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RESUMO

RINALDI, Angelo José, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021. Andlise de
componentes moleculares da espuma e da toxina presente na glandula salivar de
cigarrinha das pastagens. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores:
Humberto Josué de Oliveira Ramos e Yaremis Beatriz Merifio Cabrera.

Mahanarva spectabilis conhecida como cigarrinha-das-pastagens € o principal inseto-praga que
causa severos danos as forrageiras tropicais, comprometendo a producdo bovina e também a
cadeia leiteira. Os adultos das cigarrinhas atacam a planta causando danos foliares como a
clorose. As ninfas, por sua vez, criaram um mecanismo de protecdo eficaz contra perda de
umidade, contra variacdes de temperaturas e contra acao de inimigos naturais que € a producdo
de uma espuma que o encobre. Como estes mecanismos podem ser importantes para o controle
do inseto-praga, foram analisados alguns dos constituintes das glandulas salivares como agentes
citotoxicos, além da constituicdo proteica da espuma. Andlises por SDS-PAGE LC/MS
identificaram a regido codificadora de uma proteina de 66 kDa apresentando alta abundancia
relativa na espuma. A presenga deste gene de origem gendmica foi confirmada por PCR, e como
sendo de funcdo desconhecida pela auséncia de homo6logos descritos. Um metabdlito presente
em alta abundancia na glandula salivar foi identificado com alta similaridade com a toxina de
origem fungica Citocalasina B, podendo estar envolvido na producio do sintoma de clorose nas
folhas. Portanto, as caracteriza¢des funcionais dos componentes moleculares identificados

poderao ser alvo para o desenvolvimento de mecanismo de controle na interacdo do inseto-

praga.

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

praga. Espuma. Citocalasina B.



ABSTRACT

RINALDI, Angelo José, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2021. Analysis of
molecular components of foam and toxin present in the salivary gland of pasture
spittlebugs. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisers: Humberto Josué de
Oliveira Ramos and Yaremis Beatriz Merifio Cabrera.

Mahanarva spectabilis known as spittlebugs is the main insect pest that causes severe damage
to tropical forages, compromising cattle production and also the dairy chain. The adults of
spittlebugs attack the plant causing leaf damage such as chlorosis. The nymphs, in turn, created
an effective protection mechanism against moisture loss, against temperature variations and
against the action of natural enemies, which is the production of a foam that covers it. As these
mechanisms can be important for the control of the insect pest, some of the constituents of the
salivary glands were analyzed as cytotoxic agents, in addition to the protein composition of the
foam. Analysis by SDS-PAGE LC/MS identified the coding region of a 66 kDa protein with
high relative abundance in the foam. The presence of this gene of genomic origin was confirmed
by PCR, and as being of unknown function due to the absence of described homologues. A
metabolite present in high abundance in the salivary gland was identified with high similarity
to the fungal toxin Cytochalasin B, which may be involved in the production of the symptom
of chlorosis in the leaves. Therefore, the functional characterizations of the identified molecular
components could be a target for the development of a control mechanism in the insect pest

interaction.

Keywords: Spittlebug. Salivary gland. Proteomics. Plant-pest interaction. Foam. Cytochalasin
B.
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1- INTRODUCAO.

Cigarrinhas (Hemiptera: Cercopidae) sao importantes pragas de gramineas forrageiras
na regido neotropical (VALERIO; NAKANO, 1977; VALERIO, 2009). Sio insetos que sugam
a seiva das plantas e regurgitam nas folhas a saliva contendo enzimas téxicas (NUNES;
CAMARGO-MATHIAS, 2006). Como consequéncia, os canais condutores sao bloqueados
resultando em folhas amareladas, conferindo um aspecto queimado a plantacdo. Os danos
causados pelas cigarrinhas-das-pastagens sdo consequéncias da succ¢do da seiva,
preferencialmente do xilema, assim como da inje¢do de secrecdes salivares no tecido vegetal,

interferindo até na atividade fotossintética da planta (VALERIO, 2009, 2013).

Dentre as cigarrinhas, Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) é de particular interesse
por sua alta adaptabilidade e alimentacdo voraz de gramineas forrageiras comumente cultivadas
para a pecudria, como o capim-elefante (Pennisetum purpureum). Ovos de Mahanarva. spp.
sdo colocados durante os surtos intensos que ocorrem nas estagdes chuvosas e estes, apresentam
diapausa, o que mantém a viabilidade dos ovos durante as estacdes secas (VALERIO, 2009).
Ninfas da cigarrinha das pastagens, M. spectabilis, desenvolvem-se nas raizes adventicias
inferiores de algumas gramineas. Essas ninfas sdo encontradas nas plantas envoltas por uma
espessa espuma branca, produzida pelas glandulas de Batelli. Embora ndo apresente efeito
direito no hospedeiro, a espuma auxilia na prote¢do contra inimigos naturais e fatores externos
em geral, como termorregulacio (GREGG HENDERSON; HOFFMAN; JEANNE, 1990;
TONELLI et al., 2018). A caracterizacdo molecular dessa espuma ainda ndo foi elucidada, mas
Tonelli et al. (2018) mostraram que carboidratos, dcidos graxos e proteinas estdo presentes, mas
ndo foram identificadas. Perfis de SDS-PAGE unidimensionais de espuma de ninfas de M.
spectabilis variam de acordo com o genétipo de graminea forrageira com que sdo alimentadas

(AUAD et al., 2012).

Outro fator importante para M. spectabilis é a glandula salivar, que auxilia na digestao
extra-oral e na penetracdo do estilete bucal (NUNES; CAMARGO-MATHIAS, 2006). A
regurgitacdo da saliva por M. spectabilis na seiva € conhecida por produzir efeitos toxicos as
plantas, possivelmente devido a presenca de moléculas efetoras que auxiliam o inseto no
sucesso da infestacdo pelo hospedeiro que prejudicam a sintese de clorofila, causando
amarelecimento das folhas e perda de palatabilidade (ZHU; YAO; LUTTRELL, 2016). Por
exemplo, Saraiva et al. (2021) mostraram a presenca de enzimas apirase e outros metabdlitos,

como o 4cido salicilico, na glandula salivar de adultos de M. spectabilis, quando alimentadas



com capim-elefante (Pennisetum purpureum). A presenca de metabdlitos e hormonios pode
auxiliar na infestacdo, afetando o equilibrio de vias de sinalizacdo que desencadeiam respostas

defensivas em gramineas forrageiras.

Monteiro et al. (2021) detectou vérios fitohormodnios presentes na glandula salivar como
etileno, dcido jasmonico, metil jasmonato, dcido abscisico, dcido indolacético, zeatina e acido
salicilico, presentes na glandula salivar, envolvidos na modulacdo de respostas de defesas de
plantas hospedeiras. Monteiro et al. (2021) também identificou 36 proteinas na glandula salivar
de M. Spectabilis presentes durante a alimentacdo de diferentes gramineas forrageiras
relacionadas a diversos processos bioldgicos como ribossomos, proteinas de exportacido,
fagossomas e proteinas de processos endoplasmaticos envolvidos com a sintese de proteinas;

dentre outros processos regulatérios.

Devido a importancia da espuma para as ninfas, a caracterizagdo molecular da producao
e constitui¢do podem destacar novos alvos moleculares, portanto, novas abordagens de manejo
de pragas. Além disso, hipotetizamos que, os metabdlitos presentes em sua glandula salivar,
podem estar relacionados com a capacidade desse inseto praga causar toxicidade as folhas e
infestar com sucesso o capim elefante (Pennisetum purpurem). Sendo assim, objetivou-se
identificar as proteinas presentes na espuma das ninfas de M. spectabilis e confirmar a presenca

do gene e analisar os metabdlitos presentes na glandula salivar desse inseto praga.
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2- REVISAO DE LITERATURA.
2.1. Forrageiras para pastagens de gado.

A drea de pastagens tem aumentado e isso deve-se a ado¢do de novas tecnologias pelos
pecuaristas, como vacinagdo, mineralizacdo, técnicas de manejo das pastagens e,
especialmente, ao uso de novas forrageiras mais adaptadas e produtivas, resultantes de intensas

atividades das institui¢cdes de pesquisa (ZAGO et al., 2010).

As principais forrageiras usadas como pastagens e mais cultivadas no Brasil sdo:
Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens e o Pennisetum purpureum (capim-elefante) (DA
FONSECA et al., 1998). O interesse financeiro dessas espécies de forrageiras tornam
fundamental a pesquisa de pragas que possam a acometer (FERRAZ; FELICIO, 2010). Os
pastos brasileiros, igualmente, constituem uma alternativa barata e abundante para a produgao

bovina (HOFFMANN et al., 2014).

A Brachiaria brizantha apresenta como uma de suas principais caracteristicas a
resisténcia contra cigarrinhas-das-pastagens (Hemiptera: Cercopidae). Por outro lado, a
Brachiaria decumbens tem-se apresentado como a espécie mais vulneravel as diversas espécies
de cigarrinhas (SILVA et al., 2017). O capim-elefante (Pennisetum purpureum), no que lhe
concerne, apresenta caracteristicas favoraveis para a produc¢ao, em uma boa adaptacdo ao clima
e solo, e alta producdo de matéria seca e também tem uma boa adaptagdo as condi¢des de clima

e solo do Brasil (SHIMOYA et al., 2002).

2.2. Pecuaria no Brasil e o problema das pastagens.

O Brasil possui o maior rebanho comercial de gado de corte e € um dos principais
exportadores de carne bovina do mundo (USDA, 2016). A carne bovina brasileira representa
20% de todo o comércio mundial de carne bovina e, juntamente com outras commodities
agricolas, soma cerca de 21% do produto interno bruto no Brasil (CENTRO DE ESTUDOS
AVANCADOS EM ECONOMIA APLICADA - CEPEA-ESALQ/USP, 2021). A producao de
carne bovina no Brasil € caracterizada por sistemas baseados em pastagens, dos quais quase
90% do gado abatido é proveniente (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIAS
EXPORTADORAS DE CARNE, 2020). A producdo de leite de vaca, assim como o gado de

corte tem também sua importancia econdmica. Por exemplo, em 2019, teve um aumento no
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consumo chegando a 34,8 bilhdes de litros, um aumento significativo de 2,7% em relacdo ao
ano de 2018 e o valor da producdo subiu para 43,1 bilhdes. A regido Sudeste com um aumento
em 4,4 % voltou a ser a maior produtora de leite do pais em 2019, com 34,3% de participacao
do montante. Sendo que, Minas Gerais como o maior estado produtor, seguido por Parané e Rio
Grande do Sul. Os trés juntos colaboram com um pouco mais da metade da producdo do leite

nacional com cerca de 51,9%. (IBGE, 2017).

Os 215 milhdes de cabecas de gado no Brasil ocupam aproximadamente 170 milhdes
de hectares e destes, 70 % das espécies de pastagens sdo cultivadas e representadas pelo capim

marandu (Brachiara brizantha) (IBGE, 2017; SPAROVEK et al., 2012).

As dreas pastagens carregam a oportunidade para atender demandas atuais importantes
ao setor agropecudrio, como as solucdes de problemas ambientais atuais, o aumento da
producdo pecudria para atender a demanda por consumo e promover o desenvolvimento
econdmico do pais. Levando em conta que a pastagem € o alimento principal - muitas vezes
exclusivo - para o rebanho bovino brasileiro, a produtividade pecudria estd diretamente
relacionada a qualidade e produtividade das forrageiras. Em média, a produtividade da pecudria
no Brasil € baixa - com lotacdo bovina inferior a uma unidade animal por hectare (450 kg/ha) -
o que leva a concluir que, em média, a qualidade e produtividade das forrageiras também ¢é

baixa (PARENTE et al., 2019).

E esperasse uma producdo de carne bovina superior a 1500 kg de peso corporal hectare
por ano, mas, a média brasileira € muito menor, com cerca de 150 kg de peso corporal hectare

por ano (PENATI et al., 2014).

A justificativa para essa baixa produtividade e qualidade baseia-se em trés fatores:
estratégias inadequadas de manejo, baixa fertilidade do solo e danos causados por pragas
(CONGIO, 2010). Dentre as pragas comumente referidas, recebe grande destaque a cigarrinha-
das-pastagens. Auad, et al. (2010), relatam que as cigarrinhas-das-pastagens Mahanarva
spectabilis (Distant,1909) (Hemiptera: Cercopidae) acometem os principais géneros de
forragens e sua infestacio estd entre os principais estresses bidticos enfrentados por gramineas
forrageiras no Brasil, reduzindo a produtividade das pastagens e causando grandes impactos

econdmicos.
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2.3. O inseto.

A Mahanarva spectabilis faz parte de uma classe variada de insetos sugadores de
gramineas chamadas cigarrinhas-das-pastagens (AUAD; CARVALHO, 2009). Estes insetos
pertencem a ordem Hemiptera, subordem Auchenorrhyncha e superfamilia Cercopidea (RESH;

CARDE, 2009).

Além da Mahanarva spectabilis temos também outras espécies danificadoras das
pastagens dos gados, como a espécie Deois incompleta (Walker), que tem sido a mais
importante na regido Norte; Notozulia entreriana (Berg), Deois schach (Fabricius) e
Aeneolamia selecta (Walker), encontradas na regidao Nordeste; e a espécie Deois flavopicta
(Stal) que, com N. entreriana, predomina nos Estados do Brasil Central, norte do Parand e na

regido Leste (VALERIO, 2009).

O ciclo biolégico da cigarrinha-das-pastagens compreendem 3 estigios de
desenvolvimento: ovo-ninfa-adulto, denominada de hemimetabolia (metamorfose parcial ou
incompleta, aquela que a ninfa se assemelha ao adulto diferindo deste, no tamanho e na auséncia

de asas) (VALERIO, 2009).

O ovo tem caracteristicas alongada, coloracdo amarelo palida e com o decorrer do
desenvolvimento embriondrio, observa-se um aumento no tamanho e surgimento de manchas
avermelhadas e de um opérculo enegrecido, por onde eclode a ninfa (VALERIO, 2009). Estes
ovos estdo presentes ao nivel do solo ou sobre restos vegetais proximos a base das plantas
hospedeiras (VALERIO, 2009). Neste periodo de formagio do ovo pode ocorrer por volta de
15 dias, favorecidos por clima quente e umido, porém, nos ovos em diapausa (ovos em
quiescéncia) essa duracdo pode se estender ainda mais por aproximadamente 200 dias,
relacionados com meses de baixa pluviosidade e temperaturas (AUAD; CARVALHO, 2009;
KOSTAL et al., 2017).

Na fase de ninfa temos uma semelhanca com o adulto, diferindo em seu tamanho e
auséncia de asas, a metamorfose é apenas parcial ou incompleta (VALERIO, 2009). Nesta fase
de desenvolvimento, o inseto passa a sugar continuamente a seiva bruta do xilema das raizes,
caracteristica de insetos sugadores cercopideos, ocasionando desordem fisioldgica em
decorréncia das picadas que danificam os vasos lenhosos da raiz deteriorando, dificultando e
impedindo o fluxo de 4gua e nutrientes (AUAD et al., 2010). Outra caracteristica, que se

diferencia dos adultos, que as ninfas evolutivamente criaram um mecanismo de protecao contra
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perda de umidade, contra variacdes de temperaturas e contra acdo de inimigos naturais: € a
producdo de uma massa de espuma que envolve o inseto (substincia essa que serd detalhada
em secdo posterior) (BYERS; WELLS, 1966). E essa producdo de espuma estd diretamente
relacionada com a grande quantidade de liquido excretada pelas cigarrinhas que sio sugados
continuamente das seivas brutas do xilema (BYERS; WELLS, 1966). A medida que o liquido
¢ excretado, estruturas como glandulas de Batelli e tibulos de Malpighi secretam substancias,
além também de contracdes do abdomem do inseto adicionando bolhas de ar ajudando na
estabilizacdo da espuma (MARSHALL, 1965). A producdo de espuma s6 vem a ser
interrompida antes da tltima troca de pele, ecdise, situacdo em que a ninfa transforma-se no

adulto com asas (VALERIO, 2009).

A ocorréncia de cigarrinhas estd restrita a épocas chuvosas do ano. No periodo seco,
elas permanecem no solo da pastagem na fase de ovo de forma diapdusica (resistente as
condicdes adversas do meio ambiente e em especial a baixos niveis de umidade) por um periodo
aproximado de 180 a 200 dias. A eclosdo dos ovos s6 ocorrerd quando das primeiras chuvas,
geralmente nos meses de setembro e outubro regido Central do Brasil num periodo aproximado
de 25 a 30 dias. Légico que, o ciclo varia com as diferentes espécies, mas, basicamente estd ao

redor de 50 dias (VALERIO, 2009).

2.4. Aparelho Bucal.

Os aparelhos bucais dos insetos que se alimentam de fluidos sdo modificados para
formar um canal ao qual o liquido pode ser puxado para boca e outro através do qual a saliva
passa, tipo sugador (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). Em Hemiptera, que se
alimentam de fluidos dentro de plantas ou animais, alguns componentes do aparelho bucal sao
modificados para perfurar, e as estruturas alongadas sdo chamadas de estiletes (CHAPMAN;

SIMPSON; DOUGLAS, 2013).

Anatomicamente no aparelho bucal destes insetos temos: as mandibulas, maxilas, canal

salivar, canal alimentar e labium.

O funcionamento do aparelho bucal das cigarrinhas consiste do par externo de
mandibulas modificadas que, com suas pontas serrilhadas, perfura o tecido vegetal, fazendo
facilmente a penetragdo, e do par interno de maxilas modificadas (VALERIO, 2009). Os

estiletes que compdem o par interno acoplam-se, um ao outro, de tal forma a originarem dois
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canais: um para a succ¢do da seiva e, o outro, para a introducdo de secrecOes salivares
(VALERIO, 2009). Apés selecionar um local de alimentagiio com bases em pistas visuais e
quimicas e inserir os estiletes, o inseto imediatamente faz uma sondagem no tecido da planta e
passa a secretar saliva da bainha que endurece em contato com o ar ou com fluido para formar
uma bainha salivar impermedvel em torno dos estiletes. A bainha forma uma vedagdo hermética
que evita o vazamento de ar ou fluido durante a alimentacdo. A sondagem do estilete continua
até que um tecido adequado seja encontrado (xilema, floema ou mesofilo, dependendo da
espécie), apds o que a alimentacdo pode comecar. Durante a alimentacdo, saliva aquosa é
injetada na planta para ajudar na digestdo e para evitar o entupimento da abertura do estilete.
Este também é o mecanismo pelo qual o inseto pode infectar a planta com patdgenos. A
alimentacdo pode durar de alguns segundos a muitas horas de cada vez, dependendo da espécie
de Auchenorrhyncha e da qualidade do tecido da planta. A seiva da planta € uma fonte de
alimento nutricionalmente desequilibrada; o floema € rico em agtcar e o xilema é, em geral,
pobre em nutrientes e extremamente diluido. Uma ampla gama de endossimbiontes
procariéticos transmitidos transovarialmente (isto é, da mae através de seus ovos para sua prole)
também foram identificados em vérias espécies de Auchenorrhyncha. Os papéis desses
endossimbiontes ndo foram totalmente elucidados, mas presumivelmente eles funcionam na
conversao da seiva nutricionalmente pobre da qual os insetos se alimentam em vitaminas
essenciais, aminodcidos e esterdis. Os simbiontes s@o alojados intracelularmente em células
especializadas do corpo adiposo chamadas micetdcitos, intracelularmente no corpo adiposo ou

no intestino epitélio (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013).

2.5. Fitotoxemia.

De acordo com Chapman; Simpson e Douglas (2013), fitotoxemia seriam disturbios
bioquimicos e fisiologicos na planta em resposta ao dano mecénico e/ou introducdo de
fitotoxinas causados pela alimentagdo do inseto. As fitotoxinas geralmente sdo produzidas por
artropodes que sugam fluidos das plantas e envolve principalmente os insetos Hemipteros. Os
compostos quimicos envolvidos na fitotoxemia sdo pouco compreendidos, mas inclui algumas
enzimas adaptadas a dieta do inseto que tem efeitos adversos na planta hospedeira. Pectinases,
proteases, amilases, sacarases, lipases e fenolases estdo entre os compostos identificados que

danificam as plantas (fitotoxemia).
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Os danos causados pelas cigarrinhas-das-pastagens, portanto, sdo consequéncias da
suc¢do da seiva, preferencialmente do xilema, assim como da injecao de secrecdes salivares no
tecido vegetal interferindo até na atividade fotossintética da planta (VALERIO, 2009). Tanto
as ninfas quanto os adultos causam danos, este ultimo mais vorazmente, causando mais
prejuizos, o que se observa como reacao na planta a principio como listras ou faixas cloréticas
evoluindo para um quadro severo de dano foliar (BYERS; WELLS, 1966; VALERIO, 2009).
Devido a isso, toda a drea da pastagem poderd se apresentar amarelada e seca reduzindo
drasticamente o crescimento da graminea afetando a sua producio e qualidade (VALERIO,

2009).

2.6. Intestino.

O sistema digestivo do inseto € dividido em trés principais regides: O intestino anterior,
de origem ectodérmica; o intestino médio, endodérmico; e o intestino grosso ou posterior,
também ectodérmico (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). Este sistema € responsavel
por todas as etapas fisioldgicas do processamento dos alimentos: digestdo, absorcao, liberacao
e eliminagdo das fezes (RESH; CARDE, 2009). O intestino anterior e posterior possuem células
cobertas por uma cuticula e o intestino médio tem células separadas do alimento por uma
camada semelhante a uma estrutura anatdmica denominada membrana periotréfica (RESH;

CARDE, 2009).

A composi¢do e a formacdo da membrana periotréfica variam entre insetos, geralmente
compreende de um gel de proteoglicano em uma estrutura de microfibrilas de quitina que
funciona como uma barreira, separando as células do intestino médio do alimento ingerido
(CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). Com isso, pode proteger a parede intestinal de
danos causados por material ingerido, incluindo particulas alimentares abrasivas, patogenos e
certas toxinas (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). A membrana periotréfica separa
o limen intestinal em dois compartimentos: o espaco endoperiotréfico (entre o envelope
periotréfico e as células do intestino médio) e o espaco ectoperiotréfico (no limen intestinal),
permitindo a compartimentagdo das atividades enzimdticas e a geracdo de um fluxo
contracorrente de fluidos que aumenta a eficiéncia de absor¢do (CHAPMAN; SIMPSON;
DOUGLAS, 2013).
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A protecdo quimica € ilustrada por vdérios insetos fitoéfagos, incluindo gafanhotos
Schistocerca e alguns lepidopteros larvais, nos quais a membrana periotréfica forma uma
barreira eficaz contra os taninos, um dos principais constituintes de muitas plantas das quais
esses insetos se alimentam. As moléculas de tanino sdo muito menores do que 0s poros nos
envelopes dessas espécies, e como essas moléculas sdo retidas pela membrana ndo estd
totalmente esclarecida (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013). A membrana periotréfica
de alguns insetos, entretanto, nao confere protecdo contra os taninos. Por exemplo, a membrana
de Locusta é permedvel ao 4cido tanico; quando esses insetos ingerem alimentos contendo dcido
tanico, eles incorrem em lesdes importantes no epitélio do intestino médio, resultando em alta

mortalidade (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013).

2.6.1. Tabulo de Malpighi.

Tdbulo de Malpighi é uma estrutura de tubos longos e finos, originando-se no intestino
préoximo a juncdo do intestino médio e posterior dos insetos situados livremente na cavidade
corporal, que constituem um importante sistema de excre¢ao e osmorregulacio (CHAPMAN;
SIMPSON; DOUGLAS, 2013; RESH; CARDE, 2009; WIGGLESWORTH, 1972). Andloga
aos rins dos vertebrados, esta estrutura sao os 6rgaos excretores primarios dos insetos e baseiam
sua filtracdo na pressdo hidrostitica (RESH; CARDE, 2009). A urina primdria produzida nos
tdbulos de Malpighi contém sais e aminodcidos e passa para o intestino posterior junto com o
restante dos alimentos do inseto, e sdo absorvidos por meio de bombas especiais, como as de

cloreto e célcio, e simporte de aminoacidos dependentes de sédio (RESH; CARDE, 2009).

Alguns insetos utilizam os tubulos de Malpighi também para outras fungdes, fungdes
ndo excretoras: as larvas da crisopa, por exemplo, t€ém algumas das células tubulares grossas e
produzem a seda usada para construir o casulo pupal. Os tubulos das formigas-ledes larvais
também produzem seda, que € armazenada em um saco retal e usada durante a pupagdo. Nas
cigarrinhas adultas os tubulos de fato funcionam exclusivamente como Orgdos excretores
(MARSHALL; CHEUNG, 1974), mas ja, nas cigarrinhas jovens a regido proximal dos tubulos
larvais sdo aumentadas, consistindo de grandes células sem microvilosidades e essas células
produzem o material que, quando misturado ao ar, forma a espuma dentro da qual vivem as
ninfas (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013; POLIGNANO, 2019; RESH; CARDE,
2009). Desta forma, os tubulos de Malpighi apresentam uma especializacdo diferenciada e

bastante ativa apenas no estdgio ninfal e durante este periodo, o segmento proximal do tubulo
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curto e inflado produz grandes quantidades de mucopolissacarideo nos complexos lamelares de
Golgi (LI et al., 2015) e no segmento distal longo tem-se a producdo de uma secrecio proteica
no reticulo endoplasmatico rugoso e um sistema de canaliculos intracelulares (MARSHALL,

1973).

2.7. Espuma, o microambiente particular.

Durante os seus estdgios de ninfa, inseto cercopideos, produzem espumas que siao
formadas por liquidos eliminados pelo anus e pelos espirdculos, em quantidade que depende do
volume de seiva sugada, que cobrem o seu corpo completamente por aproximadamente 15-30
minutos (HAMILTON, 1982) e constituido de uma substancia mucilaginosa secretada pelas
glandulas epidérmicas do sétimo e oitavo segmentos abdominais, denominadas glandulas de

Batelli (GUILBEAU, 1908).

Os pares de espiraculos, aberturas do sistema traqueal, localizadas ventralmente,
liberam periodicamente bolhas de ar em um liquido a partir do anus. Este liquido contém 99,30—
99,75% de agua e os ingredientes proteicos essenciais produtores de espuma (CHEN et al.,

2018).

Essencialmente, os liquidos espumosos sdo agregagdes ou grupos de bolhas contendo
proteinas e mucopolissacarideos (MELLO et al., 1987), cujas superficies sdo estabilizadas e
aderem umas as outras (CHEN et al., 2018). As moléculas anfipaticas sdo adsorvidas pelas
interfaces gés - liquido e reduzem a tensdo superficial. Assim, o tamanho da bolha depende,
primeiro, das concentragdes de proteina e mucopolissacarideo no liquido, porque concentragdes
maiores permitem que bolhas menores sejam produzidas e, em segundo lugar, do raio do

orificio através do qual as bolhas da interface liquido-ar sdo liberadas.

Denominaremos aqui, essa espuma, de bioespuma por ser um produto proveniente de
um agente bioldgico. Em termos de funcdo ecoldgica, essa bioespuma protege as larvas contra
predadores (GREGG HENDERSON; HOFFMAN; JEANNE, 1990), cria um microclima que
reduz os riscos de superaquecimento e ressecamento (WHITTAKER, 1970; ZEDADRA et al.,
2019), pode atuar como neutralizador de amodnia téxica (RAKITOV, 2002) e at€ mesmo contra

crescimento de fungos (LI et al., 2015).

As ninfas produzem as bioespumas como uma adaptacio termorreguladora ja que sdao

insetos ectotérmicos (temperatura interna do corpo varia de acordo com a temperatura do ar)
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criando um microhabitat térmico. De acordo com estudos feitos por Tonelli et al., (2018), foi
demonstrado que com dados combinados de campo e laboratério indicavam que a producao de
espuma de ninfa resultava em uma temperatura interna relativamente constante em uma ampla
faixa de temperaturas do ar externo que cria um microhabitat térmico adequado para a

sobrevivéncia da ninfa (Fig. 1).

Recorded temperature sites Hour of day

(black dots)

Fig. 1: Comparagdo da variagcdo térmica no interior e exterior da espuma produzida por ninfas de

Mahanarva fimbriolata. Fonte: (Tonelli et al., 2018)

Nos estudos Chen et al. (2018), foi demonstrado que a bioespuma também possui
propriedades importantes que a tornam uma barreira eficaz contra a radiagdo solar
potencialmente prejudicial. Nas medidas de refletividade de espumas coletadas de ninfas de
quarto e quintos instar foi demonstrado que em uma faixa de comprimento de onda de 300 a
1100 nandmetros a maior parte da luz visivel e radiacdo ultravioleta (UV) sdo refletidas pela
espuma. Também, neste mesmo estudo, foi visto que a transmitancia da radiacdo visivel e UV
foi sempre inferior a 15% e atingiu 12% no comprimento de onda de 350 nm devido a alta

refletividade da espuma corroborando o efeito protetivo da bioespuma.

De acordo com Beckett, Robertson e Matthews (2019), as ninfas ndo utilizam o oxigénio
(O2) das bolhas de ar pressas dentro da bioespuma para nao colapsarem. Entretanto, elas
respiram O; atmosférico continuamente, estendendo a ponta do abdomem, principalmente a
parte ventral, aonde situa-se os espirdculos para fora da bioespuma e isso permite que esses

insetos absorvam continuamente O e liberam CO; enquanto se alimentam do xilema. Se

(0.) aumesadwa).
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porventura, uma ninfa fique preso em sua prépria espuma, poderd usar o O> dentro das bolhas

de ar.

Outra caracteristica importante para a estabilizacio das bioespumas sdo as
concentragdes de proteinas. De acordo com Chen et al (2018), uma tensdo superficial muito
baixa cerca de 44 mN/m em concentracdo de proteinas de 178 pu/mL ajuda a superar a tensao
superficial da dgua de forma eficaz. A formacgao inicial de espumas ou bolhas sao facilitadas
pela reducdo da tensdo superficial, e esta é a base para formacgdo de sabdes. As medi¢cdes de
tensao superficial com dilui¢des em série de fluidos de espuma mostram uma redugdo dramética
na tensdo superficial do valor de dgua pura cerca de 74 mN/m para abaixo de 55 mN/m em
concentragdes de proteina total tdo baixos quanto 10 pg/mL. As ninfas de primeiro instar
possuiam liquidos de espuma com a concentragdo mais alta, ou seja, 296,5 = 10 pg/ml. As
concentragdes produzidas por ninfas de segundo, terceiro, quarto e quinto instar foram 245,4 +
10, 189,7 £ 10, 148,6 € 157,4 + 10 pg/mL, respectivamente. A espuma liquida produzida pelas
ninfas exibiu fortes propriedades de superficie e reduziu a tensdo superficial da 4gua a um grau
muito maior do que a proteina de controle (BSA) (Fig. 2). Em concentracdes de proteina total
acima de 30 ug/ml, correspondendo a uma dilui¢do de seis vezes do fluido de espuma, a tensao
superficial cai drasticamente do valor da dgua pura (cerca de 73 mN/m) para cerca de 43 mN/m
nas concentragdes de cerca de 178 pg/ml, presente nos liquidos de espuma combinados de
ninfas de todos os instares. A concentracdo de proteina do fluido de espuma misturado se

aproximou da concentracdo do liquido de espuma produzida por ninfas de terceiro instar.
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Fig. 2: Tensdo superficial versus concentragdo de proteina no fluido de espuma em comparacido com

uma proteina de controle de surfactante moderada (albumina de soro bovino, BSA). Houve diferengas
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significativas entre as concentracdes com caracteres diferentes (P <0,01, anova unilateral com diferenca

minima significativa pds-teste). Fonte: (Chen et al., 2018).
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3- OBJETIVOS

Caracterizar as moléculas e os componentes quimicos da espuma produzida pela ninfa das

cigarrinhas-das-pastagens.

Caracterizar os metabdlitos presente na glandula salivar do inseto e nas folhas infestadas pelos

mesSmos.

3.1- Objetivos especificos:

1) Coletar espumas e ninfas de M. spectabilis infestando capim elefante.
2) Extrair e separar as proteinas por eletroforese em gel de SDS-PAGE.
3) Andlise das proteinas da espuma por espectrometria de massas LC/MS.

4) Andlise de metabdlitos presentes na glandula salivar do inseto e nas folhas infestadas por

LC/MS.

5) Extracao de DNA gendmico da do inseto inteiro e da glandula de Batelli da cigarrinha das

pastagens.

6) Amplificacdo das sequéncias obtidas por PCR para confirma¢do da presenca de genes da

glandula salivar e/ou glandula de Batelli da cigarrinha.

7) Avaliar Citotoxidade nas Folhas de Capim Elefante.



22

4- MATERIAIS E METODOS.
4.1. Insetos.

Aproximadamente mil ninfas de quarto e quinto instares, e adultos de Mahanarva
spectabilis, foram coletadas no campo experimental da Embrapa Gado de Leite, José Henrique
Bruschi, em Coronel Pacheco, Minas Gerais e levadas para o Laboratério de Insetos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
As ninfas foram colocadas em Pennisetum purpureum cv. Roxo de Botucatu obtidas das
pastagens do campo experimental do departamento de zootecnia da UFV e transplantadas para
vasos contendo a mistura de solo e substrato comercial na proporcao de 1:1; v/v envolvidas
com organza para evitar a fuga dos insetos, a 25° C e 70 % de umidade relativa até o surgimento

dos adultos.

4.2. Coleta da Espuma, da glandula de Batelli e da glandula salivar.

A coleta da espuma foi realizada diretamente da producao pelas ninfas da Mahanarva
spectabillis, que estavam alojadas em vasos de capim elefante (Pennisetum purpureum). Foram
recolhidas em tubos de centrifugacdo 50 mL tipo fundo conico (tipo Falcon) e armazenada e

conservada em ultrafreezer a -80° C.

A extracdo das glandulas de Batelli das ninfas que ficam localizada no abddmen ventral
do inseto, foi realizada com auxilio de pinga, bisturi e lupa S2H10 Olimpus objetiva 0,75 X.
Ap6s extracio, foram armazenadas em dgua purificada de 10° M HCI pH 3 em microtubos de
2 mL em ultrafrezer a -80° C.

Também foram extraidos as glandulas salivares dos adultos das cigarrinhas das
pastagens com bisturi e pinca com auxilio de lupa S2H10 Olimpus objetiva 0,75 X e
posteriormente armazenadas em 4dgua purificada 10 * M HCI1 pH 3 e transferido em tubo tipo

Falcon e armazenadas em ultrafreezer a -80° C.

4.3. Determinacao da concentracio de Proteina Total.

A determinagdo da concentragdo de proteinas da espuma das ninfas foi determinada
utilizando albumina soro bovina (BSA) como padrdo (Bradford, 1976). As andlises foram

realizadas no comprimento de onda de 595 nm. As concentracOes das espumas produzidas pelas
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ninfas foram calculadas comparando-se as medidas do espectrofotdmetro com as absorbancias

da solug@o de BSA 0.2%, de concentracdo ja conhecida.

4.4. Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese das proteinas extraidas da espuma, foi realizada de acordo com o método
de Laemmli (1970). O gel de separacao utilizado foi de 1,5 mm de espessura e concentracdo de
10% de poliacrilamida tamponada em 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8. Cada canaleta recebeu 50 pug de
proteinas totais, derivadas das amostras com tampao de amostra composto por 277,8 mM Tris-
HCI, pH 6,8, 44,4% glicerol e 4,4% SDS. As proteinas separadas na eletroforese foram aquelas
provenientes da espuma das ninfas das cigarrinhas. A corrida eletroforética foi executada a 200
V para, em seguida, o gel ser fixado em solu¢do aquosa de 10% metanol e 5% &4cido acético por
2 h sob agitacdo. A coloracdo foi realizada em solu¢do de coomassie G-250 até o aparecimento

das bandas correspondentes as proteinas.

4.5. Digestao triptica

Proteinas de baixa e alta abundancia foram aplicadas nos géis de poliacrilamida
unidimensional (1DE) antes da digestdo triptica. A eletroforese foi realizada em condi¢des
desnaturantes de acordo com o método de Laemmli (1970). O gel de separacdo usado tinha 1,5
mm de espessura e uma concentracdo de 10% de poliacrilamida tamponada em Tris-HCI 1,5
M, pH 8,8. Cada canaleta recebeu 50 ug de proteinas totais, derivadas de amostras com tampao
de amostra composto 17 de Tris-HCI 277,8 mM, pH 6,8, 44,4% de glicerol e 4,4% de SDS. A
corrida eletroforética ocorreu a 18.200 V até que as proteinas entrassem em 1,0 cm no gel de
separagdo e a corrida fosse interrompida. O gel foi fixado numa solu¢do aquosa de metanol a
10% e acido acético a 5% durante 2 h com agitagdo. A coloragdo foi realizada na solucao de
coomassie G250 por 48 h. As manchas de proteina dos géis foram cortadas e previamente
descoloridas em solugdo de bicarbonato de amdnia 50 mM / metanol a 50%, seguida de
desidratagdo com acetonitrila. As proteinas foram entdo reduzidas com solu¢do DTT 200 mM
preparada em bicarbonato de am6nio 100 mM por 30 min a 56 °C e alquilagdo com solucao de
iodoacetamida 200 mM em bicarbonato de amonio 100 mM por 30 min a temperatura ambiente.
Os pedagos de géis foram lavados com solug@o de bicarbonato de amonio 100 mM, desidratados
com acetonitrila e secos por centrifugacdo a vacuo. Para a digestdo proteolitica, as manchas

foram reidratadas com soluc¢do de tripsina 20ng / uLL por 20h a 37 °C. Os peptideos digeridos
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foram extraidos por trés ciclos usando o tampdo de extracdo (50% acetonitrila, 5% &cido
férmico) e secos por centrifugacio a vacuo. Os microtubos contendo fragmentos de géis foram
novamente submetidos a banho ultrassdonico durante 10 min, centrifugados e a solucdo
transferida aos novos microtubos. As solugdes contendo os fragmentos tripticos foram

concentradas em speed vac até secagem total e armazenados a -20 °C.

4.6. Identificacao de proteinas da espuma por espectrometria de massas (LC/MS).

Os peptideos foram dissolvidos em 0,1% (v / v) de dcido férmico e analisados por LC-
MS usando um sistema nanoUPLC (nanoACQUITY -Waters) contendo uma coluna capilar C18
BEH130 1,7 uM -100 nm x 100 mm, operando a uma taxa de fluxo de 0,5 ulL / min. Os
peptideos eluidos foram injetados automaticamente em um espectrometro de massa ION TRAP
(Amazon-Bruker), online usando uma agulha de ionizacdo nanoESI. A varredura dos ions do
espectrometro de massa foi realizada entre 300 e 1500 m/z no modo positivo e os dados foram
adquiridos por 70 min em cada andlise LC-MS / MS. O espectrometro de massa foi operado no
modo auto-MSn. A aquisi¢do de dados do instrumento LC-MS foi gerenciada pelo software
Hystar (Bruker) e os espectros foram processados com o software Data Analysis (Bruker)
usando as configuragdes padrio para protedmica.

Os espectros foram analisados pelo programa PEAKS 7.0 com licenca de Cliente local,
conectado a um servidor remoto para identificacdo de proteinas. Os parametros usados no
programa foram: banco de sequencias de DNA montadas a partir do sequenciamento do genoma
de Mahanarva spectabilis
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra?LinkName=biosample_sra&from_uid=6835179), oxidacao
da metionina como modificagdo varidvel, carbamidometilacio de cisteina como uma
modificagdo fixa, uma clivagem perdida, estados de carga de 2+, 3+, 4+ e erro de massa de 0,15
Da. Para a identificacdo de proteinas, consideramos uma taxa de descoberta falsa (FDR) inferior

a0.1% .

4.7. Analise de metabolitos da glandula salivar de Mahanarva spectabilis por LC/MS.

Vinte glandulas salivares de M. spectabilis foram adicionadas em tubos eppendorfs

contendo 1,0 mL de metanol 80% e acido férmico 0.1%. Em seguida foram sonicadas com

sonicador de sonda por 3 ciclos de 20s, em gelo. Apos incubagdo de 20 min a 4 °C, os restos
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celulares foram removido por centrifugacdo de 13000g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado e filtrado utilizando uma membrana PVDF descartdvel de 0,2 mL.

Uma aliquota de 10 uL. do sobrenadante foi utilizada para analises por LC/MS utilizando
o sistema nanoACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA), contendo uma coluna trap e
uma coluna capilar ProteCol GHQ303 C18 3,0 um - 300 um x 150 mm, operando a uma taxa
de fluxo de 5,0 pL min'.Os metabdlitos eluidos foram injetados automaticamente no
espectrometro de massa micrOTOF QII (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), funcionando
no modo online com uma agulha de ionizacdo microESI. Antes de iniciar as execucdes de
LC/MS, as amostras foram dessalinizadas automaticamente, on-line acopladas a uma coluna
analitica, usando uma coluna C18 armadilha por 10 min a 10 uL / mL de uma fase movel
composta por 5% (B) de acetonitrila e 0,02 % de 4cido acético (v / v). As solugdes de fase
movel utilizadas neste programa de gradiente foram: (A) dgua e 0,02% de 4cido acético (v / v)
e (B) acetonitrila e 0,02% de 4cido acético (v / v). O seguinte programa de gradiente foi usado:
uma rampa linear crescente comeg¢ando em 5%, aumentando para 50% (B) por 35 min, 50%
(B) por 5 min; uma rampa linear crescente comeg¢ando em 50%, aumentando para 95% de (B)
por 5 min; 95% (B) por 51 min, uma descida gradiente linear comecando em 90%, diminuindo
para 5% (B) por 5 min, seguido por uma condi¢ao estavel a 5% (B) por 3 min. A fonte de ions
operou a 200 oC, usando gés nebulizador a 0,8 Bar, gis seco a 4,0 Bar e tensao capilar a 4500
V. A varredura de ions para espectros MS1 em modo positivo foi realizada para massas
variando entre 100 e 1000 m/z e entre 50 e 1000 m/z para os espectros MS2. Os espectros de
MS?2 foram adquiridos utilizando um dado dependente da aquisi¢do de MS2 para o pico mais
intenso, que apresentou intensidades acima de 2000 au (unidades arbitrdrias) e para pico
cromatografico de 1,0 min. O modo MS?2 foi operado por AutoMS?2 usando gas argdnio para
fragmentacao CID e o modo de escalonamento de colisdo para aumento automdtico da energia
de fragmentagdo.

Os dados foram adquiridos ao longo de 120 min em cada anélise LC-MS, utilizando o
programa Hystar, versdo 3.2 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e os espectros foram
processados através do software DataAnalysis, versio 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), usando as configuragdes padrao para metabolomica.

Lista de massas foram geradas no formato genérico (mgf) pelo programa de software
Data Analysis, e os metabdlitos putativos foram identificados usando a biblioteca NIST,
contendo os espectros MS2 para compostos padrdo baixados do MassBank da América do

Norte e convertidos para o formato NIST (Gouveia et al., 2019).
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4.8. Extracao do DNA dos insetos.

Insetos inteiros das cigarrinhas foram transferidos para um tubo de 1,5 ml, foram
pesados 50 mg e macerados com pistilo em nitrogénio liquido. Logo apds a maceracdo, foi
adicionado 750 pL do tampdo de lise CTAB 2% agitando-os levemente. Em seguida, foi
incubado em banho maria a 65 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado 650 uL de
cloroférmio gelado e os tubos agitados (vertidos) levemente. Em seguida, foi centrifugado a
13.000 RPM por 10 minutos, recolhidos os sobrenadantes e transferidos para novos tubos a 4
°C. Adicionou-se 600 puL de isopropanol gelado. Entdo, as amostras foram mantidas por 30
minutos no gelo, submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 13.000 RPM a 4°C, quando se
observa a presenca de pellet no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado
com 1 mL de etanol a 70 %. Novamente foi centrifugado por 10 minutos a 13.000 RPM a 4°C
e descartado o sobrenadante. O pellet foi deixado secando na capela por 10 minutos e foi
ressuspendido em 20 uL de dgua.

A amostra foi analisada em gel de agarose 1 % com a finalidade de verificar a qualidade
e a quantidade de DNA obtida. A eletroforese foi realizada por 40 minutos a 120 V. O gel foi
visualizado, em transiluminador acoplado a um microcomputador. Com base na intensidade das
bandas de DNA no gel, as amostras foram diluidas 1:50 (98 uL de H>O e 2 pl. da amostra de
DNA).

OBS: A extracdo de DNA da glandula de Batelli seguiu o mesmo protocolo acima
diferindo apenas na etapa da maceracdo por nitrogénio liquido. Ao invés da maceracdo da
glandula de Batelli, foi substituida pelo processo de sonicacao. Com isso, foram sonicadas com

sonicador de sonda por 3 ciclos de 20s, em gelo.

4.9. Amplificacdo de DNA por meio da técnica de reacio em cadeia da polimerase (PCR).

A PCR foi composta de 1,25 pLL de tampao para PCR 10X, 1,0 pL de MgCI2 25 mM,
0,25 pL de dNTP 250 uM, 1 pL da enzima Taq DNA polimerase, 0,5 pL de cada
oligonucleotideo iniciador (desenhado manualmente e especificado logo abaixo), 1,5 pL das
amostras de DNA diluidas e dgua ultra pura tipo I esterilizada para volume final de 12 pL. As
amostras foram levadas ao termoclicador automatico MyCycler (BioRAD) nas condi¢des de 94
°C por 5 minutos seguido por 45 ciclos compostos por 94°C por 45 segundos, 50 °C por 45

segundos, 72 °C por 1 minuto. Ao final dos 45 ciclos, um passo adicional a 72°C por 7 minutos
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foi empregado. Ao final, as reagdes permaneceram no termociclador a 4°C até que fossem
retiradas do aparelho.

Os resultados foram analisados em gel 1% de agarose em tampao NBC 1X. A eletroforese
foi realizada por 40 minutos a 120 V. O gel foi visualizado em transiluminador acoplado a um

microcomputador.

Desenho dos primers utilizados na reagdo da PCR:
PROT1_FW 5’p GCAACGTCTAATGTATCCTTGAC

PROT1_RV 5’p CTTTGAAACTGGACGCCGTGAC

4.10. Bioensaio de Avaliacao de Citotoxidade das Folhas de Capim Elefante.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados conforme metodologia descrita por
Berestetskiy, et al. (2008). Foram cortadas sec¢des de folhas bem expandidas de Pennisetum
purpureum de aproximadamente 2 cm e colocadas em cima de papel de filtro umedecido em
placas de petri transparentes. O padrdo da toxina Citocalasina B Sigma-Aldrich foram
dissolvidas em DMSO (citocalasinas) e levadas a concentragio final de 5 x 102 M com H2O
bidestilada. A concentragcdo dos solventes foi de 20% (v/v), sendo atéxicos para as folhas de C.
arvense e S. arvensis. Uma gota da solucdo teste (10 uL) foi colocada em um dos lados da folha
de capim-elefante. A Citocalasina B foi também adicionada as folhas por meio de ferimentos
por agulhadas e por inje¢do direta utilizando uma seringa. As placas de petri tratados foram
incubados sob luz artificial e temperatura alternadas: 8 h no escuro a 20 °C e 16 h sob luz a 24

°C. Ap06s 48 h de incubagdo, a area de necrose foliar serd observada.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO.

O estudo da composicdo quimica da espuma das ninfas tem demonstrado ser importante na
formacdo e estabilizacdo das bolhas (MALYSA; MILLER; LUNKENHEIMER, 1991;
MURRAY; ETTELAIE, 2004). Componentes quimicos como lipidios, carboidratos e proteinas
foram detectados na espuma de M. fimbriolata de formas semelhantes a outras espécies de
cigarrinhas (TONELLI et al., 2018) e demonstraram funcionar como um surfactante para
estabiliza-las, reduzindo assim a tensdo superficial. Acido palmitico, linolénico,
pentadecandico e estedrico sdo lipidios, de grande importancia para a formacao e estabilidade
das espumas devido as suas forcas eldsticas (MALYSA; MILLER; LUNKENHEIMER, 1991).
Os carboidratos nao tem efeito direto na interface ar-dgua, eles promovem interacdes entre as
proteinas, que criam um filme estdvel que da firmeza e estabiliza a espuma (ADEBOWALE;
LAWAL, 2003). Proteinas estao envolvidas, especialmente na formacgao de filmes que reduzem
a tensdo superficial e aumentam a viscosidade e elasticidade de uma espuma (J. F. ZAYAS,
1997; MARTIN et al.,, 2002). Como a identificacdo dos componentes proteicos ainda é
desconhecida, sua caracterizagdo iria contribuir para a compreensiao da importancia da espuma

na protecao das cigarrinhas.

5.1. Analise de concentraciao de proteinas na espuma.

Uma aliquota da espuma produzidas pelas ninfas infestando plantas de capim elefante
foi utilizada para determinag¢do da concentracdo total de proteinas pelo método de Bradford.
Para as andlises por SDS-PAGE e LC/MS, as proteinas totais da espuma foram precipitadas e
concentradas em acetona 80% e em metanol/cloroféormio 10%, obtendo-se sobrenadantes com
concentragdo proteica de 155 pg/mL e 172 pg/mL, respectivamente. Apresentando uma
significativa concentragcdo de proteinas que ajudam na estabilizacdo da espuma produzida pela

ninfa.

5.2. Perfil de proteinas da espuma por SDS-PAGE LC/MS.

A precipitagdo por metanol/cloroférmio 10% permitiu uma melhor separagcdo das
bandas, destacando-se a presenca de uma banda de aproximadamente 60 kDa (Fig. 3). Auad et

al., (2012) também observou em diferentes amostras de espuma uma proteina com massa
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molecular entre 53 e 57 kDa. Na figura 3 € possivel observar algumas bandas com massa

superior a 97 kDa, como também observado por Auad et al., (2012).

BSA Mt/Cl Ac MM

- &4 4§

Fig. 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 12 %) das

|- 97 kDa
- 66 kDa

45 kDa

L

amostras de proteinas totais da espuma de M. spectabilis. As caneletas correspondem: BSA- Albumina

Sérica Bovina, Mt/Cl- Metanol/Cloroférmio 10 %, Ac- Acetona 80 %, MM- Marcador molecular.

Para a identificacdo das proteinas da espuma as bandas recortadas foram submetidas a
clivagem com tripsina para gerar peptideos tripticos. Os peptideos tripticos foram analisados
por LC/MS e os espectros foram utilizados para a identificacdo de proteinas utilizando o
software PEAKS 7.0. Foram obtidos trés contigs identificados (Fig. 4A), sendo um contig com
maior cobertura com 7 peptideos tnicos (>NODE_1468_length_2853_cov_0.404753) (Fig.
4B). O resultado de identificacdo também indicou que uma cadeia polipeptidica foi majoritdria

em termos de abundancia relativa, como também observado na figura 3.
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541 ARCGTCTTGTATECATTGARG TG CT T Ta A CaC AR AT CC ARG T TECTaART CTTAGS TE TAG TTTTAGCARTCATTTTSGATAATTC

TTEAACCCCATTECCARGAGE TRCCARCARGCAG TTERCGATTTTAGGARGCACATCTGCACCRACTGRCGG TTEATATGCATTTAGTGAT
GTTTTETACAARTATCTTTEGCARCS TCT ARTG TATCCTTEACGAGGACCTCTACAGCC TTGG TTACATTTCC TRACT TCC T TGACCARGGE
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AGCCACTAACCTTTCAATACT TCTGATG TAAGGTTTCCARCARACTTTGTCGAGAAGACATGATACAGTTCCAGTCAGC TG TTTARCCASS
e —

——

GG ARGTAGECCT TTAGTCAGAGANTCTACARCTCCT

RGEACAGCATTTARGGEAGCT TG TAAAGCCTETTEERGAGCATCTACEACRCCTAG TACCAAT TTARGARCCARGTCCAGARCCTETTTC
ACTATGTCAAGAACAGTTTTGATGAGTCCTTCTAATGTTT TTGTARG T TG TG TACAG TG TCAG TRATARCGTTGETCACAGCTCCAG TS
1  AGTCCTTCARCAGCGCCAGTARCTCCCCCTARATATTTCCCOCTACGEETAGTAGTGCATEGECCAGACGCCTGAARCATTATTTTATAATAR
Lag GTATCTRARTTACGTAATCTCGTAATTTAATC TTAGTTTTATGTTTTG TARRTACAGTAGAT TG TTAACACARRATTEGTTARAATTGATG

RRATETERARAARTGRTARAATGRTTCARTCAG TAGRATAGCARCATACT TG TTATTT TARCARTTRTATARARTTATARARCRATTTTTTT
Ledl  AAARATAAACCTARGGATCAGAGTTTGATGARCAGT TCARATTATTATGCCT TTTTTCTTAGTTCTGEAT TARATTTCATTTAT TCARAT
L711 TTARRATTGATTTEAGTATATTTATTGRACAGAARGTARATATTTAAT TG TATE TARATTTTTT TCTCTCARGETTARRGTATETTCATS

CARAGTGTTGTTGTT TTCCTTGGACC TCAAGG TG TG TTGATATTCGARATCAGATTT TACT TOCCCCCTTCCG TATATTCTGATCATCCAT

Fig. 4: Identificacdo de proteinas da espuma de M spectabilis por LC/MS. Em (A), 25 peptideos
apresentaram matchs positivos para um FDR de 0,0 %. Em (B) identificacdo do contig de maior

cobertura com 7 peptideos Unicos.
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5.3. Analise das sequéncias identificadas por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
-MS.

As sequéncias de peptideos identificados por LC/MS para o contig com maior
cobertura foram combinadas para uma pesquisa de similaridade contra o banco NCBI
encontrado a sequéncia listados a seguir:

Supported peptides from >NODE_1468_length_2853_cov_0.404753. AAADAASPAMIQAIVNK-
SALKLDAVTDLVK-IQQALDVAVK-SALKLDAVTDLVK-GLLPGNLADALK-SALKLDAVTDLVK-
SALKLDAVTDLVK-ERVSIGTR-AVEVLVKDTLDVAK-AVEVLVKDTLDVAK-VSEVQAVTQAASALTAK-
TEAVVSSGVQNAATAGMDIINK-TEAVVSSGVQNAATAGMDIINK-AAAEAASPANIQAAVTK-LIELLER-
LLEIIER-ILELLER-IQTLLAESR-LLIMTTNK-IQAIISSER

A pesquisa foi realizada utilizando-se o algoritmo BLAST-MS (link
http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/) com as sequéncias dos peptideos identificados
visando identificar proteinas com similaridade de sequéncias contra o banco de dados NCBI nr.
Foram obtidos resultados significativos para sequéncias com similaridades para procariotos,
apesar da baixa similaridade e cobertura, como indicado na lista do apéndice em anexo.
Portanto, a proteina identificada na espuma nao possui homélogos descritos nos bancos de

proteinas do NCBI.

5.4. Estimativa da massa molecular para o contig traduzido.

A sequéncia de DNA do contig foi traduzida em uma sequéncia de proteina utilizando
a ferramenta translate ExPASy (Expert Protein Analysis System) Proteomics

https://web.expasy.org/translate/ (Fig. 5). A maior frame obtida est4 descrita abaixo.

Results of translation

Open reading frames are highlighted in red
Select your initiator on one of the following frames to retrieve your amino acid sequence Download all the t ed f

~5'3" Frame 1
MQPEVRDERH-NRVNK-YLFSCI-LLLCLPVTARFLRAVFAWATQLASAPRDSNSAICAWASATTLLTMACIMAGEAASAAALNLENCWNNMENALSE PTAA
AAASLIAATAALAILVRLGSSG-I-NTHKIFKTK-FPS-FFALH-YSNATTYLGYFIARSAVCYRF-NCTGLVKFVYENVLYALKCFDRNIQGLLNLRCSF§
NDEG-FLNPIAKRYQQAVDDFRKHICTTDG-YAF SDVLYNIFGNV~-CILDEDLY SLGYISYFLDQGVGAL~NEFHNTWKYNTI-DIFL-H-FLCDDIKMYIYE
~KNI--FLHTEYIF-NFI-~LNTFSH-PENTSDVREPTTLSRRHDTVEVSCLTRSVTASSFKADLRASARF PGSRPLVRESTT PRTAFKGACKACWRASTTP
STNLRTKSRTCFTMSRTVLMS PSNVEVSCGTVSVITLVTAPVSPSTAPVT PPNISPTGSSAWPDA-NIIL~-~VSKLRNLVI-S-FYVL-IQ-IVNTKLLKLM
KCENDRMIQSVE-QHTCYFNNYIKL-NNFFKNKPKDQSLMNSSNYYAFFLSSGLNEIYSNLKLI -VYLLNRK-IFNCM-IFF SQG-SMEIQSVVVELGPQGV
LIFESDETSPLPYILITHT-LLIEHFLKTINPFI-RVPILTRSYSNLNITLIIILFCKVYKYNKQNI-NKKNNLH-INIFIYTVFYILLSFKIHCST-IYFL
RYLI-SLQFR-INSTIPLLKEKIWFFITKNTHMESTHCLLESIDFKITIFPRF-HDLSFMLOVCRTT PTTRVVSCSLIHN-YETKDF PLIRQLHSFF SGRDR
KKPSNTHKTAANTLYTRNPPVLVTLREISRIYTGASCITSLRLNERARSHIKTAFAR-NVHCSTAPLPRITTYGRRESLOLMNDVPRASENGLSSREIYPEE
SLELSAAFDRRSIAGQORR-KKKRVARAHARATC

Fig. 5: Resultado da traducio do contig. As ORFs estdo destacadas em vermelho.
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Para estimar a massa do frame obtida, toda cadeia polipeptidica gerada foi analisada

utilizando a ferramenta Compute pl/Mw do ExPASy Protemics https://web.expasy.org/cgi-

bin/compute pi/pi_tool para calcular a massa molecular da proteina em kDa, sendo obtido um

valor de 103.121,31 Da

Compute pl/Mw

Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

10
MQPEVRDERH

70
TTLLTMACTIM

130
GINTHEIFET

190
DENIQGLLNL

250
LDEDLYSLGY

310
FNFILNTFESH

370
VRESTTPRTA

430
TLVTAPVSFES

490
KCENDEMIQS

550
LIVYLLNREI

610
FLETINFFIR

670
LSFEIHCSTI

730
FPRFHDLSFM

790
AANTLYTRNP

850
TTYGRRESLQ

RATC

20
NRVNEYLFSC

80
AGEAASARARLT,

140
KFPSFFALHY

200
RCSFSNDFGF

260
ISYFLDQGVG

320
PFNTSDVRFEF

380
FEGACKACWR

440
TAPVTPENIS

500
VEQHTCYFNN

560
FNCMIFFSQG

620
VPILTRSYSN

680
YFLRYLISLQ

740
LQVCRTTPTT

800
PVLVTLEEIS

860
LMNDVPEASF

30
ILLLCLEVTA

20
NLEFNCWNNME

150
SNATTYLGYFE

210
LNPIAKRYQQ

270
ALNFHNTWEY

330
TTLSRRHDTV

390
ASTTPSTNLR

450
PTGSSAWPDA

510
YIKLNNEFEN

570
SMEIQSVVVE

630
LNITLITIILF

€90
FRINSTIPLL

750
RVVSCSLIHN

810
RIYTGASCIT

870
NGLSSRFIYP

40
REFLRAVEAWA

100
NALSEPTAAA

160
IARSAVCYRE

220
AVDDFREHIC

280
NTIDIFLHFL

340
PVSCLTRSVT

400
TESRTCEFTMS

460
NIILVSELRN

520
KPEDQSLMNS

580
LGPRQGVLIFE

640
CEVYRYNEKQN

700
KERIWFFITK

760
YETEDFFLIR

820
SLRLNERARS

880
FFSLEFLSAAF

Theoretical pl/Mw: 9.84 / 103121.31

50
TQLASAFRDS

110
AASTIAATAR

170
NCTGLVEEVY

230
TTDGYAFSDV

290
CDDIEMYIYE

350
ASSFFADLRA

410
RTVLMSFSNV

470
LVISFYVLIQ

530
SNYYAFFLSS

590
SDETSPLPYI

650
INEKENNLHIN

710
NTHMESTHCL

770
QLHSFFSGRD

830
HIKTAFARNV

890
DERSIAGQRR

60
NSAICAWASA

120
LAILVKLGSS

180
ENVLYALKCF

240
LYNIFGNVCI

300
ENIFLHTFYI

360
SARFPGSRPL

420
FVSCGTVSVI

480
IVNTELLELM

540
GLNFIYSNLEK

600
LIIHTLLIEH

660
IFIYTVEYIL

720
LESIDFEITI

780
REKPSNTHET

240
HCSTAPLPRI

900
KEKRVARAHA



https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
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O valor da massa da proteina estimada no gel SDS-PAGE foi aproximadamente 96 kDa
(Fig. 6), enquanto que o valor da massa da proteina identificada e predita para o contig
NODE_1468_length_2853_cov_0.404753 foide 103.121,31 daltons e estd, portanto, proxima
da massa observada no gel SDS-PAGE. Entretanto, essa diferenca entre a massa molecular no
gel e a partir da EST gerada pelo contig, pode ser devido a alteracdes pds- transcricionais. Como
por exemplo, devido ao processamento do mRNA no niicleo, os introns sdo retirados e ndo
estdo presentes nas ESTs. Portanto, os dados de LC/MS confirmam que esse contig estd
codificando esta proteina e essa diferenca de massa molecular pode ser que seja um peptideo
sinal ou uma regidao UTR ndo codificante. Anélise realizada através do programa SignalP-5.0
revelou uma provavel presenca de peptideo sinal (Fig. 7). O sitio de clivagem para originar a
forma madura apresenta-se entre o residuo alanina da posi¢ao 30 e o residuo arginina da posicao
31. Calculando na ferramenta Compute pI/Mw até o ponto de clivagem do peptideo temos uma
massa molecular de 3558.28 daltons (Fig. 8). Fazendo a diferenga do peptideo sinal com o
peptideo maduro temos uma massa molecular de 99.562 dalton estimada corroborando com a

corrida da banda do gel SDS-PAGE da proteina.

MM _ MM
97 Kda
66 Kda C—
45 Kda
30 Kda —
20 Kda

— -

Fig. 6: - Anilise eletroforética (SDS-PAGE 12 %) em condi¢des desnaturantes da espuma. As canaletas
correspondem: MM- Marcador molecular (kDa) e as amostras de proteinas das espumas precipitadas

apresentando bandas aproximadas de 96 kDa.
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SignalP-5.0 prediction (Eukarya): Sequence

SP(Sec/SPI) —
c5
OTHER

8

——

MQPEVRDODKRHNRVNKYLFSCILLLCLPYVTARFLRAVFAWATOQLASAPRDSNSAICAWASATTLLTMACIMN

O O O A O S O B O S O O I 0 O G OF O 45 O B 4 O b O S O O S0 O B 4 O O b I 0 O OF O S0 S0 40 S0 O 40 b O 05 O b 30 O S 3 OF O 35 O 4 O O b O O O O O 45 ¢

T T T ! |
20 40 60
Protein sequence

Fig. 7: Andlise de probabilidade de peptideo sinal na sequéncia aminoacidica. Trés probabilidades sao
relatadas no grafico, ou seja, SP (Sec/SPI) / LIPO (Sec/SPII) / TAT (Tat / SPI) (dependendo de que tipo
de peptideo sinal € previsto), CS (a clivagem local) e OUTROS (a probabilidade de que a sequéncia ndo

tenha nenhum tipo de peptideo sinal). Sec/SPI= 0,1523. Outros= 0,847.

10 20 30
MQPEVRDKRH NRVNKYLFSC TLLLCLPVTA

Theoretical pl/Mw: 9.38 / 3558.28

Fig. 8: Fragmento de peptideo sinal com sua respectiva massa molecular.

5.5. Analise por PCR do contig identificado.

Para confirmacdo da presenca do gene codificante para a proteina identificada por
LC/MS foram desenhados manualmente primers especificos para a regido com maior

representacdo e cobertura dos peptideos identificados por LC/MS. A posi¢do de anelamento

dos primers estdo indicadas abaixo.

>>NODE_1468 length 2853 cov_0.404753



ATGCAACCCGAAGTTCGTGATAAAAGACATTGAAATCGGGTGAATAAATAATATTTATTTAGTT
GTATTTAATTATTGTITGTGCTTACCTGTCACCGCTAGATTTTTAAGGGCCGTTITTCGCTTGGGCTA
CACAATTGGCATCAGCACCTAGGGATTCAAACTCAGCAATTTGTGCCTGGGCGTCTGCCACAAC
CITGTTGACAATGGCTTGTATCATGGCTGGGGAAGCTGCATCGGCTGCAGCCTTGAATTTATITA
ATTGTTGGAATAACATGTTCAATGCACTGTCCGAACCGACGGCGGCTGCTGCAGCGTCATTGAT
TGCAGCAATAGCGGCCTTAGCGATTITTGGTGAAGTTAGGTAGTTCCGGTTGAATCTGAAACACA
CACAAGATTTTTAAAACAAAATAATTTCCAAGCTAGTITTTTGCGTTACATTGATATTCAAATGC
TACTACTTACCTCGGGTACTTTATTGCCAGAAGCGCAGTCTGCTACAGATTTTAGAATTGCACCG
GCCTTGITAAGTTTGTCTACGAGAACGTCTTGTATGCATTGAAGTGCTTTGACCGCAACATCCAA
GGCTTGCTGAATCTTAGGTGTAGTTITAGCAATGATTTTGGATAATTCTTGAACCCCATTGCCAA
GAGGTACCAACAAGCAGTTGACGATTTTAGGAAGCACATCTGCACCACTGACGGTTGATATGCA
TTTAGTGATGTTTTGTACAATATCTTTGGCAACGTCTAATGTATCCTTGACGAGGACCTCTACAG
CCTTGGTTACAT

5'p GCAACGTCTAATGTATCCTIGAC
TTCCTACTTCCTTGACCAAGGGGTTGGCGCACTTTAGAATTTCCACAACACCTGGAAATATAAT
ACGATTTGAGACATTTITITTGTGACATTAATTTCTTTGTGATGATATTAAAATGTATATTITATTTT
TAAAAAAATATATAATAATTTITGCACACATTTTACATITTTTAGAATTTCATTTGATAGTITGAA
TACTTTCAGCCACTAACCTTTCAATACTICTGATGTAAGGTTTCCAACAACTTTGTCGAGAAGAC
ATGATACAGTTCCAGTCAGCTGTTTAACCAGGTCTGTCACGGCGTCCAGTTTCAAAGCG

3'CAGTGCCGCAGGTCAAAGTTIC
GATTTGAGAGCATCGGCGAGGTTTCCAGGAAGTAGGCCTTTAGTCAGAGAATCTACAACTCCTA
GGACAGCATTTAAGGGAGCTTGTAAAGCCTGTTGGAGAGCATCTACGACACCTAGTACCAATIT
AAGAACCAAGTCCAGAACCTGTTTCACTATGTCAAGAACAGTTTTGATGAGTCCTTCTAATGTTT
TTGTAAGTTGTGGTACAGTGTCAGTAATAACGTTGGTCACAGCTCCAGTCAGTCCTTCAACAGC
GCCAGTAACTCCCCCTAATATTTCCCCTACGGGTAGTAGTGCATGGCCAGACGCCTGAAACATT
ATTTTATAATAAGTATCTAAATTACGTAATCTCGTAATTTAATCTTAGTTTTATGTTTTGTAAATA
CAGTAGATTGTTAACACAAAATTGTITAAAATTGATGAAATGTGAAAATGATAAAATGATTCAAT
CAGTAGAATAGCAACATACTTGTTATTITAACAATTATATAAAATTATAAAACAATTITTITAAA
AATAAACCTAAGGATCAGAGTTTGATGAACAGTTCAAATTATTATGCCTTTTITTCTTAGITCTGG
ATTAAATTTCATTTATTCAAATTTAAAATTGATTTGAGTATATTTATTGAACAGAAAGTAAATAT
TTAATTGTATGTAAATTTTITTCTCTCAAGGTTAAAGTATGTTCATCCAAAGTGTTGTTGTTTITCC
TTGGACCTCAAGGTGTGTTGATATTCGAATCAGATITTACTTCCCCCCTTCCGTATATICTGATC
ATCCACACCTGACTTCTAATTGAACATTTTCTAAAAACAATAAATCCTTTTATTTAACGCGTTCC
GATACTAACGCGTTCTTACTCAAACCTTAATATAACTTTAATTATAATCTTGTITTGCAAAGTTT
ATAAATATAATAAACAAAATATATAGAACAAGAAAAATAATCTACATTAGATTAATATATTTAT
ATATACAGTATTTTATATATTATTATCATTTAAAATACACTGCAGTACATAAATCTATTTTCTAA
GATACTTGATTTAGTCTTTACAATTTAGATGAATAAACTCAACAATTCCATTACTTAAAGAAAA
GATCTGGTTTITTATAACTAAAAACACACACATGTITTTCTACACATTGTTITATTGGAATCGATAG
ATTTTAAAATCACAATTTITTCCACGTTITTAACATGATCTTTCTTTTATGTTGCAGGTATGTAGAA
CGACTCCTACAACGAGAGTGGTGAGCTGTAGTCTAATTCACAATTGATACGAAACTAAAGACTT
TCCATTGATCAGACAATTGCACAGTTITTTCTCCGGAAGAGACAGGAAAAAACCCTCGAATACA
CACAAGACCGCTGCCAACACCTTGTACACGCGTAATCCGCCGGTTCTCGTCACTCTICGCGAAA
TCTCCCGTATATACACCGGCGCGTCGTGTATAACAAGCCTCCGATTGAATGAAAGAGCCCGAAG
CCATATCAAAACTGCATTCGCCCGGTAAAACGTGCACTGCAGTACGGCGCCTCTGCCGCGTATA
ACGACATACGGAAGGCGAGAGTCGCTGCAGCTCATGAATGACGTGCCGAGAGCGAGCTTCAAC
GGACTTTCCTCCCGTCCCATTTACCCTITITTCTCTCTCTITCTCTCTGCAGCCTTCGATCGAAGA
AGCATCGCTGGGCAGAGGAGATGAAAAAAAAAGAGAGTCGCAAGGGCACACGCACGCGCAAC
CTGT

Desenhos dos primers para sintese laboratorial:
PROT1_FW 5’p GCAACGTCTAATGTATCCTTGAC

9%GC (conteudo de guanina e citosina) =43.5 %

Tm (Temperatura de anelamento (melting temperature)) com correcao de sal = 53.6 °C
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Tamanho (pb) = 23

PROT1_RV 5’p CTTTGAAACTGGACGCCGTGAC

9%GC (conteido de guanina e citosina) = 54.5 %
Tm (Temperatura de anelamento (melting temperature)) com correcio de sal = 58.8 °C

Tamanho (pb) = 22

Como indicado na figura, a regido de anelamento no contig identificado iria gerar um
amplificado por PCR de 399 pb. Ja no gel de agarose foram observados 2 amplificados, sendo

um por volta de 400 pb e outro por 390 pb mostrada na figura 19.

KB-

2000 -
1650 -

1000 -
850 -
650 -
500 -
400 -
300 -

200 -
100 -

Fig. 9: Eletroforese em gel de agarose 1 % de amplificado (PCR) do DNA do inseto total corado com
brometo de etidio com amplificacio de 2 fragmentos de 400 e 390 pb.

Portanto, a montagem do contig identificado estd correto e apesar de alguma
similaridade com bactérias e a ndo existéncia de introns, o DNA amplificado parece ser de
origem gendmica nuclear. A amplificacdo de duas bandas pode ser em decorréncia da existéncia
de mais de uma variante para este gene no genoma. Posteriormente, serd interessante fazer um
primer para amplificar toda a regido do RNAm para sequenciar novamente o contig e para

clonagem da regido codificante.
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A presenga do gene foi analisada também por PCR para DNA extraido das glandulas de
Batelli. Foi também observado a presenca dos mesmos amplificados preditos, sugerindo

novamente que o gene é de origem gendmica (Fig. 10).

Fig. 10: Eletroforese em gel de agarose 1 % do amplificado (PCR) do DNA extraido da glindula de

Batelli corado com brometo de etidio com amplificag¢do de 2 fragmentos de 400 e 390 pb.

5.6. Analise de metabolitos da glandula salivar de Mahanarva Spectabillis por LC/MS.

Extratos da glandula salivar da Mahanarva spectabilis foram analisados por LC/MS
visando identificar componentes envolvidos na produg@o de sintomas de clorose nas folhas
infestadas. Alguns fons foram identificados (dados ndo mostrados), sendo o ion m/z 480.265
foi observado em alta abundancia relativa (Fig. 11 A). O espectro de fragmentagdo do fon 480

foi utilizado para identificacdo utilizando a biblioteca de metabdlitos NIST (Fig. 11 B).
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Fig 11: Andlise por LC/MS de metabdlitos da glandula salivar de M. spectabilis. Em (A) o
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cromatograma extraido (EIC) para o ion m/z 480.2674 presente em alta abundancia relativa. Em (B) o
espectro de fragmentacdo MS/MS.
No resultado da NIST foi obtida um alto pareamento (match) de fragmentos de MS2 e
L . . . . . .
uma massa molecular préxima para a molécula descrita como Citocalasina B (Fig. 12).
, . . ~ . .
Portanto, o ion 480 apresentou uma identificacdo putativa como sendo uma molécula com alta
similaridade estrutural com a Citocalasina B.
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Fig 12: Identificacio do espectro de fragmentagdo do fon 480.2674 presente em alta abundancia na
glandula salivar de M. spectabilis. O pareamento significativo dos espectros de MS2 ¢ indicado para o
ion 480 (em vermelho) e para a Citocalasina B (em azul). Na pesquisa foram utilizados um filtro de 10

ppm para o fon parental e de 20 ppm para os fons fragmentos.

A Citocalasina B é um metabdlito secundério de caracteristicas téxicas geralmente
produzidas pelos fungos (micotoxinas) das espécies Helminthosporium dematioideum
(Drechslera dematioidea) e Coriolus vernicipes. Sao permedveis as células e se ligam aos
filamentos de actina, inibindo a polimeriza¢do da actina causando ruptura destes filamentos.
Essa toxina também inibe o transporte de monossacarideos através das membranas celulares
(GLUT), e inibe o transporte de glicose e a agregacdo plaquetdria (FORSCHER; SMITH,
1988). De acordo com estudos de relacdo estrutura atividade quimica realizadas testando a
fitotoxicidade das citocalasinas, a presenca do grupo hidroxi em C-7 e do grupo funcional em
C-20 e a liberdade conformacional do anel macrociclico parecem ser caracteristicas estruturais
importantes para esse efeito (BOTTALICO et al., 1990; CAPASSO; EVIDENTE; VURRO,
1991; EVIDENTE et al., 2002). Além disso, tem sido observado sintomas de clorose ou até
mesmo necrose foliar por efeitos da citocalasina no contetido de clorofila, que podem ser
explicados por seus efeitos na inibicdo do movimento dependente da luz dos cloroplastos nas
células das folhas (TAKAGI, 2003). De acordo com Berestetskiy, et al. (2008), as citocalasinas

afetam os tecidos foliares de S. arvensis de forma semelhante a outras plantas sensiveis também.

A presenca de um moléculas com similaridade a Citocalasina B, pode indicar a
existéncia de interagdo endossimbidtica, entre o inseto e estes fungos que podem estar presentes
no aparelho bucal. Esta interacdo pode ajudar a desestabilizar as membranas das células e
paredes vegetais com a presenca da referida toxina facilitando ao inseto, portanto, acesso aos

nutrientes.
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Fig 13: Estrutura quimica da Citocalasina B (C20H37NOs) que contém varios grupos ceto, hidroxila, uma
unidade benzila lipofilica periférica e pertence a classe das lactonas peridroisoindolila macrociclicas.
Em destaque na figura, a presenca do grupo hidroxila em C-7 (seta azul), o grupo funcional em C-20
(seta vermelha) e a liberdade conformacional do anel macrociclico importantes para a toxicidade das
citocalasinas.

Para investigar o possivel envolvimento de uma molécula similar a citocalasina presente
na glandula salivar de M. spectabilis foi obtido um padrao puro da Citocalasina B de Drechslera
dematioidea > 98% (HPLC) da Sigma-Aldrich®. Inicialmente foi padronizado o método de
monitoramento de multiplas reacoes (MRM) para o padrido Citocalasina B, visando a
confirmacdo da presenca desta molécula nas glandulas. Na figura 14A temos o tempo de
retencdo do padrao de 11, 2 min e os respectivos fons de fragmentacdo monitorados para o
padrao puro da Citocalasina B 400 ng/mL. Como esperado as mesmas transi¢des do MRM
foram observadas também para a moléculas com m/z 480 Da, entretanto com diferentes tempos

de retencdo comparados ao padrdo da Citocalasina B (Figura 14 B).
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Fig 14: Andlise da presenca da toxina Citocalasina B em Glandulas salivares de M. spectabilis coletadas
em 2021 e 2019 (por LC/MS QqQ pelo método de MRM). Em (A) o tempo de retencdo (11, 2 min) e
os fons fragmentos monitorados para o padrdo puro da Citocalasina B 400ng/mL. Em (B) o tempo de
retencdo (13, 5 min) e os cromatogramas extraidos do ion (EIC) para as 4 transicdes monitoradas para
a amostra glandula 2 (EIC na parte inferior, coletadas em 2021) e glandula 1 (EIC na parte superior

coletadas em 2019).

Na figura 14 B temos o grafico da amostra da glandula salivar 1 (espectro em cor verde,
obtidos para extratos de 2019) e 2 (espectro em cor azul, obtidos para extratos de 2021).
Portanto, a molécula com similaridade estrutural para a Citocalasina B esteve presentes em

amostras coletadas em épocas distintas.

Comparando as amostras de glandulas salivares 1 e 2 com a Citocalasina B padrao puro
temos que glandulas salivares 1 e 2 apresentam tempo de retencao 13,5 min e a Citocalasina B
tempo de retencdo de 11, 2 min. As amostras de glandulas salivares 1 e 2 apresentam
caracteristicas mais apolares devido ao menor tempo de retengdo podendo ser um isdmero ou

até mesmo um composto diferente do padrao analisado.

A presenga da molécula com similaridade estrutural para a Citocalasina B foi analisada
também para extratos metabdlicos de folhas de capim elefante infestadas pelo inseto adulto. Na
figura 15 temos a comparacdo do padrao puro Citocalasina B 400 ng/mL com folhas de capim-
elefante infestadas por insetos M. spectabilis. Nestas amostras de folhas fazendo a sobreposicao
dos cromatogramas do padrdo seguindo o tempo de retencao de 11, 2 minutos nio foi possivel
detectar a presencga de Citocalasina B-like, pela auséncia de sinal do EIC para as transi¢oes do
MRM. Nio foram obtidos sinais significativos para a molécula presente nas glandulas para os
cromatogramas de extratos de folhas (Fig. 12) quando avaliamos a regido com tempo de
retencdo 13, 5. Portanto, a presenca destas moléculas ndo foi confirmada para os limites de

deteccdo do sistema LC/MS.

Na quantidade de insetos usados no ensaio da infestacdo de folhas de capim elefante
constatou uma baixa presenca de toxina detectada nas folhas. Devido a isso, a quantidade desta
substancia pode estar bastante diluida em relacdo ao extrato obtido. Portanto, para a
confirmacao da presenca de moléculas produzidas nas glandulas salivares nas folhas de capim
elefante serdo necessdrios aumentar o nivel de infestagcdo, além de efetuar um enriquecimento

antes de injetar os extratos no sistema LC/MS.
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Fig 15: Andlise por LC/MS QqQ MRM da presenga do fon m/z 480, apresentando identificagdo putativa
para a Citocalasina B, em folhas de capim elefante infestadas por M. spectabilis. Na parte superior €
indicado o tempo de retencdo para o padrdo puro Citocalasina B 400ng/mL e nos demais os

cromatogramas para as amostras avaliadas.

5.7. Avaliacao da Citotoxidade nas Folhas de Capim Elefante.

A Citocalasina B tem sido descrita em promover atividade fitotéxica em algumas
espécies de plantas como, Cirsium arvense (L.) Scop. e Sonchus arvensis L. (ambos de
Asteraceae) comumente chamados de cardo canadense e dente de ledo, respectivamente
(Berestetskiy, et al., 2008). Com base nessa literatura, foi realizado o experimento de atividade

fitotoxica com o capim-elefante.

Neste experimento a molécula pura de Citocalasina B foi aplicada e injetada na folha,
juntamente com o padrdo e controle, incubados sob luz artificial e por 48 horas. Observou na
Fig. 16 que: em (A) no controle de 4gua ndao houve alteracdo da caracteristica foliar. Em (B)
com controle de metanol 20% do lado esquerdo da sec¢do da folha foi aplicado 10 uL e ndo

evidenciando nenhuma alteracdo visivel. Ja do lado direito foi injetado com agulha de insulina
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10 uL de metanol 20% apresentado apenas pontos de injdrias provavelmente a lesdo mecéanica

da agulha.

Em (C) foi aplicado (do lado esquerdo) 10 uL de Citocalasina B e demonstrou que a
toxina nao foi absorvida ou ndo apresentou alteracdes perceptiveis. Do outro lado, foi injetado
com seringa de insulina 10 pL de Citocalasina B evidenciando uma cristalizacdo e ndo

apresentando nenhuma drea de necrose.

Podemos concluir que a Citocalasina B ndo provocou no capim-elefante halo de necrose
evidente. Supostamente, as folhas do capim-elefante demonstraram ser mais resistentes ou

tolerantes a toxina do que as folhas das Cirsium arvense (L.) Scop. e Sonchus arvensis L.

Os resultados obtidos nas andlises mostraram ser diferentes do experimento de
Berestetskiy, et al., 2008 e ndo houve alteracdes significativas nos parametros testados,

presumivelmente pelas diferentes diluicdes da toxina pesquisadas na folha de capim-elefante.

(A) (B) (C)

Fig 16: Avaliacdo da citotoxidade da Citocalasina B aplicadas numa sec¢io de 2 cm de folhas de Capim
Elefante. Em (A) controle com dgua. Em (B) aplicag@o do controle com metanol 20 %. Em (C) aplicagao

da amostra de toxina Citocalasina B Sigma-Aldrich® diluido em metanol 20 %.
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6. CONCLUSAO.

v’ Foram identificados 25 peptideos com boa cobertura e matches positivos.

v' Identificagdo de um contig com maior cobertura com 7 peptideos tinicos.

v A proteina identificada na espuma ndo possui similaridade com proteinas de
procariotos.

v" A massa molecular da proteina identificada tanto na ferramenta de bioinformadtica
Compute pl/Mw quanto o gel SDS-page foram aproximadamente 96 kDa.

v' A PCR tanto do DNA total do inseto quanto para o DNA da glandula de Batelli tiverem
os mesmos amplificados sugerindo a expressdo da proteina ser de origem gendmica
nuclear.

v Espectro de fragmentacdo do ion 480 encontrado com alto pareamento na biblioteca
NIST para Citocalasina B.

v" Comparando as amostras das glindulas salivares do inseto com a Citocalasina B padrio,
concluimos que as amostras salivares apresentam caracteristicas mais apolares devido
ao menor tempo de retengdo. Com isso levanta-se a possibilidade da existéncia de uma
outra molécula ou composto com similaridade ao da Citocalasina B.

v' Pelo método MRM nio foi possivel detectar nas amostras de folhas infestadas a
presenca de Citocalasina B-like,

v

No teste de avaliagdo citotéxica do capim-elefante demonstrou a possibilidade da folha

ser resistente a Citocalasina B.
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APENDICE: Resultado da busca do BLAST-MS:

Database: NCBI nr95 (MS-BLAST)

144,844,843 sequences; 49,010,334,033 total letters.
Searching....10....20....30....40....50....60....70....80....90....100%
done

Color Key: red = positive hit; green = borderline hit; black = negative
result

Summary:

High Total
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score Score
/:WP_136600040.1 hypothetical protein [Rhizobium ipomoeae... 43 203
/:TFU51924.1 hypothetical protein E4T92 03910, partial [P... 46 184

>/:WP 136600040.1 hypothetical protein [Rhizobium ipomoeae]//:THV20579.1
hypothetical protein FAA97 18445 [Rhizobium ipomoeae]/
Length = 1011

Total Score: 203

Score = 43 (23.0 bits)
Identities = 7/11 (63%), Positives = 8/11 (72%)

Query: 71 SALKLDAVTDL 81
S L +DAV DL
Sbjct: 736 SDLTIDAVADL 746

Score = 43 (23.0 bits)
Identities = 7/11 (63%), Positives = 8/11 (72%)

Query: 44 SALKLDAVTDL 54
S L +DAV DL
Sbjct: 651 SDLTIDAVADL 661

Score = 43 (23.0 bits)
Identities = 7/11 (63%), Positives = 8/11 (72%)

Query: 19 SALKLDAVTDL 29
S L +DAV DL
Sbjct: 566 SDLTIDAVADL 576

Score = 40 (21.5 bits)
Identities = 6/9 (66%), Positives = 7/9 (77%)

Query: 87 LKLDAVTDL 95
L +DAV DL
Sbijct: 823 LTIDAVADL 831

Score = 34 (18.5 bits)
Identities = 5/5 (100%), Positives = 5/5 (100%)

Query: 4 DAASP 8
DAASP
Sbjct: 81 DAASP 85



>/:TFU51924.1 hypothetical protein E4T92 03910, partial

WM03]1/
Length = 1196

Total Score: 184

Score = 46 (24.4 bits)
Identities = 7/8 (87%), Positives

Query: 90 DAVTDLVK 97
DAV DLVK
Sbijct: 762 DAVNDLVK 769

Score = 46 (24.4 bits)
Identities = 7/8 (87%), Positives

Query: 76 DAVTDLVK 83
DAV DLVK
Sbijct: 567 DAVNDLVK 574

Score = 46 (24.4 bits)
Identities = 7/8 (87%), Positives

Query: 49 DAVTDLVK 56
DAV DLVK
Sbjct: 369 DAVNDLVK 376

Score = 46 (24.4 bits)
Identities = 7/8 (87%), Positives

24 DAVTDLVK 31
DAV DLVK
Sbjct: 270 DAVNDLVK 277

Query:

7/8

7/8

7/8

7/8

(87%)

(87%)

(87%)

(87%)

[Pasteurella sp.
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