exceto para o cv. Pioneiro, onde a presenca ou

auséncia da cigarrinha ndo se fez relevante.

O método PLSDA também foi utilizado para indicar os metabolitos com presenca mais
significativa que seriam responsdveis pelo agrupamento das amostras (Figura 3). Assim, foi possivel
observar alguns fons com maiores abundancias relativas sob infestagdo com a cigarrinha nos
cultivares B. brizantha (M395T67, M369T20 e M396T67) e capim-elefante cv. Pioneiro
(M447T35). A concentragdo relativa dos metabdlitos € representada através da intensidade de
coloragdo dos ‘box’, como apresentado na Figura 3. Coloracdo mais intensa de vermelho indica
maior abundancia do metabdlito obeservado e coloracdo verde intensa representa menor quantidade.
A diminuicdo na intensidade de cor refere-se também a diminuicdo do composto observado.
Sugerimos que a presenca dos compostos mais presentes possam estar ligados a resisténcia da planta

ao ataque da cigarrinha.

Os principais compostos de LC/MS responsdveis pela discriminacdo entre grupos de

forrageiras com ou sem infestacdo foram identificados pelo score VIP PLSDA.
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Figura 1— TIC cromatograma de LC/MS ap6s corrida usando XCMS e métodos de
comparagdo por grupos de forrageiras. A - BB I x BB NI x BD I x BD NI,
B - PIOIx PIO NI x RX I x RX NL
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Figura 2 — Andlise de agrupamento por PLSDA (Andlise Discriminante dos Quadrados Minimos
Parciais) de perfis metabdlicos de folhas ndo infestadas (NI) ou infestadas (I) por Maharnarva
spectabilis. A - B. brizantha (BB) x B. decumbens (BD), B - Capim-elefante cv. Pioneiro (PIO) x
Capim-elefante cv. Roxo-de-Botucatu (RX).
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Figura 3 - Andlise de agrupamento por PLSDA de perfis metabdlicos de genétipos ndo

infestados (NI) ou infestados (I) por Mahanarva spectabilis. A - B. brizantha e B. decumbens, B -
Capim-elefante cv. Roxo-de-Botucatu e Capim-elefante cv. Pioneiro. A caixa colorida a direita
indica a concentracao relativa do metabdlito correspondente em cada grupo.
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As andlises de variancia (ANOVA) e plotagem dos heatmaps foram utilizadas para verificar
os metabdlitos que apresentaram maiores abundancias relativas nos gendtipos de B. brizantha, B.

decumbens, capim-elefante cv. Roxo-de-Botucatu e capim-elefante cv. Pioneiro (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Andlise de varidncia (ANOVA) das intensidades dos XIC (cromatogramas de ions
extraidos) geradas a partir dos perfis de LC/MS por XCMS das folhas infestadas (I) ou ndo
infestadas (NI) por M. spectabilis. A — Capim-elefante cv. Roxo-de-Botucatu e capim-elefante cv.
Pioneiro, B - B.brizantha e B. decumbens.
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Observamos a presenca de um conjunto de diferentes metabdlitos com maior abundancia nas
folhas infestadas de B. brizantha em relacdo as folhas ndo infestadas (Figura 5SA). Outro conjunto
distinto foi observado nas folhas de B.decumbens nao infestadas. O comportamento dos metabdlitos
nas cultivares de capim-elefante foi diferente em relacdo as Brachiarias, mostrando uma quantidade
expressiva no cv. Roxo-de-Botucatu ndo infestado (Figura 5B). As abundancias relativas
normalizadas de alguns dos principais fons presentes em altas concentracdes nas diferentes

forrageiras resistentes ou ndo a herbivoria estdo indicados na Figura 6.
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Figura 5 - Andlise de agrupamento pelo método HeatMap dos metabdlitos
caracterizados nas folhas na presenga (I) ou auséncia (NI) da cigarrinha M. spectabilis em
B. brizantha (BB) e B. decumbens (BD).
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Figura 6 — Andlise de agrupamento pelo método HeatMap dos metabdlitos caracterizados nas
folhas na presenca (I) ou auséncia (NI) da cigarrinha M. spectabilis em Capim-elefante cv.

Roxo-de-Botucatu (RX) e cv. Pioneiro (PIO).
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Figura 7 — Comparac¢des por PLSDA das intensidades dos perfis metabdlicos dos XIC
(cromatogramas de fons extraidos) normalizados gerados a partir dos perfis de LC/MS por
XCMS das folhas infestadas (I) ou ndo infestadas (NI) por M. spectabilis em capim-elefante
cv. Roxo e capim-elefante cv. Pioneiro
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Figura 8 — Comparacdes por PLSDA das intensidades dos perfis metabdlicos dos XIC
(cromatogramas de ions extraidos) normalizados gerados a partir dos perfis de LC/MS por
XCMS das folhas infestadas (I) ou ndo infestadas (NI) por M. spectabilis em B. brizantha e B.

decumbens.

Através da analise funcional realizada pela plataforma XCMS, observamos que algumas

vias metabdlicas poderiam ser responsaveis a infestagdo de M. spectabilis nas diferentes

forrageiras estudadas. Indicamos os supostos compostos especificos que poderiam estar

relacionados a resisténcia. No capim-elefante cv. Pioneiro, identificamos os metabdlitos
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desregulados pertencentes as vias de biossintese de fenilpropandides, sanguinarine e
glucosinolatos (Tabela 1). Vias relacionadas a cumarina, biossintese de glucosinolatos e

kaempferol foram reportados no capim-elefante cv. Roxo-de-Botucatu (Tabela 2).

Na B. decumbens observamos vias de glucosinolatos em relativa abundancia porém
oriundas de diferentes fontes de aminoacidos (Tabela 3), e na B. brizantha observamos via de

biossintese de acido abscisico (Tabela 4).
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Tabela 1 — Vias metabdlicas caracterizadas pela plataforma XCMS de LC/MS mostrando
compostos com abundancias relativas alteradas nas folhas de capim-elefante cv. Pioneiro
infestadas em relacdo as folhas ndo infestadas por M. spectabilis.

Overlapping All
Pathway putative L P

metabolites’ metabolites<*| values
phenylpropanoid biosynthesis 4 7 6.5e-2
gibberellin inactivation | (2B-hydroxylation) 3 8 1.4e-1
chlorogenic acid biosynthesis | 3 5 8.5e-2
glucosinolate biosynthesis from tetrahomomethionine 3 3 6.2e-2
glucosinolate biosynthesis from tryptophan 3 7 1.2e-1
ajugose biosynthesis Il (galactinol-independent) 2 3 1.6e-1
sulfide oxidation Ill (sulfur dioxygenase) 2 3 1.6e-1
pyocyanin biosynthesis 2 3 1.6e-1
2,3-cis-flavanols biosynthesis 2 4 2.1e-1
monolignol glucosides biosynthesis 2 6 3.2e-1
sanguinarine and macarpine biosynthesis 2 10 5.5e-1
selenate reduction 2 2 1.2e-1
magnoflorine biosynthesis 2 3 1.6e-1
formaldehyde oxidation Il (glutathione-dependent) 2 3 1.6e-1
salicylate biosynthesis | 2 2 1.0e+0
glutathione redox reactions Il 2 2 1.2e-1
ferulate and sinapate biosynthesis 2 3 1.6e-1
phenolic malonylglucosides biosynthesis 2 5 1.0e+0
phaseic acid biosynthesis 2 2 1.0e+0
tyrosine biosynthesis |l 2 2 1.0e+0
1,4-dihydroxy-2-naphthoate biosynthesis Il (plants) 2 2 1.0e+0
sulfate reduction Il (assimilatory) 2 2 1.2e-1
5-aminoimidazole ribonucleotide biosynthesis Il 2 3 1.0e+0

"Ntimero de metabdlitos com abundancias relativas alteradas nas vias metabdlicas.
ZNidmero total de metabdlitos encontrados nas vias metabélicas.
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Tabela 2 — Vias metabdlicas caracterizadas pela plataforma XCMS de LC/MS mostrando
compostos com abundancias relativas alteradas nas folhas de capim-elefante cv. Roxo-de-
Botucatu infestadas em relac@o as folhas nao infestadas por M. spectabilis.

Overlapping All
Pathway putative .. o+ |p-values
metabolites!| Metabolites
kaempferol glycoside biosynthesis (Arabidopsis) 3 714.2e-3
coumarin biosynthesis (via 2-coumarate) 2 3/1.0e+0
GA12 biosynthesis 2 316.9e-3
glucosinolate biqsypthesis from > 411 0e-2
pentahomomethionine
phenolic malonylglucosides biosynthesis 2 5|1.0e+0
stachyose biosynthesis 2 4(1.0e-2

"Ndmero de metabdlitos com abundincias relativas alteradas nas vias metabdlicas.

Nidmero total de metabdlitos encontrados nas vias metabdlicas.
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Tabela 3 — Vias metabdlicas caracterizadas pela plataforma XCMS de LC/MS mostrando
compostos com abundéncias relativas alteradas nas folhas de B. decumbens infestadas em
relacdo as folhas ndo infestadas por M. spectabilis.

Overlapping
Pathway putative Al . p-values
. metabolites2*
metabolites1

glucosinolate biosynthesis from phenylalanine 4 6|4.5e-2
glucosinolate biosynthesis from tryptophan 4 8|4.7e-2
glucosinolate biosynthesis from hexahomomethionine 2 3|7.8e-2
glucosinolate biqsypthesis from > 3l7 862
pentahomomethionine

coniferin metabolismo 2 3|7.8e-2
caffeoylglucarate biosynthesis 2 3|7.8e-2
sucrose biosynthesis I 2 419.1e-2
coumarin biosynthesis (via 2-coumarate) 2 419.1e-2
sucrose degradation Il (sucrose synthase) 2 419.1e-2
glucosinolate biosynthesis from trihomomethionine 2 419.1e-2
glucosinolate biosynthesis from tetrahomomethionine 2 5|1.1e-1
stachyose biosynthesis 2 5|1.1e-1
glucosinolate biosynthesis from homomethionine 2 5|1.1e-1
:Egﬁfeg;ucosinolate breakdown (insect chewing 2 51 1e-1
icnecflc;Ie glucosinolate breakdown (active in intact plant 2 611 2e-1
anthocyanidin modification (Arabidopsis) 2 6|1.2e-1
sinapate ester biosynthesis 2 6|1.2e-1
phenolic malonylglucosides biosynthesis 2 7\1.4e-1
glucosinolate biosynthesis from dihomomethionine 2 9|1.8e-1
sanguinarine and macarpine biosynthesis 2 15|3.1e-1

"Nimero de metabélitos com abundancias relativas alteradas nas vias metabdlicas.
ZNidmero total de metabdlitos encontrados nas vias metabélicas.
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Tabela 4- Vias metabdlicas caracterizadas pela plataforma XCMS de LC/MS mostrando
compostos com abundancias relativas alteradas nas folhas de B. brizantha infestadas em

relacdo as folhas ndo infestadas por M. spectabilis.

trihomomethionine

Overlapping
Pathway putative A". p-values
. metabolites2*
metabolites1
abscisic acid glucose ester biosynthesis 2 3 5.6e-2
chlorophyllide a t;iosynthesis | (aerobic, light- 2 9 1.0e+0
ependent)
flavin biosynthesis | (bacteria and plants) 1 5 1.0e+0
phaseic acid biosynthesis 1 4 1.0e+0
vitamin E biosynthesis (tocotrienols) 1 8 1.0e+0
tryptophan degradation VI (via tryptamine) 1 2 1.0e+0
flavonoid biosynthesis 1 4 1.0e+0
indole-3-acetate biosynthesis Il 1 5 1.0e+0
abscisic acid biosynthesis 1 1 1.0e+0
suberin monomers biosynthesis 1 14 1.0e+0
5-deoxystrigol biosynthesis 1 4 1.0e+0
indole glucosinolatg breakdown (insect chewing 1 5 1.0e+0
induced)
ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic) 1 5 1.0e+0
glucosinolate biosynthesis from 1 6 1.0e+0

"Ndmero de metabdlitos com abundincias relativas alteradas nas vias metabdlicas.
ZNidmero total de metabdlitos encontrados nas vias metabélicas.
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4. DISCUSSAO

A interacdo inseto-planta € complexa e dindmica, envolvendo processos que ao longo do
tempo produzem uma grande variagdo de caracteristicas tanto para o inseto quanto para a
planta, dentro de um sistema onde a resposta de um é sempre em fun¢do da ac¢do ou reagdo do

outro (Aoyama e Labinas, 2012).

Kant (2015) relata que algumas moléculas sdo utilizadas pelas plantas para resistirem a
herbivoria, sendo que a quantidade e a intensidade da utilizacdo das mesmas vai depender das
interacdes induzidas pelos herbivoros. A funcdo primordial dessas moléculas é promover o
retardo no desenvolvimento e crescimento do herbivoro, o que geralmente ocorre por meio de

interferéncia na alimentacdo, digestdo e integridade intestinal.

Sabe-se que as defesas das plantas ocorrem tanto no tempo quanto no espago por redes
reguladoras altamente complexas que sdo moduladas por interagcdes com outras vias de
sinalizag¢@o, nas quais as defesas podem ser constitutivas ou induzidas. Produzidas de forma
induzida, essas moléculas podem ser tanto de natureza proteica como inibidores de proteases,
peptidases, degradadoras de aminoécidos, ou oriundas do metabolismo secunddrio como os

compostos fendlicos, isoterpendides e compostos nitrogenados (Will et al., 2013).

Nos insetos sugadores, a composi¢cdo da seiva do floema nao s6 influencia na decisdao do
inseto de aceitar ou nao um hospedeiro, como também determinard o seu crescimento e

reproducgao (Pritchard et al., 2007).

Estudos conduzidos por Panis et al. (2016) mostram que as plantas possuem a capacidade
de sintetizar uma vasta gama de metabdlitos secundarios que sdo usados na defesa ao ataque
de insetos fitéfagos. Por outro lado, os insetos podem responder com contraadaptagdes para
contornar as defesas quimicas das plantas, como por exemplo, sdo capazes de desintoxicar ou
até mesmo sequestrar toxinas produzidas pelas plantas e utiliza-las para se proteger dos
inimigos naturais. O inseto Dactylopius opuntiae, por exemplo, produz o dcido carmico como

mecanismo antimicrobiano e antipredatorio (Fiirstenberg-Hégg et al., 2013).

A separacdo de compostos de defesa € favorecida através do processo de extracdao
metandlica. Esses compostos ja foram descritos como sendo flavondides (Gomez et al., 2018),
alcaldides (Thanigaivel et al., 2017), terpendides (Ahn et al., 1997; Muema et al., 2016) e

glucosinolatos (Muema et al., 2016).
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Diante da necessidade de maiores esclarecimentos acerca da resisténcia de alguns
genodtipos a M. spectabilis, estudos mais detalhados e aprofundados sdo necessarios para esse
entendimento, assim lancamos mao do uso das andlises metabdlicas para esse fim.

Existe uma grande variabilidade de tolerdncia e sensibilidade em diferentes espécies de
plantas frente ao ataque de insetos herbivoros. Estudos de Lopes et al. (2009) com infestacao
com o D. opuntiae em palma forrageira, confirmam a presenca de alguns flavondides como a
rotenona, rutina, quercetina e campferol, com efeito inseticida agindo de forma negativa no
inseto, causando retardo no ciclo ou até mesmo a morte. A presenca de glicosinolato foi
descrito em plantas de pimenta (Capsicum spp) por Macel et al. (2019) com potencial acao de
defesa quimica ao ataque de Frankliniella occidentalis. A emissdao de metabdlitos organicos
volateis (MOV’s) pode ser observada em cana-de-agucar frente ao ataque da broca-da-cana
(Diatraea saccharalis). Os MOVs podem atrair inimigos naturais ou repelir a praga, afaetando
diretamente (Nalam & Nachappa, 2014). Os MOVs podem afetar diretamente a fisiologia e o
comportamento dos herbivoros apresentando-se como toxicos (antibiose) ou

repelentes/deterrentes (antixenose) (Kessler; Baldwin, 2002).

Através da andlise metabdlica por LC / MS foi possivel observarmos alteragdes no perfil
metabdlico nos genétipos B. brizantha, B. decumbens, capim-elefante cv. Pioneiro e
capimelefante cv. Roxo-de-Botucatu, mostrando assim que hda um comportamento tanto ao

nivel de espécie quanto ao nivel de resposta a presenca do inseto sugador.

O efeito téxico de algumas enzimas envolvidas na via biossintética sanguinarine/
macarpine foi comprovado usando culturas de células de plantas elicitadas (Guizar-Gonzélez
et al., 2012). Essa toxicidade sugere que esses compostos possam estar envolvidos na defesa
das plantas contra os herbivoros. Relatamos a presengas da via biossintética sanguinarine/
macarpine no capim-elefante cv. Pioneiro (Tabela 1) e na B.decumbens (Tabela 3). Esse

resultado pode estar envolvido como a maior resisténcia do capim-elefante cv. Pioneiro.

Um importante grupo de hormonios esterdides de plantas envolvidos em resposta ao
estresse sdo os brassinosterdides (BRs). Eles sdo capazes de regular a biossintese de
glucosinolato (GS) (Lee et al., 2018). Observamos a presenca de compostos desregulados para
essa via nas quatro variedade estudadas, contudo em uma quantidade mais expressiva na B.
decumbens (Tabela 3). Acredita-se que o papel principal dos glucosinolatos nas plantas seja
respostas a estimulos externos ou ambientais. Os glucosinolatos também estdo envolvidos na
defesa de plantas contra insetos (Borges et al., 2017) produzindo compostos toxicos para o

inseto.
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Os compostos fendlicos, como os fenilpropanoides e os flavonoides, sdo metabdlitos
secundarios amplamente produzidos pelas plantas, sendo conhecidos por apresentarem
atividade antioxidante e proteger as plantas dos estresses bidticos e abidticos. (Shodehinde et
al., 2016; Cuong et al., 2018). H4 relatos do efeito citotéxico dos flavondides frente a resisténcia
a pragas (Falcone Ferreyra et al., 2012). Observamos vias de metabditos alteradas com esses compostos
em capim-elefante cv. Pioneiro (Tabela 1) e em B. brizantha (Tabela 4) respectivamente. Esse resultado
pode estar relacionado com a maior resisténcia do Capim-elefante cv. Pioneiro e da B. brizantha a M.

spectabilis.

As caracteristicas expressas por plantas resistentes pode fornecer mudangas no
comportamento, fisiologia ou biologia de insetos, ou também podem apresentar apenas uma
maior capacidade de suportar seu ataque. Nosso trabalho foi de natureza investigativa,
apontando indicios para uma alteracdao no perfil de metabdlitos secundédrios em plantas mais
susceptiveis e resistentes ao ataque da M. spectabilis. Essas alteracdes podem estar
relacionadas com a inducdo de vias de defesa ou ndo, capazes de justificar a sua capacidade de

resisténcia a insetos.

5. CONCLUSAO

Os perfis metabdlicos por LC/MS confirmaram a presenca de compostos presentes nas
folhas das forrageiras que justificam a diferenca de resisténcia a infestacio pelas cigarrinhas.
Andlises integrativas indicaram que as vias metabdlicas podem estar sendo alteradas em funcao
da presenca ou auséncia a herbivoria. Essas informag¢des auxiliam a elucidar mecanismos que
podem ser controlados com a finalidade de se obter plantas mais resistentes a pragas,
diminuindo assim o impacto de causado pela infestacdo. Estudos futuros sdo necessarios para

o entendimento mais amplo e claro do funciomamento desses processos.
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