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RESUMO

BARROS, Rafael de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018.
Interagoes bioquimicas de Mahanarva spectabilis (Hemiptera: Cercopidae) e
gramineas forrageiras. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores:
Alexander Machado Auad, Jorge Fernando Pereira e Humberto Josué de Oliveira Ramos.

As cigarrinhas-das-pastagens, Mahanarva spectabilis causam danos severos em
pastagens tropicais, comprometendo a produgdo bovina. O controle-quimico de
cigarrinha-das-pastagens ¢ economicamente invidvel. Sendo assim, a selecdo de
cultivares forrageiras gramineas resistentes ¢ uma alternativa de controle muito
importante. Estudos relatando a bioquimica da interagdo entre M. spectabilis e diferentes
forrageiras gramineas sdo raros. O objetivo foi avaliar o impacto do ataque de M.
spectabilis na resposta defensiva de plantas de capim-elefante (Pennisetum purpureum),
cv. Roxo Botucatu (RX) e cv. Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv. Marandu (MA) e
Brachiaria decumbens cv. Basilisk (DE). O impacto da alimentagdo em diferentes
cultivares de forrageiras nas proteases digestivas do inseto também foi avaliado. O
experimento foi realizado com os quatro genotipos distintos, infestados ou nao por M.
spectabilis. A atividade de lipoxigenases (LOX), inibidores de proteases e as
concentragdes de fitohormonios foram avaliadas nas folhas das forrageiras. A atividade
de proteases totais e tripsina-/ike foram avaliadas na regido do intestino de M. spectabilis.
Os gendtipos RX, MA e DE tiveram aumento na atividade de LOX ap06s injurias por M.
spectabilis. A ativagdo da via da LOX esté relacionada com o aumento nos niveis do
hormonio jasmonato. O aumento na concentragdo de acido abscisico aconteceu nos quatro
cultivares. O 4cido abscisico pode atuar sinergicamente com o jasmonato na transcri¢ao
de genes de defesa. Os cultivares MA e DE tiveram maiores niveis basais de acido
salicilico, mas apenas o cultivares DE foi capaz de aumentar os niveis do hormdnio em
resposta a herbivoria. A atividade de proteases totais foi maior em M. spectabilis que se
alimentaram de DE, indicando secrecao de enzimas. Ha varialibidade na indu¢ao de LOX
dentro da espécie Pennisetum purpureum. Todos os cultivares analisados apresentaram
aumento nas concentragoes de ABA e JA, quando atacados por M. spetabilis, indicando
acoes de defesa em comum. A indugdo nas concentragdes de SA apenas em DE, pode
indicar aumento nos niveis de radicais livres, que causam danos aos herbivoros. O

aumento na atividade de proteases totais de M. spectabilis alimentadas com DE indica



mecanismos de secre¢do de proteases para compensar aquelas inibidas, que ndo estdo

relacionado com enzimas tripsina-/ike.



ABSTRACT

BARROS, Rafael de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Biochemical interactions between Mahanarva spectabilis (Hemiptera: Cercopidae)
and forage grasses. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisers: Alexander
Machado Auad, Jorge Fernando Pereira and Humberto Josué de Oliveira Ramos.

Mahanarva spectabilis are spittlebugs that cause several damages in tropical pastures,
compromising cattle production. The chemical control of spittlebugs is economically
unfeasible. Therefore, the selection of resistant forage grasses cultivars is an important
control alternative. Studies reporting the biochemistry of the interaction between M.
spectabilis and different forage grasses are rare. Thus, the goal was to assess the impact
of M. spectabilis injury on the defensive response of elephant grass (Pennisetum
purpureum), cv. Roxo Botucatu (RX) and cv. Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv.
Marandi (MA) and Brachiaria decumbens (DE). The impact of feeding on different
cultivars of forages in the digestive proteases of the insect was also assessed. The
experiment was carried out with four distinct cultivars, infested or not by M. spectabilis.
The lipoxygenases activity, protease inhibitors and concentrations of phytohormones
were evaluated in leaves of forage grasses. Total proteases and trypsin-like activities were
evaluated in the gut region of M. spectabilis. RX, MA and DE genotypes showed
increased LOX activity after injury by M. spectabilis. The LOX pathway activation is
related to the increase in levels of the hormone jasmonate. The increase in abscisic acid
concentration after injury occurred in the four genotypes. Abscisic acid acts
synergistically with jasmonate in the transcription of defense genes. MA and DE cultivars
had higher basal salicylic acid levels, but only DE was able to increase concentration in
response to herbivory. There is variability in the induction of LOX within the species
Pennisetum purpureum. All cultivares showed increased concentrations of ABA and JA
when attacked by M. spectabilis, indicating common defense actions. Total proteases
activity was higher in M. spectabilis fed with DE. The induction of SA concentration only
in DE, may indicate an increase in free radical levels, which cause damage to herbivores.
The increased activity of total proteases of M. spectabilis fed with DE indicates protease
secretion mechanisms to compensate for those inhibited, which are not related to trypsin-

like proteases.
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1. INTRODUCAO

A produgao de pastagem ¢ a principal fonte de alimentagdo para o gado no Brasil
(Euclides et al., 2010). Embora o pais seja um grande exportador e produtor de carne e
leite, a produtividade das pastagens brasileiras ¢ considerada baixa (Dias-Filho., 2011).
A ocorréncia de herbivoros ¢ um importante fator na diminui¢ao da capacidade produtiva
das pastagens (Dumont et al., 1997). As grandes extensdes de terra, cultivadas apenas
com um tipo de pastagem, favoreceram o desenvolvimento de altas populagdo de diversos
géneros e espécies de cigarrinha-das-pastagens em regides tropicais (Valério et al., 2001;
Argel et al.,, 2007). Cigarrinhas-das-pastagens da espécie Mahanarva spectabilis
(Hemiptera: Cercopidae) se alimentam de gramineas forrageiras comumente cultivadas
para alimentar o gado (Resende et al., 2012). M. spectabilis sugam seiva das plantas,
causando danos em diversas espécies forrageiras (Silva et al., 2017). O dano mais severo
¢ causado por esse herbivoro na fase adulta, causando a diminui¢do da capacidade
fotossintética da planta, reduzindo massa seca e qualidade das forragens (Souza et al.,
2008; Aguiar et al., 2014).

O crescente aumento no uso de pesticidas quimicos pode causar sérios danos
ambientais e problemas de saude. Além disso, o controle-quimico de cigarrinha-das-
pastagens € economicamente inviavel (Leite et al., 2013). Sendo assim, a indugdo de
resisténcia em cultivares de forrageiras € considerada uma promissora alternativa de
controle. A resisténcia induzida pode ser ativada por diversas vias metabolicas, que
alteram metabdlitos secundarios e proteinas de defesa (Vendramin & Franca 2006).
Produtos de defesa das plantas, como os inibidores de enzimas digestivas, podem ser
utilizados no controle de herbivoros (Kant et al., 2007; Jaber et al., 2010; Paixao et al.,
2013). Danos por herbivoros ativam vias de defesas de plantas, sendo a das Lipoxigenases
(LOX) uma das principais (Paixdo et al., 2013; Cabrera et al., 2018). Enzimas
lipoxigenases catalisam a dioxigenag¢ao do acido linoleico, produzindo intermedidrios que
sdo utilizados por outras enzimas da via octadecanoide na producao do 4cido jasmodnico
(JA) (Farmer & Ryan, 1992). O JA ativa genes que expressam inibidores de proteases
(IPs) (Shivaji et al., 2010). A ingestdao de IPs pelos herbivoros afeta a degradacao de
proteinas, diminuindo a disponibilidade de aminoécidos necessarios ao desenvolvimento,
crescimento e reproducdo (Oliveira et al., 2005). Os inibidores enzimaticos, como os IPs,
também podem afetar indiretamente o desenvolvimento do herbivoro, aumentando a

producdo de enzimas digestivas na tentativa de compensar aquelas inibidas (Oliveira et



al., 2013; Paixao et al., 2016). Além do JA, o acido salicilico também esta relacionado
com a inducao de compostos de defesa em resposta a herbivoria (Hoysted et al.,2017). O
acido salicilico atua na regulagdao de genes que expressao proteinas do tipo quitinases,
proteinas relacionadas a patogenese, entre outras (Smith et al., 2007 ; Donovan et al.,
2013 ; Hoysted et al., 2017). O 4acido salicilico por si s6, ¢ uma defesa quimica
significativa contra alguns herbivoros, pois estdo relacionados a aumentos nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas (O’Brien et al., 2012; Donovan et al.,
2013).

Estudos relatando a bioquimica da interacdo entre cigarrinha-das-pastagens e
forrageiras sdo raros. Este trabalho avaliou a atividade de lipoxigenases, niveis de
fitohormonios e inibidores de proteases em diferentes espécies de forrageiras tropicais
apos infestagdo por M. spectabilis. Além disso, foi avaliada a atividade de proteases totais
e tripsina-like na regido do intestino de M. spectabilis. A compreensdao do complexo
quimico da interacdo herbivoro-planta ¢ importante para a otimizacdo de cultivares e
ganho em produtividade (War et al., 2012). Sendo assim, o impacto do dano por
Mahanarva spectabilis (Hemiptera: Cercopidae) no mecanismo de defesa de diferentes

forrageiras, susceptiveis e resistentes, foi estudado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Forrageiras

As pastagens no Brasil constituem uma opg¢ao barata e abundante para a produgao
bovina (Hoffmann et al., 2014). Entre as principais gramineas cultivadas no Brasil estdo:
Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens e o capim-elefante (Pennisetum
purpureum) (Martins et al., 1993). A Brachiaria brizantha possui como uma de suas
principais caracteristicas a resisténcia contra cigarrinhas-das-pastagens (Hemiptera:
Cercopidae), principalmente Notozulia Fennah, Deois Fennah e Aeneolamia Fennah
(Valério, 2006). Embora essa espécie tenha sido considerada como resistente a diversas
espécies de cigarrinhas-das-pastagens, sempre existiu a possibilidade de enfrentar ataques
de cigarrinhas que s3o excecdo, explicando os frequentes ataques ocasionados por
cigarrinhas do género Maharnava (Valério, 2006). A Brachiaria decumbens tem sido a
espécie mais plantada e apresenta caracteristicas similares a da Brachiaria brizantha, no
entanto, ¢ considerada mais susceptivel a diversas espécies de cigarrinhas-das-pastagens
(Valério, 2006; Silva et al., 2017). O capim-elefante (Pennisetum purpureum) apresenta
alto potencial de produgdo e se adapta muito bem as condi¢des de clima e solo do Brasil
todo (Shimoya et al., 2002). No entanto, a sua produgdo ¢ altamente dependente das
estacdes, tendo baixas produtividades em periodos secos, de baixa luminosidade e
temperatura (Deresz, 2001). No entanto, o capim-elefante ¢ a graminea tropical que
apresenta o maior poténcial de producdo de matéria seca, desde que seja bem manejado

em locais com condi¢des edafoclimaticas favoraveis (Faria, 1994).

2.2. Interacao M. spectabilis e forrageiras

A performance e a preferéncia de um herbivoro ¢ determinada principalmente pela
concentracdo de nutrientes, metabolitos secundarios e barreiras mecanicas, como
tricomas (Schoohoven, 2005; Tremmel & Muller, 2013). Insetos selecionam os
hospedeiros que possibilitam sua melhor performance. Diferentes compostos de defesas
evoluiram nas diferentes espécies de plantas em resposta a herbivoria (Schoohoven,
2005). Estes compostos podem estar sempre presentes, ou serem induzidos apds o ataque
dos insetos (Karban & Baldin, 1997). O cultivo de diferentes espécies e biodtipos de
forragens com resisténcia a cigarrinha-das-pastagens ¢ uma alternativa de controle
promissora (Auad et al., 2007). Cigarrinha-das-pastagens sdo insetos que injetam toxinas

durante a alimentacdo e diminuem a capacidade fotossintética de forragens (Byers &



Wells, 1966). No Brasil, hd ocorréncia de diversas espécies de cigarrinha-das- pastagens
e entre elas a Mahanarva spectabilis € uma das grandes causas de prejuizos nas industrias
de carne e leite (Auad et al., 2007). Capim-elefante (Pennisetum purpureum) e Braquiaria,
sao forragens amplamente cultivadas no Brasil e apresentam diferentes niveis de
resisténcia a adultos e ninfas de M. spectabilis. Entre os cultivares de capim-elefante, o
Roxo de Botucatu ¢ considerado mais susceptivel que o cultivar Pioneiro (Silva et al.,
2017). Entre as espécies de brachiaria, a M. spectabilis apresenta maior preferéncia por
Bracharia decumbens, quando comparada a Brachiaria brizantha, apesar dessa
apresentar menores efeitos negativos em parametros importantes no ciclo do adulto, como
longevidade e taxa de reproducao (Silva et al., 2017). Auad et al., 2007, reportou menor
sobrevivéncia de ninfas no cultivar Pioneiro em relagdo ao Roxo Botucatu. A longevidade
de adultos de M. spectabilis ¢ maior no cultivar Pioneiro e na B. brizantha, quando
comparadas com o Roxo Botucatu e B. decumbens (Silva et al., 2017). Niveis maiores de
compostos relacionados a antibiose sdo esperados na B. brizantha e no capim-elefante
cultivar Pioneiro. Ha indicios que os tipos de resisténcia nas diferentes forrageiras ¢ do

tipo antibiose, porém nao ha trabalhos caracterizando a interagao em nivel molecular.

2.3. Insetos sugadores de Xilema

Insetos sugadores de xilema, geralmente pertencentes a subordem
Auchenorryncha da ordem Hemiptera, inserem seu estilete no xilema para obter seiva
(Raven, 1983). Insetos das familias Cercopidae, Cicadidae e Cicadellidae (Hemiptera:
Auchenorryncha), alimentam-se predominantemente da seiva do xilema, adultos e ninfas
(Horsfield, 1977; Karban, 1980). A penetragdo do xilema se d& principalmente pela
pressao exercida pelo estilete, auxiliado por secregdes salivares (Waloff, 1980). Insetos
sugadores de xilema precisam superar as altas pressdes negativas e a baixa concentracao
de nutrientes no xilema. Altas pressdes negativas no xilema tornam o processo de suc¢do
custoso, em termos energéticos, para os herbivoros (Zimmermann et al., 1994). As baixas
concentragdes de nutrientes (amino acids 3-10mM; sugars 1mM) faz com que as taxas de
absorcdo de seiva sejam altas (Brodbeck et al., 1993; Terra., 1990). O xilema ¢ um canal
responsavel pelo transporte de agua e sais inorganicos da raiz para as partes aéreas das
plantas (Kehr et al., 2005). No entanto, o xilema também ¢ capaz de transportar nutrientes
organicos, como os agucares, aminoacidos e acidos organicos (Schurr et al., 1998; Schur
et al., 1995). Fitohormodnios sdo exemplos de nutrientes organicos que sao transportados

via xilema (Oda et al., 2003; Ratzinger et al., 2009). Entre os fitohormonio, o 4cido

4



salicilico (SA) além de induzir a expressdo de genes de defesa, € por si s6, um defensivo
quimico eficiente contra pestes e patdgenos (Donovan et al., 2013). Vérios estudos
identificaram proteinas presentes no xilema, entre elas estdo peroxidases e quitinases,
proteinas relacionadas a patogénese (PR), lecitinas e proteinas ricas em cisteina (Hoysted
et al., 2017; Buhtz et al., 2004; Masuda et al., 2001; Masuda et al., 1999). Proteinas
encontradas no xilema, como as quitinases, que degradam quitina, atuam como agentes
anti-herbivoria (Patel & Goyal., 2017). Sendo assim, insetos sugadores de xilema
precisam enfrentar ndo sO as baixas concentragdes de nutrientes, mas também

fitohormonios e metabdlitos relacionados a defesa de plantas.

2.4. Mahanarva spectabilis

A cigarrinha-das-pastagens Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera:
Cercopidae) ¢ considerada praga-chave em forrageiras, causando prejuizos a produtores
de carne e leite (Auad et al., 2010). Adultas e ninfas injetam toxinas nos hospedeiros e
sugam seiva de vasos condutores, causando amarelecimento ¢ murcha das folhas (Aguiar
et al., 2014). Adultos de M. spectabilis causam os maiores danos, diminuindo a
capacidade fotossintética e a qualidade da forrageira (Souza et al., 2008). Além da M.
spectabilis, outras espécies de cigarrinhas-das-pastagens podem coexistir no mesmo
campo de producao (Peck, 2001). No entanto, algumas espécies se destacam e sao mais
problemadticas em algumas espécies de plantas do que outras (Auad et al., 2009). As
infestacdes mais severas por cigarrinhas-das-pastagens ocorrem com o inicio das chuvas
e diminuem nos periodos de seca (Valerio 2009). No entanto, nos periodos secos, M.
spectabilis se mantém no campo através da producao de ovos diapausicos, depositados
no solo e restos culturais pelos adultos (Kostal ef al., 2017). O aumento da umidade da
origem a ninfas que se alimentam nas raizes e ficam protegidas por uma espuma branca,
que confere protecdo e evita grandes variagdes de temperatura (Tonelli et al., 2018).
Ninfas de cigarrinhas-das-pastagens pertencentes ao género Mahanarva ficam
aproximadamente 40 dias sugando seiva da raiz, variando de acordo com as condi¢des
climaticas (Garcia et al., 2006). A longevidade dos adultos varia de 10 a 18 dias (Silva et
al., 2017).

2.5. Inducgio de resisténcia na interacdo planta-inseto

Durante um longo periodo de coexisténcia, plantas e herbivoros evoluiram de

modo a obter diversas ferramentas para “lutas” uns com os outros (Schoonhoven, 2005).



Plantas possuem uma variedade de compostos quimicos e fisicos que sao utilizados contra
o ataque de herbivoros. Os compostos de defesa das plantas podem ser constitutivos
(sempre presentes) ou induzidos (Scalschi et al., 2013). As plantas percebem a herbivoria
pelo reconhecimento de elicitores especificos, inerentes ao herbivoro (Huffaker et al.,
2013). O reconhecimento de elicitores dispara nas plantas uma série de eventos
bioquimicos que resultam na expressdo de genes relacionados a defesa, mecanismo
conhecido como indugao de resisténcia (Sarmento et al., 2011; Scalschi et al., 2013). Por
exemplo, a via das lipoxigenases produz o horménio Jasmonato, que sinaliza a expressao
génica de metabdlitos secundarios, como inibidores de proteases (Shivaji et al., 2010;
Silva et al., 2017b). Inibidores de proteases e outros compostos, como flavonoides,
taninos e fenodlicos, podem afetar a capacidade dos herbivoros de digerirem proteinas
(Patarroyo-Vargas et al., 2017). A diminui¢do da digestdo de proteinas, reduz a
disponibilidade de aminoacidos livres, afetando o desenvolvimento, reproducdo e

crescimento de herbivoros (Scott et al., 2010).

2.6. Proteases digestivas de insetos

A digestdo enzimatica de proteinas desempenha importante papel em diversos
processos fisioldgicos dos herbivoros (Amiri et al., 2016). O intestino médio e a glandula
salivar sdo os principais 0rgaos produtores de enzimas em insetos, sintetizando proteases
que degradam proteinas em peptideos menores e aminoacidos (Sato et al., 2008). Insetos
herbivoros utilizam diversos tipos de proteases na digestao (Amiri et al., 2016). Proteases
sdo agrupadas de acordo com a estrutura do sitio ativo em quatro diferentes classes,
incluindo serino, cisteino, metalo e aspartato proteases (Sternlicht & Werb, 2001). As
proteases digestivas atuam em processos como a metamorfose, cicatrizacdo de feridas,
apoptose, digestdo de alimento, além de auxiliar na defesa dos insetos contra uma
variedade de toxinas e compostos antinutrionais encontrados nas plantas hospedeiras (Lee
et al., 2010; Karlsson et al., 2004; Saadati & Bandani, 2011; Zhang & Li., 2012; Spit et
al., 2014). Cisteino proteases sao as principais proteases digestivas das ordens Coleoptera,
Diptera e Hemiptera (Ben-Mahmoud et al., 2015). No entanto, atividade de tripsina foi
relatada em hemiptera, variando atividade de acordo com a fonte de alimentagdo, o que
mostra um importante papel dessas enzimas nessa ordem (Li et al., 2016; Amiri et al.,
2016). Enzimas do tipo tripsina-/ike sio membros da familia serino-proteases, tendo
importante papel na digestdo, desenvolvimento reprodugdo e resposta imune de insetos

(Zou et al., 2006). Sendo assim, devido a elevada importancia para processos vitais dos
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herbivoros, proteases digestivas podem ser alvos de medidas de controle e devem ser bem

estudadas.



3. OBJETIVOS

Avaliar mecanismos de defesa bioquimicos de diferentes cultivares de forrageiras
injuriados por M. spectabilis. Além disso, avaliar proteases digestivas de M. spectabilis

alimentadas com os diferentes cultivares de forrageiras.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Insetos

Mil ninfas de M. spectabilis, de quarto e quinto instares, foram coletadas em
pastagens localizadas na estacdo de pesquisa da Embrapa Gado de Leite, em Coronel
Pacheco, Minas Gerais e levadas para o Laboratorio de Insetos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa (UFV). As ninfas
foram mantidas na cultivar susceptivel Brachiaria ruzizienses, envolvidas com organza
para evitar a fuga dos insetos, a 25° C de temperatura ¢ 70% de umidade relativa, até o

surgimento dos adultos.

4.2. Material Vegetal

Mudas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk (DE) e Brachiaria brizantha cv.
Marandu (MA) foram obtidas em bandejas para mudas com 200 células. As mudas foram
transplantadas para vasos de 1 L contendo mistura de solo e o substrato comercial
Plantmax® na proporgao (1:1; v/v). Estacas de Pennisetum purpureum cv. Pioneiro (PI) e
Pennisetum purpureum cv. Roxo de Botucatu (RX) foram obtidas de pastagens
localizadas na estagdo de pesquisa da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco,
Minas Gerais e levadas para a UFV, onde foram transplantadas para vasos contendo
mistura de solo e o substrato comercial Plantmax® na propor¢do (1:1; v/v). O solo foi
adubado com 50mL de solucao de uréia 8g/L, 25 dias apds o transplantio. Plantas com

aproximadamente 40 dias apods o transplantio foram selecionadas para os experimentos.

Figura 1. Material vegetal obtido em vaso de 1 L, em casa de vegetacdo na Universidade
Federal de Vigosa.



4.3. Ataque as plantas por M. spectabilis

O experimento foi montado com quatro repetigdes bioldgicas em esquema fatorial
2x4, sendo dois niveis do fator infestagdo (controle e infestado) e quatro niveis do fator
cultivar. Quinze adultos de Mahanarva spectabilis foram colocados por planta, 40 dias
apds o transplantio, nos diferentes cultivares de gramineas forrageiras: Brachiaria
decumbens, Brachiaria brizantha cv. Marandu, Pennisetum purpureum cv. Pioneiro e
Pennisetum purpureum cv. Roxo de Botucatu. As plantas foram envolvidas com saco de
organza para evitar a fuga dos insetos. Depois de 48 h, os insetos e quatro folhas foram
coletados por planta, pulverizados com nitrogénio liquido e armazenados a -80° C para

analises posteriores.

Figura 2. Adultos de M. spectabilis e plantas envolvidas por saco de organza para evitar
a fuga.

4.4. Obtencao do extrato foliar e analise dos Fitohormonios

As folhas foram trituradas em nitrogénio liquido e 400 uL de solucdo extratora
contendo metanol, isopropanol e 4cido acético, nas proporgdes 20:79:1 foram adicionados
a 110mg de material vegetal. As amostras foram agitadas por vortex quatro vezes, durante
20 s, sonicadas em ultrassom por 5 min e centrifugadas a 14000 x g por 30 min a 4°C. O
sobrenadante foi submetido a um novo ciclo de extrag¢do, para aumentar a eficiéncia da
extracdo. As amostras extraidas foram armazenadas a -80°C para analises futuras. A
quantificagdo dos fitohormonios acido salicilico (SA), acido jasmoénico (JA) e acido
abscisico (ABA) foi feita por cromatografia liquida de ultraperformance acoplada a
espectrometria de massas do tipo quadrupolo (UHPLC-MS QqQ). Os dados obtidos

foram convertidos em ng/mg de hormonio com o auxilio dos softwares Skyline e Excel.
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4.5. Obtencao do extrato da planta para as analises enzimaticas

As folhas foram pesadas, pulverizados com nitrogénio liquido e macerados com
auxilio de almofariz. O po6 vegetal obtido foi homogenizado com tampao fosfato de so6dio
50 mM, pH 6,5, para as analises de LOX. Ja o tampao Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo
CaCl, 20 mM, foi adicionado ao pd vegetal para o teste de inibigdo de proteases, na
proporcao de 1 g de folha: 3 mL de tampao. O extrato foi centrifugado a 17,200 g por 30
min a 4° C. A atividade de lipoxigenases ¢ inibidores de proteases foi avaliada no

sobrenadante.

4.6. Atividade de LOX

A atividade de LOX foi determinada nas folhas das diferentes forrageiras atacadas
ou nao por M. spectabilis, usando acido linoleico como substrato, através do aumento da
absorbancia a 234nm, durante 2,0 min de rea¢do. A mistura de reagao foi constituida de
1000 pL de tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 6,5, 8 uL do extrato vegetal e 16 puL de
linoleato de sodio 10 mM. A velocidade da reacdo foi determinada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 25.000 M™! cm™! para o produto formado (Axelrod et al.

1981).

4.7. Teste de Inibicdo de Proteases

O teste de inibi¢ao de proteases nas folhas das diferentes forrageiras atacadas ou
ndo por M. spectabilis foi feito a partir da concentragdo de tripsina purificada inibida
usando L-BApNA como substrato. A absorvancia das solugdes foi determinada a 410 nm
durante 2,0 min de reagdo. As analises foram realizadas em triplicata para cada repeti¢ao
do tratamento. Os resultados foram convertidos em mg de tripsina inibida por grama de
proteina, de acordo com a equagio: mg de tripsina inibida g de proteina= A x B/(C x
1000 x P) em que: A= absorvancia a 410 nm do controle; B= dilui¢do da amostra; P=
concentragio de proteina dos extratos vegetais (g mL™'); C= fator de tripsina, ou seja, o
produto da atuacgdo de 1 pg de tripsina ativa sobre o substrato L-BApNA daré a leitura de
absorvancia de 0,019 a 410 nm (Kakade et al., 1974).

4.8. Obtencao do extrato enzimatico de M. spectabilis

Machos e fémeas foram separados e a regido do abdémen cortada com bisturi. O

pool do extrato enzimdtico foi composto por oito abdomens, sendo quatro de fémeas e
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quatro de machos. Os abdomens foram macerados com auxilio de nitrogénio liquido e
almofariz e homogenizados em 800 puL de HCI 103 M (4 °C). As fragdes foram
centrifugadas a 10,000 g por 60 min a 4° C. O sobrenadante foi armazenado a -80° C para

analises de tripsina-/ike e proteases totais.

Figura 3. Regido do abdomen de M. spectabilis adulto.

4.9. Determinacao da concentracaode Proteina Total

A concentracdo de proteinas das folhas e dos insetos foram determinadas
utilizando albumina soro bovina (BSA) como padrao (Bradford, 1976). As anélises foram
realizadas no comprimento de onda de 595 nm. As concentracdes dos extratos das folhas
e dos insetos foram calculadas comparando-se as medidas do espectrofotometro com as

absorbancias da solucdo de BSA 0.2%, de concentracao ja conhecida.

4.10. Determinacio da atividade Tripsina-like

A atividade das tripsina-/ike foi determinada na regido do intestino de M.
spectabilis utilizando L-BApNA como substrato. A partir do substrato L-BApNA foi
preparado uma solugdo estoque 60 mM, sendo pesado 0,026g de L-BApNA diluido em 1
mL de DMSO (Dimetilsulféxido) e posteriormente armazenado a -20°C. Em seguida 200
uL do estoque foi retirado e utilizado para preparar a solugdo de uso 1,2 mM, diluido em
10 mL de solugdo tampao Tris-HC1 0,1 M, pH 8,2 com CaCl> 20 mM a 25°C. A mistura
de reacdo foi composta por 300 pL de substrato, 300 uL de tampao e 100 puL do extrato
enzimatico de M. spectabilis. As velocidades iniciais foram determinadas pela formagao

do produto p-nitroanilida no comprimento de onda de 410 nm em fung¢ado do tempo (2,0
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min). Os calculos foram realizados com o coeficiente de extingdo molar de 8.800 (M™! x

cm!) para o produto formado (Erlanger et al., 1961).

4.11. Determinacao de Proteases Totais

As atividades proteasicas foram determinadas na regido do intestino de M.
spectabilis utilizando azocaseina 2% (p/v) como substrato, em tampao Tris-HCI1 0,1 M,
pH 8,2 contendo CaCl, 20 mM, a 37 °C. A mistura reacional foi constituida de 70 uL de
substrato e 80 pL de extrato enzimatico. A reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 240 pL
de acido tricloroacético 10% (p/v). Apods a parada de reagdo, as amostras foram
homogeneizadas em vortex e mantidas em repouso no gelo, por 15 min. Em seguida,
foram centrifugadas a 10.000 g por cinco min a 25 °C para remog¢do da proteina
precipitada. Uma aliquota de 240 uL do sobrenadante foi transferida para microtubos de
centrifuga contendo 280 pL. de NaOH 1 M e, a seguir, a absorvancia foi obtida no
comprimento de onda 440 nm. A atividade especifica foi determinada pela divisao dos

valores da absorvancia pelo da concentragdo de proteinas totais (Tomarelli et al., 1949).

4.12. Analises Estatisticas

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar diferencas nos tratamentos
para a atividade de LOX e as concentragdes de SA, JA e ABA apds ataque por M.
spectabilis. Os dados de inibidores de proteases (IPs), proteases totais e atividade de
tripsina foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey, 5% significancia. O

software utilizado foi o SIGMAPLOT 12.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Atividade de LOX em folhas de forrageiras infestadas ou nao por M. spectabilis.

Nos experimentos de infestagdo por M. spectabilis, as atividades de LOX foram
maiores nas folhas de capim-elefante cv. Roxo-Botucatu (RX), Brachiaria brizantha cv.
Marandu (MA) e Brachiaria decubens (DE), quando comparadas ao controle (F=31.278;
P< 0.01) (Figura 4). Na cultivar Pioneiro (PI) as folhas infestadas e nao infestadas

apresentaram atividade similar de LOX.
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Figura 4. Atividade de lipoxigenases (LOX) em folhas de capim-elefante (Pennisetum
purpureum), cv. Roxo Botucatu (RX) e cv. Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv.
Marandu (MA) e Brachiaria decumbens cv. Basilisk (DE), infestadas ou ndo por M.
spectabilis. Barras representam a média £ desvio padrdo das repeti¢des bioldgicas. O
indicador estatistico * mostra a diferenca entre controle e plantas infestadas [Mann-
whitney, *P<0.05 e n.s. P>0.05, n=4].

5.2. Niveis dos fitohorménios ABA (Acido Abscisico), JA (Acido Jasménico) e SA
(Acido Salicilico) em folhas de forrageiras infestadas ou niio por M. spectabilis.

Quando comparadas ao controle, as concentragdes de JA (F=37.733; P<0.01) e
ABA (F=54.957; P< 0.01) aumentaram em todas forrageiras ap6s 48h de dano por M.

spectabilis, (Figura 5A e 5B). As concentracdes de SA em relagdo ao controle nas
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forrageiras foram semelhantes em RX, PI e MA e maiores em DE (F=4.401; P=0.047)
(Figura 2C). No entanto, as concentragdes basais de SA foram maiores em Brachiaria

brizantha cv. Marandu (MA) e Brachiaria decumbens (DE) do que nos dois cultivares de

capim-elefante (RX e PE) (F=28.221; P<0.01).
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purpureum), cv. Roxo Botucatu (RX) e cv. Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv.
Marandu (MA) e Brachiaria decumbens cv. Basilisk (DE). As analises dos fitohormonios
foram feitas em folhas de plantas ndo infestadas (controle; pontos preenchidos) e apos 48
h de infestagao (pontos nao preenchidos). Os pontos (preenchidos ou ndo) representam a
média + desvio padrao das repeticdes bioldgicas. O indicador de estatistica * representa
diferenca nos niveis de fitormonios entre controle e plantas infestadas [Mann-whitney,
*P<0.05,n=4].

5.3. Inibidores de proteases

As atividades de inibidores de proteases (IPs) em folhas de plantas infestadas por
M. spectabilis foram semelhantes em todas as forrageiras, quando comparadas com
aquelas nao-infestadas (F=1.447; P= 0.241). No entanto, as concentracdes basais de IPs

foram maiores em MA e DE (F=19.122; P<0.01) (Figura 6).
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Figura 6. Inibidores de proteases em folhas de capim-elefante (Pennisetum purpureum),
cv. Roxo Botucatu (RX) e cv. Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv. Marandu (MA) e
Brachiaria decumbens cv. Basilisk (DE), infestadas ou nao por M. spectabilis. Barras
representam a média + desvio padrdo das repeti¢des bioldgicas. Médias seguidas por
letras maiusculas iguais nao apresentam diferenca entre controle e infestado e aquelas
seguidas por letras mintsculas iguais ndo apresentam diferenca nos niveis de IPs entre
cultivares pelo teste de Tukey a 5% (n= 4).
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5.4. Atividade de Proteases da regido do intestino-médio de M. spectabilis

A atividade de proteases totais e atividade de tripsina-/ike foi analisada na regiao
do intestino de adultos de M. spectabilis que se alimentaram das diferentes forrageiras.
Nesta analise, os insetos que se alimentaram de RX, PI ¢ MA apresentaram atividades
similares, enquanto a atividade de proteases totais foi maior (F= 9.744; P=0.002) em
individuos que se alimentaram de DE (Figura 7). No entanto, a atividade de tripsina-/ike

foi semelhante para todos tratamentos (F= 0.953; P=0.446) (Figura 8).

0.07 -
_ b
= 0.06 -
. i}
o
2 .05
= a
[9)]
£
& 0047 a a ]
<
£ 003 1 ]
2
2 .02 4
S 0014
[0

0.00 . / :

RX Pl MA DE

Forages

Figura 7. Atividade proteolitica da regido do intestino de M. spectabilis alimentadas com
plantas de capim-elefante (Pennisetum purpureum), cv. Roxo Botucatu (RX) e cv.
Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv. Marandi (MA) e Brachiaria decumbens cv.
Basilisk (DE). Barras representam a média + desvio padrdo das repeti¢des bioldgicas.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, 5%
significancia (n=4).
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Figura 8. Atividade de tripsina-/ike da regido do intestino de M. spectabilis alimentadas
com plantas de capim-elefante (Pennisetum purpureum), cv. Roxo Botucatu (RX) e cv.
Pioneiro (PI), Brachiaria brizantha cv. Marandi (MA) e Brachiaria decumbens cv.
Basilisk (DE). Barras representam a média + desvio padrdo das repeti¢des biologicas.
N.S. indica que nenhuma média foi diferente.
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6. DISCUSSAO

De forma geral, as plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de defesa em
resposta a herbivoria ao longo do processo evolutivo (Schohooven, 2005). A ativacao
destes mecanismos ¢ dependente de elicitores (padrdes moleculares associados a
herbivoria) que sao liberados pelos herbivoros durante a alimentagao (Huffaker et al.,
2013). Os elicitores podem estar presentes na saliva, secre¢des de oviposicdo, fezes e
outros (Reymond et al., 2013; Felton et al., 2014; Ray et al., 2015). Mecanismos de defesa
contra herbivoros podem resultar na acumulagdo de hormonios, como acido abscisico
(ABA), acido jasmonico (JA) e acido salicilico (SA) (Dihn et al., 2013; Hoysted et al.,
2017). A indugao de mecanismos de defesa por esses hormonios pode produzir compostos
com atividade inseticida que prejudicam o desenvolvimento de insetos, como inibidores
de proteases (IPs) (Paixao et al., 2013). Em contrapartida, os insetos podem aumentar a
atividade de proteases no seu sistema digestivo, contrapondo o efeito dos inibidores
(Oliveira et al., 2013)

Em trés genotipos (capim-elefante cv. Roxo-Botucatu, RX; Brachiaria brizantha
cv. Marandu, MA; e Brachiaria decumbens, DE), houve aumento da atividade de
lipoxigenases (LOX) ap6s 48 h de infestagdo por M. spectabilis, indicando ativagao da
via da LOX em resposta a herbivoria nos trés genotipos. Aumento da atividade de LOX
¢ frequentemente relatado para outras espécies, como em soja e café-ardbica, apoOs ataque
de adultos do percevejo-marrom da soja, Euchistos heros (Hemiptera: Pentatomidae) e
larvas de Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) (Timbo et al., 2014; Cabrera et
al., 2018). Este aumento na atividade da enzima lipoxigenase esta relacionado a defesa
de plantas contra herbivoros (Paixao et al., 2013; Paixdo et al., 2016). A auséncia de maior
atividade de LOX em capim-elefante cv. Pioneiro (PI), identificada neste estudo, indica
que ha variabilidade na indug¢do de LOX dentro da espécie Pennisetum purpureum.

Hormonios e suas interagcdes desempenham importante papel nos mecanismos de
resposta a herbivoria (Pieterse et al., 2012). Padrdes de resposta hormonal variam de
acordo com o herbivoro e a planta atacada (Chung et al., 2013; Diezel et al., 2009). As
injurias causadas por M. spectabilis induziu aumento na concentracdo de JA em todos os
genotipos, indicando envolvimento deste hormonio na resposta bioquimica das forragens
a este herbivoro. O aumento nas concentragdes de JA em RX, MA e DE podem estar
relacionados com a ativagdo da via das Lipoxigenases apds herbivoria. O JA ¢ derivado

da oxidagdo do 4cido linoneico, que ¢ catalisada pela LOX (Roach et al., 2015). O acido

19



linoleico ¢ liberado em resposta a injurias causadas pelos insetos por plantas que
reconhecem elicitores dos herbivoros (Paixao et al., 2013; Paixao et al., 2016; Cabrera et
al., 2018). Em plantas de tomate estressadas, foi relatado que o aumento da transcri¢ao
de genes LOX esté relacionado com a acumulagdo de JA (Yan et al., 2013). No entanto,
0 aumento nas concentragdes de JA mesmo quando a LOX ndo foi induzida em PI,
possivelmente se deve a atividade de outras enzimas, que também catalisam a produc¢ao
do hormoénio (Wasternack & Hause, 2013). Embora JA seja um dos derivados da
atividade da LOX, ha outros precursores do hormonio que podem ter sido abastecidos por
meio de outras vias (Wasternack et al., 2017).

O JA ¢ considerado por muitos pesquisadores o principal indutor de resisténcia a
herbivoria, porém ha outros hormdnios, como o ABA ¢ SA, que também auxiliam na
producdo de compostos de defesa (Nguyen et al., 2016; Donovan et al., 2013; Vos et al.,
2013). Além do aumento nos niveis de JA em todas forrageiras injuriadas por M.
spectabilis, os niveis de acido absicico (ABA) também foram induzidos. O aumento nos
niveis de ABA se deve a necessidade deste para ativar defesas contra o ataque de M.
spectabilis. Os hormonios ABA e JA atuam sinergicamente na expressdao de MYCs, que
sdo fatores de transcri¢do que atuam na regulagdo da expressdo de compostos anti-
herbivoria (Lorenzo et al., 2004; Dombrecht et al., 2007; Schweizer et al., 2013). Sendo
assim, além de atuar no desenvolvimento de plantas, os niveis de ABA também estdo
ligados com o processo de sinalizacdo da expressdo de genes considerados dependentes
de JA (Vos et al., 2013).

Os maiores niveis basais de SA encontrados em MA e DE podem estar
relacionados a defesa contra fitofagos, através da expressdo de compostos de defesa,
como quitinases e proteinas ligadas a patogéneses (PR-proteins) (Smith et al., 2007;
Hoysted et al., 2017). Além da expressdo de compostos de defesa, o SA por si s6 pode
causar danos aos herbivoros. Afideos alimentados com dieta artificial enriquecida com
SA sobreviveram menos tempo que aqueles mantidos na dieta controle (Donovan et al.,
2013). Além disso, larvas de Helicoverpa armigera (Hubner), um inseto mastigador,
tiveram o crescimento reduzido com aumento na concentracao de SA em dieta artificial,
devido a oxidagdo de enzimas do complexo respiratério presentes na mitocondria (Akbar
et al., 2012). Apenas DE teve inducao nos niveis de SA em relagdo ao controle. Plantas
de arroz injuriadas por Sogatella furcifera Horvath (Hemiptera: Delphacidae) também

tiveram aumento na concentracdo de SA nas folhas (Kanno et al., 2012). A indugao das
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concentragdes de SA pode ser um dos motivos que adultos de M. spectabilis apresentam
menor longevidade e produzem menos ovos em Brachiaria decumbens (DE) (Silva et al.,
2017). O incremento nos niveis de SA ¢ precedido por aumento nos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em plantas, como superoxidos (O2") e peroxido de hidrogénio
(H202) (O’Brien et al., 2012). Espécies reativas de oxigénio (ROS) podem causar efeitos
negativos no intestino médio de artropodes (Smith et al., 2007). No entanto, o aumento
nas concentracdes de espécies reativas de oxigénio, precedidos pela inducao de SA em
DE, deve ser melhor estudado quanto a sua efetividade como agente inseticida contra M.
spectabilis, pois o SA também estd relacionado com a diminui¢do de metabolitos
secundarios em forrageiras, como de compostos fenolicos (Auad et al., 2018). Sendo
assim, as concentragdes de SA podem ou ndo estar relacionadas com niveis de antibiose
nas forrageiras estudadas. Embora a relagdo entre SA e JA seja frequentemente descrita
como antagdnica, como em plantas de batata injuriadas por afideos (Hoysted et al., 2017),
o ataque de M. spectabilis a plantas de DE induziu ambos hormoénios. Em plantas de
Sorghum bicolor e Arabidopsis taliana, a aplicagdo exdgena de ambos hormonios gerou
resposta sinérgica na sinalizacdo da expressdo de genes relacionados (Salzman et al.,
2005; Proietti et al., 2013).

Plantas de RX, PI, MA e DE nao foram capazes de induzir aumento nos niveis de
inibidores de proteases de tripsina-like (IPs) quando atacadas por M. spectabilis,
sugerindo que o aumento na producao de IPs ndo ¢ um mecanismo de resposta induzida
nesta interagcdo. No entanto, MA e DE apresentaram maiores niveis basais de IPs. Os IPs
podem prejudicar a performance de herbivoros causando deficiéncia de aminoacidos
livres, diminuindo severamente a atividade proteolitica, ou aumentando a secrecdo de
proteases para compensar aquelas inibidas (Paixdo et al., 2013; Oliveira et al., 2013;
Paixdo et al., 2016).

A maior atividade de proteases totais de M. spectabilis alimentadas com DE indica
a secrecdo de proteases digestivas, provavelmente para compensar aquelas que tiveram a
atividade inibida. Contrapor o efeito da inibi¢do da atividade proteolitica aumentando a
secrecdo de enzimas é um mecanismo comum em herbivoros, como o aumento da
transcrido dos genes de proteases SfTry5 e SfTry7 em larvas de Spodoptera frugiperda
alimentadas com dieta contendo o inibidor Enfada acaciifolia trypsin inhibitor (EATI)
(Oliveira et al., 2013; Paixao et al., 2013). A atividade similar de tripsina-/ike em M.

spectabilis alimentadas com diferentes forrageiras indica que a mudanca na atividade de
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proteases totais em DE nao esta relacionada com esta classe de enzimas. O nivel basal de
IPs em DE nao foi suficiente para causar mudangas na atividade de tripsina-/ike de M.
spectabilis. Sendo assim, a maior atividade de proteases totais em M. spectabilis
alimentadas com DE pode indicar a atuagdo de outros metabolitos de defesa que também
afetam proteases digestivas, ou até mesmo de inibidores de proteases de outras classes de
enzimas (Fiorentino et al., 2007; War et al 2013). Por exemplo, outros compostos do
metabolismo secundario das plantas, como o acido cafeico, afetou negativamente a
atividade proteolitica do intestino de Helicoverpa armigera Hubner (Noctuidae:
Lepidoptera) (Joshi et al., 2014).

Neste estudo foi detectado variagdo na indugdo da enzima LOX em resposta as
injarias causadas por M. spectabilis, dentro da espécie Pennisetum purpureum. A indugao
dos hormonios ABA e JA indicam a acdo de vias de defesa comum a todos gendtipos, em
resposta a este herbivoro. O aumento de SA apenas em DE pode estar relacionado com a
inducdo na concentragdo de espécies reativas de oxigénio e danos a herbivoros. No
entanto, a acdo do 4cido salicilico deve ser melhor estudada nas forrageiras, pois existem
trabalhos associando o SA com a diminui¢do de metabolitos secundarios com atividade
inseticida, como os compostos fendlicos. O aumento na atividade de proteases totais em
DE, indica secre¢do enzimatica como um mecanismo para contrapor defesas das plantas.
No entanto, em Brachiaria decumbens cv. Basilisk, as vias de defesa investigadas, podem
ndo ser eficientes na defesa desta forrageira, pois este cultivar ¢ considerado mais
susceptivel do que outros que nao apresentaram resposta quando atacados pela cigarrinha-

das-pastagens.

22



7. BIBLIOGRAFIA

AGUIAR, Daniela de Melo et al. Brachiaria ruziziensis responses to different
fertilization doses and to the attack of Mahanarva spectabilis (Hemiptera: Cercopidae)

nymphs and adults. The Scientific World Journal, v. 2014, 2014.

AMIRI, Azam; BANDANI, Ali Reza; ALIZADEH, Houshang. Molecular identification
of cysteine and trypsin protease, effect of different hosts on protease expression, and rnai
mediated silencing of cysteine protease gene in the sunn pest. Archives of insect

biochemistry and physiology, v. 91, n. 4, p. 189-209, 2016.

ARGEL, M. et al. Cultivar Mulato II (Brachiaria hybrid CIAT 36087): A high-
quality forage grass, resistant to spittlebugs and adapted to well-drained, acid

tropical soils. CIAT, 2007.

AUAD, A. M. et al. Seasonal dynamics of egg diapause in Mahanarva spectabilis
(Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) on elephant grass. Arquivos do Instituto
Biolégico, v. 78, p. 325-330, 2011.

AUAD, Alexander Machado et al. Diversity of Social Wasps (Hymenoptera) in a
Silvipastoral System. Sociobiology, v. 55, n. 2, p. 627-636, 2010.

AUAD, Alexander Machado et al. Fluctuation of spittlebug population in brachiaria and
in elephant grass. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 44, n. 9, p. 1205-1208, 2009.

AUAD, Alexander Machado et al. Selecao de genotipos de capim-elefante quanto a
resisténcia a cigarrinha-das-pastagens. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 42, n. 8, p.

1077-1081, 2007.

AXELROD, Bernard; CHEESBROUGH, Thomas M.; LAAKSO, Simo. [53]
Lipoxygenase from soybeans: EC 1.13. 11.12 Linoleate: oxygen oxidoreductase.

In: Methods in enzymology. Academic Press, 1981. p. 441-451.

BEN-MAHMOUD, Sulley et al. Cloning and characterization of a basic cysteine-like
protease (cathepsin L1) expressed in the gut of larval Diaprepes abbreviatus L.

(Coleoptera: Curculionidae). Journal of insect physiology, v. 72, p. 1-13, 2015.

Biles CL, Abeles FB: Xylem sap proteins. Plant Physiology 1991, 96:597-601.

23



BRODBECK, Brent V.; MIZELL III, Russell F.; ANDERSEN, Peter C. Physiological
and behavioral adaptations of three species of leathoppers in response to the dilute

nutrient content of xylem fluid. Journal of Insect Physiology, v. 39, n. 1, p. 73-81, 1993.

BUHTZ, Anja et al. Xylem sap protein composition is conserved among different plant

species. Planta, v. 219, n. 4, p. 610-618, 2004.

BYERS, R. A.; WELLS, Homer D. Phytotoxemia of Coastal bermudagrass caused by the
two-lined spittlebug, Prosapia bicincta (Homoptera: Cercopidac). Annals of the

Entomological Society of America, v. 59, n. 6, p. 1067-1071, 1966.

CHEN, Ming-Shun. Inducible direct plant defense against insect herbivores: a
review. Insect science, v. 15, n. 2, p. 101-114, 2008.

CHUNG, Seung Ho et al. Colorado potato beetle manipulates plant defenses in local and
systemic leaves. Plant signaling & behavior, v. 8, n. 12, p. €27592, 2013.

COSTA, C. et al. Evolution of the cultivated pastures and cattle in Brazil. Vet Zootec, v.
15, p. 8-17, 2008.

DERESZ, Fermino. Producao de leite de vacas mesticas Holandés x Zebu em pastagem
de capim-elefante, manejada em sistema rotativo com e sem suplementacdo durante a

época das chuvas. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 30, n. 1, p. 197-204, 2001.

DIEZEL, Celia et al. Different lepidopteran elicitors account for cross-talk in herbivory-

induced phytohormone signaling. Plant Physiology, v. 150, n. 3, p. 1576-1586, 2009.

DINH, Son Truong; BALDWIN, Ian T.; GALIS, Ivan. The HERBIVORE ELICITOR-
REGULATED1 (HER1) gene enhances abscisic acid levels and defenses against
herbivores in Nicotiana attenuata plants. Plant physiology, p. pp. 113.221150, 2013.

Dias-Filho, MB. Pasture degradation: process, causes and recovery strategies. Rev Atual

e Ampl, 4th edn, 2011.

DOMBRECHT, Bruno et al. MYC2 differentially modulates diverse jasmonate-
dependent functions in Arabidopsis. The Plant Cell, v. 19, n. 7, p. 2225-2245, 2007.

24



DONOVAN, Michael P.; NABITY, Paul D.; DELUCIA, Evan H. Salicylic acid-mediated
reductions in yield in Nicotiana attenuata challenged by aphid herbivory. Arthropod-
Plant Interactions, v. 7, n. 1, p. 45-52, 2013.

DUMONT, B. Diet preferences of herbivores at pasture. In: Annales de zootechnie.
1997. p. 105-116.

ERLANGER, Bernard F.; KOKOWSKY, Nicholas; COHEN, William. The preparation
and properties of two new chromogenic substrates of trypsin. Archives of biochemistry

and biophysics, v. 95, n. 2, p. 271-278, 1961.

EUCLIDES, Valéria Pacheco Batista et al. Brazilian scientific progress in pasture
research during the first decade of XXI century. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 39,

p. 151-168, 2010.

FARMER, Edward E.; RYAN, Clarence A. Octadecanoid precursors of jasmonic acid
activate the synthesis of wound-inducible proteinase inhibitors. The Plant Cell, v. 4, n.

2,p. 129-134, 1992.

FELTON, Gary W. et al. Herbivore oral secretions are the first line of protection against
plant-induced defences. Annual Plant Reviews: Insect-Plant Interactions, v. 47, p. 37-
76, 2014.

FIORENTINO, Antonio et al. Reactive oxygen species scavenging activity of flavone
glycosides from Melilotus neapolitana. Molecules, v. 12, n. 2, p. 263-270, 2007.

HAGENBUCHER, Steffen et al. Resistance mechanisms against arthropod herbivores in

cotton and their interactions with natural enemies. Critical reviews in plant sciences, v.

32,n. 6, p. 458-482, 2013.

HOFFMANN, Alvair et al. Produ¢@o de bovinos de corte no sistema de pasto-suplemento
no periodo da seca. Nativa, v. 2, n. 2, p. 119-130, 2014.

HOLMANN, F; PECK, DC. Economic damage caused by spittlebugs (Homoptera:
Cercopidae) in Colombia: a first approximation of impact on animal production in

Brachiaria decumbens pastures. Neotropical Entomology, v. 31, n. 2, p. 275-284, 2002.

25



HOYSTED, Grace A. et al. A Plant-Feeding Nematode Indirectly Increases the Fitness

of an Aphid. Frontiers in plant science, v. 8, 2017.

HUFFAKER, Alisa et al. Plant elicitor peptides are conserved signals regulating direct
and indirect antiherbivore defense. Proceedings of the National Academy of Sciences,

v. 110, n. 14, p. 5707-5712, 2013.

JABER, Karimi; HAUBRUGE, Eric; FRANCIS, Frédéric. Development of entomotoxic
molecules as control agents: illustration of some protein potential uses and limits of

lectins. Biotechnologie, Agronomie, Société et Environnement, v. 14, n. 1, p. 225,

2010.

JOSHI, Rakesh S.; GUPTA, Vidya S.; GIRI, Ashok P. Differential antibiosis against
Helicoverpa armigera exerted by distinct inhibitory repeat domains of Capsicum annuum

proteinase inhibitors. Phytochemistry, v. 101, p. 16-22, 2014.

KAKADE, M. L. et al. Determination of trypsin inhibitor activity of soy products: a
collaborative analysis of an improved procedure. Cereal Chem, v. 51, n. 3, p. 376-382,

1974.

KANNO, Hiroo; HASEGAWA, Morifumi; KODAMA, Osamu. Accumulation of
salicylic acid, jasmonic acid and phytoalexins in rice, Oryza sativa, infested by the white-
backed planthopper, Sogatella furcifera (Hemiptera: Delphacidae). Applied entomology
and zoology, v. 47, n. 1, p. 27-34, 2012.

KANT, Merijn R.; BALDWIN, Ian T. The ecogenetics and ecogenomics of plant—
herbivore interactions: rapid progress on a slippery road. Current opinion in genetics &

development, v. 17, n. 6, p. 519-524, 2007.

KARBAN, R.; BALDWIN, I. T. Induced resistance to herbivory. Chicago University,
1997.

KARBAN, Richard. Periodical cicada nymphs impose periodical oak tree wood
accumulation. Nature, v. 287, n. 5780, p. 326, 1980.

KARLSSON, Christine et al. Proteomic analysis of the Drosophila larval hemolymph
clot. Journal of Biological Chemistry, v. 279, n. 50, p. 52033-52041, 2004.

26



KEHR, Julia; BUHTZ, Anja; GIAVALISCO, Patrick. Analysis of xylem sap proteins
from Brassica napus. BMC Plant Biology, v. 5, n. 1, p. 11, 2005.

KOSTAL, Vladimir et al. Conceptual framework of the eco-physiological phases of
insect diapause development justified by transcriptomic profiling. Proceedings of the

National Academy of Sciences, p. 201707281, 2017.

LEE, Joon Ha et al. Characterization of Kunitz-type protease inhibitor purified from
hemolymph of Galleria mellonella larvae. Insect biochemistry and molecular biology,

v.40,n. 12, p. 873-882, 2010.

LI, Wenjing et al. Activities of Digestive Enzymes in the Omnivorous Pest Apolygus
lucorum (Hemiptera: Miridae). Journal of economic entomology, v. 110, n. 1, p. 101-

110, 2016.

LORENZO, Oscar et al. JASMONATE-INSENSITIVEI1 encodes a MYC transcription
factor essential to discriminate between different jasmonate-regulated defense responses

in Arabidopsis. The Plant Cell, v. 16, n. 7, p. 1938-1950, 2004.

Martins, C.E., F. Deresz & L. L. Matos, 1993. Produgdo intensiva de leite em pasto de

capim-elefante. Informac¢ées Agronémicas, 62: 1-4.

MASUDA, Susumu; KAMADA, Hiroshi; SATOH, Shinobu. Chitinase in cucumber
xylem sap. Bioscience, biotechnology, and biochemistry, v. 65, n. 8, p. 1883-1885,
2001.

MASUDA, Susumu; SAKUTA, Chiyoko; SATOH, Shinobu. cDNA cloning of a novel
lectin-like xylem sap protein and its root-specific expression in cucumber. Plant and Cell

Physiology, v. 40, n. 11, p. 1177-1181, 1999.

MCCORMICK, Andrea Clavijo;, UNSICKER, Sybille B.; GERSHENZON, Jonathan.
The specificity of herbivore-induced plant volatiles in attracting herbivore

enemies. Trends in plant science, v. 17, n. 5, p. 303-310, 2012.

MD, Akbar S. et al. Interaction of plant cell signaling molecules, salicylic acid and
jasmonic acid, with the mitochondria of Helicoverpa armigera. Journal of Bioenergetics

and Biomembranes, v. 44, n. 1, p. 233, 2012.

27



MERINO-CABRERA, Y. et al. Biochemical response between insects and plants: an
investigation of enzyme activity in the digestive system of Leucoptera coffeella
(Lepidoptera: Lyonetiidae) and leaves of Coffea arabica (Rubiaceae) after
herbivory. Annals of Applied Biology, v. 172, n. 2, p. 236-243, 2018.

NGUYEN, Duy et al. Drought and flooding have distinct effects on herbivore-induced
responses and resistance in Solanum dulcamara. Plant, cell & environment, v. 39, n. 7,

p. 1485-1499, 2016.

NGUYEN, Duy et al. How plants handle multiple stresses: hormonal interactions
underlying responses to abiotic stress and insect herbivory. Plant molecular biology, v.

91, n. 6, p. 727-740, 2016.

O’BRIEN, Jose A. et al. Reactive oxygen species and their role in plant defence and cell
wall metabolism. Planta, v. 236, n. 3, p. 765-779, 2012.

ODA, Atsushi et al. Possible involvement of leaf gibberellins in the clock-controlled
expression of XSP30, a gene encoding a xylem sap lectin, in cucumber roots. Plant

physiology, v. 133, n. 4, p. 1779-1790, 2003.

Oliveira, C.F.R.; Souza, T.P.; Parra, J.R.P.; Marangoni, S.; Silva-Filho, M.C.; Macedo,
M.L. R. Insensitive trypsins are differentially transcribed during Spodoptera frugiperda
adaptation against plant protease inhibitors. Comparative Biochemistry and Physiology

Part B: Biochemistry and Molecular Biology, v. 165, n. 1. p 19-25, 2013.

OLIVEIRA, M. G. A. et al. Partial purification and characterization of digestive trypsin-
like proteases from the velvet bean caterpillar, Anticarsia gemmatalis. Comparative
Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular Biology, v. 140,
n. 3, p. 369-380, 2005.

PAIXAO, Gilson P. et al. Biochemical responses of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) in soybean cultivars sprayed with the protease inhibitor berenil. Journal of

agricultural and food chemistry, v. 61, n. 34, p. 8034-8038, 2013.

PAIXAO, Gilson Petronio et al. Active response of soybean to defoliator Anticarsia

gemmatalis Hibner: strategies to overcome protease inhibitor production. IDESIA

(Chile), v. 34, n. 2, p. 69-75, 2016.

28



PATARROYO-VARGAS, Adriana M. et al. Kinetic Characterization of Anticarsia
gemmatalis Digestive Serine-Proteases and the Inhibitory Effect of Synthetic
Peptides. Protein and peptide letters, v. 24, n. 11, p. 1040-1047, 2017.

PATEL, Seema; GOYAL, Arun. Chitin and chitinase: Role in pathogenicity, allergenicity
and health. International journal of biological macromolecules, v. 97, p. 331-338,

2017.

PECK, D. C. et al. Diversity and geographic distribution of spittlebugs (Homoptera:
Cercopidae) associated with graminoids in Colombia and Ecuador. Revista Colombiana

de Entomologia, v. 27, n. 3/4, p. 129-136, 2001.

TREMMEL, Martin; MULLER, Caroline. The consequences of alternating diet on
performance and food preferences of a specialist leaf beetle. Journal of insect

physiology, v. 59, n. 8, p. 840-847, 2013.

Peck, DC. Distribution and recognition of spittlebug (Homoptera: Cercopidae) on the
Caribbean coast of Colombia. Pasturas Trop, v. 24, n.1, p. 4-15, 2002

PIETERSE, Corné MJ et al. Hormonal modulation of plant immunity. Annual review of

cell and developmental biology, v. 28, 2012.

PROIETTI, Silvia et al. Crosstalk between salicylic acid and jasmonate in Arabidopsis
investigated by an integrated proteomic and transcriptomic approach. Molecular

BioSystems, v. 9, n. 6, p. 1169-1187, 2013.

RATZINGER, Astrid et al. Salicylic acid and salicylic acid glucoside in xylem sap of
Brassica napus infected with Verticillium longisporum. Journal of plant research, v.

122, n. 5, p. 571-579, 2009.

RAVEN, John A. Phytophages of xylem and phloem: a comparison of animal and plant
sap-feeders. In: Advances in Ecological Research. Academic Press, 1983. p. 135-234.

Ray S, Gaffor I, Acevedo F, Helms A, Chuang W-P, Tooker J, Felton GW, Luthe DS:
Maize plants recognize herbivore associated cues from caterpillar frass. J Chem Ecol

2015. (in press).

29



REP, Martijn et al. A tomato xylem sap protein represents a new family of small cysteine-
rich proteins with structural similarity to lipid transfer proteins. FEBS letters, v. 534, n.

1-3, p. 82-86, 2003.

REP, Martijn et al. Mass spectrometric identification of isoforms of PR proteins in xylem

sap of fungus-infected tomato. Plant Physiology, v. 130, n. 2, p. 904-917, 2002.

RESENDE, Tiago Teixeira et al. Impact of the spittlebug Mahanarva spectabilis on
signal grass. The Scientific World Journal, v. 2012, 2012.

REYMOND, Philippe. Perception, signaling and molecular basis of oviposition-mediated
plant responses. Planta, v. 238, n. 2, p. 247-258, 2013.

Roach, T., Colville, L., Beckett, R. P., Minibayeva, F. V., Havaux, M., & Kranner, 1.
(2015). A proposed interplay between peroxidase, amine oxidase and lipoxygenase in the
wounding-induced oxidative burst in Pisum sativum seedlings. Phytochemistry 112(;):

130-138.

SAADATI, Fatemeh; BANDANI, Ali R. Effects of serine protease inhibitors on growth
and development and digestive serine proteinases of the Sunn pest, Eurygaster

integriceps. Journal of Insect Science, v. 11, n. 1, 2011.

SALZMAN, Ron A. et al. Transcriptional profiling of sorghum induced by methyl
jasmonate, salicylic acid, and aminocyclopropane carboxylic acid reveals cooperative

regulation and novel gene responses. Plant Physiology, v. 138, n. 1, p. 352-368, 2005.

SARMENTO, Renato Almeida et al. A herbivore that manipulates plant
defence. Ecology letters, v. 14, n. 3, p. 229-236, 2011.

SATO, P. M. et al. Subsite substrate specificity of midgut insect chymotrypsins. Insect
biochemistry and molecular biology, v. 38, n. 6, p. 628-633, 2008.

SCALSCHI, Loredana et al. Hexanoic acid is a resistance inducer that protects tomato
plants against Pseudomonas syringae by priming the jasmonic acid and salicylic acid

pathways. Molecular plant pathology, v. 14, n. 4, p. 342-355, 2013.

SCHOONHOVEN, Louis M. et al. Insect-plant biology. Oxford University Press on
Demand, 2005.

30



SCHURR, U.; SCHULZE, E.-D. The concentration of xylem sap constituents in root
exudate, and in sap from intact, transpiring castor bean plants (Ricinus communis

L.). Plant, Cell & Environment, v. 18, n. 4, p. 409-420, 1995.

SCHURR, Ulrich. Xylem sap sampling—new approaches to an old topic. Trends in
Plant Science, v. 3, n. 8, p. 293-298, 1998.

SCHWEIZER, Fabian et al. Arabidopsis basic helix-loop-helix transcription factors
MYC2, MYC3, and MY C4 regulate glucosinolate biosynthesis, insect performance, and
feeding behavior. The Plant Cell, v. 25, n. 8, p. 3117-3132, 2013.

SCOTT, Ian M.; THALER, Jennifer S.; SCOTT, Jeffrey G. Response of a generalist
herbivore Trichoplusia ni to jasmonate-mediated induced defense in tomato. Journal of

chemical ecology, v. 36, n. 5, p. 490-499, 2010.

SHIMOYA, Aldo et al. Repetibilidade de caracteristicas forrageiras do capim-
elefante. Scientia Agricola, v. 59, n. 2, p. 227-234, 2002.

SHIVAIJIL Renuka et al. Plants on constant alert: elevated levels of jasmonic acid and
jasmonate-induced transcripts in caterpillar-resistant maize. Journal of chemical

ecology, v. 36, n. 2, p. 179-191, 2010.

SILVA, GL da et al. Tydeid and triophtydeid mites (Acari: Tydeoidea) associated with
grapevine (Vitaceae: Vitis spp.) in Brazil, with the descriptions of species of Prelorryia

(André, 1980) and Tydeus Koch, 1835. Zootaxa, v. 3814, n. 4, p. 495-511, 2014.

SILVA, R. S. et al. Neoleucinodes elegantalis (Lepidoptera: Crambidae): an organism
invisible to the defences of tomato fruits. Annals of Applied Biology, v. 170, n. 3, p.
348-356, 2017.

SILVA, S. E. B. et al. Biological Performance and Preference of Mahanarva spectabilis
(Hemiptera: Cercopidae) for Feeding on Different Forage Plants. Journal of economic

entomology, v. 110, n. 4, p. 1877-1885, 2017.

SMITH, C. Michael; BOYKO, Elena V. The molecular bases of plant resistance and
defense responses to aphid feeding: current status. Entomologia experimentalis et

applicata, v. 122, n. 1, p. 1-16, 2007.

31



SOUZA, J. C. et al. Spittlebugs: history, bioecology, losses, monitoring and control
measures. Technical circular EPAMIG, v. 42, n; 1, 2008.

SPIT, Jornt et al. Effects of different dietary conditions on the expression of trypsin-and
chymotrypsin-like protease genes in the digestive system of the migratory locust, Locusta

migratoria. Insect biochemistry and molecular biology, v. 48, p. 100-109, 2014.

STERNLICHT, Mark D.; WERB, Zena. How matrix metalloproteinases regulate cell
behavior. Annual review of cell and developmental biology, v. 17, n. 1, p. 463-516,

2001.

TERRA, Walter Ribeiro. Evolution of digestive systems of insects. Annual review of

entomology, v. 35, n. 1, p. 181-200, 1990.

TIMBO, Renata Velozo et al. Biochemical aspects of the soybean response to herbivory
injury by the brown stink bug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae). PloS one, v.

9,n. 10, p. €109735, 2014.

TOMARELLI, R. M. The use of azocasein as a substrate in the colorimetric determination

of peptic and tryptic activity. J. Lab. Clin. Med., v. 34, p. 428-433, 1949.

TONELLI, Mateus et al. Spittlebugs produce foam as a thermoregulatory
adaptation. Scientific reports, v. 8, n. 1, p. 4729, 2018.

VALERIO, J.R. et al. Spittlebugs. Documents 179, EMBRAPA Gado de Corte, Rio de
Janeiro, 2009.

VALERIO, J.R. et al. Spittlebugs: bioecology, host plant resistance and advances in IPM.
In: Proceedings of the XIX International Grassland Congress. FEALQ, Piracicaba,
p. 217-221, 2001.

VENDRAMIM, J. D.; FRANCA, S. C. Inducao de resisténcia a insetos. In: Proceedings
of the XXV International Grassland Congress. FEALQ, Piracicaba, p. 263, 2001.

VOS, Irene A. et al. Onset of herbivore-induced resistance in systemic tissue primed for
jasmonate-dependent defenses is activated by abscisic acid. Frontiers in Plant Science,

v. 4, p. 539, 2013.

32



WALOFF, N. Studies on grassland leathoppers (Auchenorrhyncha, Homoptera) and their
natural enemies. In: Advances in Ecological Research. Academic Press, 1980. p. 81-

215.

WAR, Abdul Rashid et al. Effect of plant secondary metabolites on legume pod borer,
Helicoverpa armigera. Journal of pest science, v. 86, n. 3, p. 399-408, 2013.

WAR, Abdul Rashid et al. Mechanisms of plant defense against insect herbivores. Plant
signaling & behavior, v. 7, n. 10, p. 1306-1320, 2012.

WASTERNACK, C.; HAUSE, B. Jasmonates: biosynthesis, perception, signal
transduction and action in plant stress response, growth and development. An update to

the 2007 review in Annals of Botany. Annals of botany, v. 111, n. 6, p. 1021-1058, 2013.

XU, Shuqing et al. Herbivore associated elicitor-induced defences are highly specific

among closely related Nicotiana species. BMC plant biology, v. 15, n. 1, p. 2, 2015.

YAN, Liuhua et al. Role of tomato lipoxygenase D in wound-induced jasmonate
biosynthesis and plant immunity to insect herbivores. PLoS Genetics, v. 9, n. 12, p.

€1003964, 2013.

ZHANG, Zhi Bo; LI, Zhi Gang. Cathepsin B and phospo-JNK in relation to ongoing
apoptosis after transient focal cerebral ischemia in the rat. Neurochemical research, v.

37,n. 5, p. 948-957, 2012.

ZHUANG, Xiaofeng et al. Biosynthesis and emission of insect herbivory-induced volatile

indole in rice. Phytochemistry, v. 73, p. 15-22, 2012.

ZIMMERMANN, U. et al. High Molecular Weight Organic Compounds in the Xylem
Sap of Mangroves: Implications for Long-Distance Water Transport. Plant Biology, v.
107, n. 4, p. 218-229, 1994.

Z0U, Zen et al. Comparative analysis of serine protease-related genes in the honey bee
genome: possible involvement in embryonic development and innate immunity. Insect

molecular biology, v. 15, n. 5, p. 603-614, 2006.

33



