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RESUMO GERAL

Apo6s a herbivoria, plantas ativam vias bioquimicas que resultam em uma série de
respostas de defesa, incluindo a emissdo de uma diferente mistura de compostos
organicos volateis (COVs), aumentando o recrutamento de predadores e parasitoides
que controlam o herbivoro que esta atacando a planta. A manipulacdo genética de uma
determinada caracteristica que melhore as variedades de plantas agricolas pode afetar
outras caracteristicas, como um resultado de possiveis efeitos pleiotrpicos de insercao,
mutacdes que por sua vez podem afetar a intera¢do da planta com outros organismos.
Sabe-se que ocorrem mudancas nas emissdes de COVs induzidos por herbivoros em
plantas transgénicas que expressam tolerancia a insetos (principalmente plantas Bt), ndo
s6 como resultado do comportamento modificado dos insetos, mas também como
resultado da alteracdo da alocacao de recursos na planta. Plantas transgénicas tolerantes
ao glifosato expressam uma variante da enzima EPSPS (5-enol-piruvil chiquimato-3-
fosfato sintase) que é insensivel ao herbicida glifosato. Esta enzima é essencial em vias
metabolicas que resultam na sintese de aminoacidos e de metabdlitos secundarios
envolvidos na defesa da planta. Neste trabalho foi investigado se as emissdes
constitutivas de uma linha de soja transgénica e COVs induzidos pela herbivoria de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae) diferem das emitidas pela cultivar isogénica (ndo modificada) e se as
alteracdes podem interferir no comportamento de forrageamento do percevejo predador
Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) e do parasitoide gregario Meteorus
rubens (Hymenoptera: Braconidae), respectivamente. Além disso, foram realizados
testes para verificar o ganho de peso em lagartas alimentadas com folhas de soja
transgénica ou isogénica e preferéncia de oviposicao de fémeas acasaladas. Também foi
avaliado se o0s volateis emitidos ap0s a oviposicdo de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) séo diferentes em plantas transgénicas e isogénicas e o efeito
no comportamento do parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Houve um ganho de peso significativamente maior em lagartas de
A. gemmatalis alimentadas com folhas de soja transgénica e fémeas desta espécie
preferiram ovipositar em plantas de soja transgénica. Nao foi observada diferenca no
peso final de lagartas da espécie C. includens alimentadas com folhas de soja
transgénica ou isogénica. As analises de GC-MS mostraram diferencas nas emissoes de
COVs induzidos por herbivoria e que ha influéncia dos genotipos. O efeito do gendtipo

em varios compostos individuais parece dever-se principalmente ao efeito sobre as
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emissdes induzidas por herbivoros. Emissdes maiores foram medidas na linha
transgénica do que na isogénica apds a herbivoria de ambas espécies. Ninfas de P.
nigrispinus preferiram os odores de plantas isogénicas danificadas em relacdo a plantas
controle, entretanto, ndo discriminaram odores de plantas danificadas e controle
transgénicas. Além disso, ndo foi observada preferéncia de ninfas por odores de plantas
danificadas de qualquer uma das linhas em relacdo a outra. Fémeas acasaladas da
espécie M. rubens foram capazes de discriminar entre os odores de plantas danificadas
ou ndo pela herbivoria de C. includens, mas preferiram os odores emitidos por plantas
transgénicas danificadas pela herbivoria em comparacdo com a isogénica também
danificada. Com relacdo aos volateis induzidos pela oviposicdo de S. frugiperda, ndo
foram detectadas mudancas no perfil de volateis de soja transgénica ou isogénica e estes
volateis ndo atrairam fémeas do parasitoide T. pretiosum. Foi observado que estes
parasitoides foram atraidos pelo composto majoritario do feroménio sexual sintético de
S. frugiperda, comprovando que, de fato, a localizacdo do hospedeiro, neste caso, se da
através de infoquimicos liberados pela fase adulta do hospedeiro e ndo por volateis de
plantas induzidos por oviposicao.

Com base nos resultados deste estudo conclui-se que, apesar de uma maior emissao de
volateis por plantas transgénicas, a nova mistura emitida ndo permitiu que os predadores
discriminassem entre plantas transgénicas e isogénicas danificadas, entretanto,
parasitoides foram capazes de discriminar entre as duas cultivares. Isso pode ter
ocorrido devido a caracteristicas comportamentais particulares destes diferentes
inimigos naturais ou pela ndo atratividade da mistura dos volateis emitidos por soja
transgénica. E importante lembrar que estes resultados podem variar de acordo com 0s
sistemas estudados e, portanto, este trabalho abre possibilidades para novos estudos de
ecologia quimica em sistemas tritr6ficos para avaliar o efeito das plantas transgénicas

tolerantes ao glifosato.



GENERAL ABSTRACT

Following herbivory, plants activate biochemical pathways that result in a series of
defense responses, including the emission of a different mixture of organic volatile
compounds (VOCs), which increases the recruitment of predators and parasites that
control the herbivore attacking the plant. The genetic manipulation of a specific
characteristic that enhances the varieties of agricultural plants may affect other
characteristics as a result of possible pleiotropic effects by insertions mutations which
may effect the interaction of the plant with other organisms. Changes occur in VOC
emissions induced by herbivores on transgenic plants that express tolerance to insects
(principally Bt plants), not just as a result of the modified insect behavior, but also as a
result of change in resource allocation in the plant. Glyphosate tolerant transgenic
plants express a variant of the EPSPS enzyme (5-enol-pyruvyl shikimate-3-phosphate
synthase) that is insensitive to the herbicide glyphosate. This enzyme is essential in the
metabolic pathways, which result in synthesis of amino acids and secondary metabolites
involved in plant defense. This study investigated whether constituent emissions and
VOCs induced by herbivory from Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) and
Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) in a line of transgenic soybean
differed from those emitted by an isogenic cultivar (not modified) and if these changes
may interfere in the foraging behavior of the predator insects Podisus nigrispinus
(Hemiptera: Pentatomidae) and the gregarious parasitoid Meteorus rubens
(Hymenoptera: Braconidae), respectively. Additionally, tests were conducted to verify
the weight gain of caterpillars fed with either transgenic or isogenic soybean leaves, as
well as oviposition preference of mated females. This study also evaluated if the volatile
emissions of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) after oviposition are
different in transgenic and isogenic plants, and the effect on the behavior of the egg
parasitoid Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae). There was a
significantly greater weight gain in A. gemmatalis caterpillars fed on transgenic soybean
leaves and females of this species preferred to oviposit on transgenic soybean plants.
There was no difference in the final weight of caterpillars from the species C. includens
fed on transgenic or isogenic soybean leaves. The GC-MS analyzes showed differences
in VOC emissions induced by herbivores and that there is influence from genotypes.
The effect of genotypes on various individual compounds seems to be due mainly to the

effect on emissions induced by herbivores.
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Higher emissions were measured in the transgenic line than the isogenic line after
hebivory of both species. Nymphs of P. nigrispinus preferred the odors from damaged
isogenic plants in relation to control plants, however, they did not discriminate between
odors from damaged plants and transgenic control. Furthermore, there was no
preference by nymphs for damaged plant odors from either line relative to the other.
Mated females of the species M. rubens were capable of discriminating between odors
from damaged plants or non-damaged plants by C. includens herbivory, but prefered
odors emitted by herbivory damaged transgenic plants in comparison to also damaged
isogenic plants. In relation to the volatile compounds induced by S. frugiperda
oviposition, no changes were detected in the volatile compound profile of transgenic or
isogenic soybean and these volatile compounds did not attract females from the
parasitoid T. pretiosum. It was observed that these parasitoids were attracted by the
major compound from the sex pheromone of S. frugiperda, proving that, in fact the
location of the host, in this case, is through infochemicals released by the host's adult
phase and not by volatile plant compounds induced through oviposition.

According to the results we conclude that, even with a greater emission of volatile
compounds by transgenic plants, the new mixture emitted did not allow predators to
discriminate between damaged transgenic or isogenic plants, however, parasitoids were
capable of discriminating between the two cultivars. This may be due to specific
behavioral characteristics from these different natural enemies or by the non-attractive
mixture of volatile compounds emitted by transgenic soybean. Importantly, these results
may vary according to the studied systems, and thus, this study opens up possibilities
for new studies in chemical ecology of tritrophic systems to evaluate the effect of

transgenic plants resistant to glyphosate.
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1.INTRODUCAO GERAL

11A PRODUC}AO DE SOJA NO BRASIL E A INCIDENCIA DE PRAGAS

O Brasil se tornou na safra 2014/15 o maior exportador mundial de soja. O pais
produziu no ultimo ciclo mais de 96 milhdes de toneladas do gréo, representando um
incremento de 11,7% em relacdo ao montante produzido no ano anterior e exportou
aproximadamente 47 milhGes de toneladas (CONAB 2015).

Qualquer sistema de produgdo em monocultura, como € o caso da soja, pode levar a
ocorréncia de pragas, devido a grande oferta e concentracdo de alimento e a eliminagéo
de fontes alternativas de alimento para inimigos naturais das pragas. Assim, grandes
prejuizos tém sido causados aos plantios de soja por insetos e fungos, o que tem levado
ao uso indiscriminado de produtos quimicos para o controle destas pragas. A utilizacdo
de agrotoxicos em soja é realizada de maneira inadequada, com aplicagdes preventivas e
com misturas de diferentes produtos, muitas vezes de amplo espectro (Sosa-Gomez et
al. 2003). Esta pratica tem levado a um desequilibrio ambiental, acarretando problemas
sérios como ressurgéncia de pragas, resisténcia dos insetos aos inseticidas e eliminacdo
de inimigos naturais. Na auséncia de controle biolégico natural, pragas antes
consideradas secundarias, passam a causar danos e preocupar 0s sojicultores, com
necessidade muitas vezes, de controle (Bueno et al. 2007).

Dentre 0s maiores causadores de prejuizo a cultura da soja estdo as lagartas
desfolhadoras. Destaca-se Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera:
Erebidae), conhecida como lagarta-da-soja, por sua frequéncia e abundancia em todas as
regides produtoras de soja (Moscardi et al. 2012), que pode causar 100% de
desfolhamento caso nédo seja controlada. Esta praga, juntamente com o complexo de
percevejos, é responsavel por 90% das aplicacdes de inseticidas na cultura (Moscardi e
Sosa-Gomez 1992).

Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae)
foi considerada praga secundéria até 2003, desde ent&o se tornou de grande destaque na
cultura da soja, devido ao desequilibrio causado pelo manejo inadequado das plantacfes
(Bueno et al. 2007). De acordo com Sosa-Gomez et al. (2003), as aplicacdes de
fungicidas para o controle da ferrugem estariam contribuindo para a diminuigéo da
incidéncia de fungos entomopatogénicos, como Metharyzium rileyi, e dos pertencentes
ao grupo dos Entomophthorales, como Pandora sp., e Zoophthora sp. que mantinham a

populacdo do inseto abaixo do nivel de dano.
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Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga
polifaga que se alimenta de um grande nimero de hospedeiros (Luginbill 1928). Ainda
que apresente preferéncia alimentar por plantas da familia das gramineas como milho,
milheto, trigo, sorgo, arroz e cana-de acucar, também ataca plantas de outras familias
botanicas como alfafa, feijdo, amendoim, batata, batata doce, repolho, espinafre, tomate,
couve, abobora, soja e algodoeiro (Ali et al. 1989; Cruz 1995; Pogue 2002). O ataque de
S. frugiperda na cultura da soja é recente e consequentemente seu controle tem sido
feito principalmente com inseticidas quimicos (Valicente e Fonseca 2004). Nessa
cultura, alimentam-se das folhas, cortam o caule tenro de plantulas provocando danos
em areas extensivas, com necessidade de replantio (Gassen 1996). Também pode
consumir a casca na base de plantas de soja, causando sintomas que podem ser

confundidos com os de outras pragas (Cruz et al. 1997).

1.2 OCORRENCIA DE INIMIGOS NATURAIS NA CULTURA DA SOJA

O controle bioldgico natural é uma alternativa para a diminui¢do ou eliminacéao
do uso de inseticidas no controle de pragas (Altieri 1989). A ocorréncia de inimigos
naturais pode ser aumentada pela adocdo de sistemas conservacionistas de manejo do
solo (Stinner e House 1990) e pela consorciacdo de culturas, sendo esta préatica
importante para aumentar a diversidade desses insetos (Altieri et al. 1989).

Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) é um percevejo predador bastante comum em
plantacdes de soja e é encontrado nesta cultura durante todo o ciclo fenoldgico. Na
auséncia de presas, podem se alimentar de substratos vegetais, sendo capazes de se
estabelecer e manter a populagdo mesmo quando a densidade de pragas € baixa
(Zanuncio et al. 1997). P. nigrispinus se alimenta de ovos e ninfas de percevejos
fitéfagos (Saini 1994) e lagartas desfolhadoras como A. gemmatalis (Corréa-Ferreira
1980) e C. includens (Moraes et al. 1991). Apesar da sua importancia em programas de
controle bioldgico, poucos estudos tém investigado o seu potencial de aplicagdo em
campo (Moscardi et al. 2012).

Meteorus rubens (Nees, 1811) é um endoparasita gregario cosmopolita que pode se
desenvolver em varias espécies de noctuideos (Zaki et al. 1995). Apesar do baixo
numero de estudos que abordam aspectos biologicos e comportamentais desta espécie
na regido Neotropical, este parasitoide & comumente encontrado parasitando C.

includens em campos de soja (Strapasson et al. observacGes pessoais).
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Trichogramma pretiosum (Riley, 1879) possui inumeros hospedeiros,
principalmente da Ordem Lepidoptera (Pinto 1999). Estes parasitoides sdo muito
estudados e amplamente utilizados em programas de controle bioldgico por sua
eficiéncia e facilidade de criacdo em laboratorio. Por ser uma espécie exclusivamente
endoparasitoide de ovos, 0 parasitismo por esta espécie impede que 0s seus hospedeiros

atinjam a fase de larva, principal causadora de danos as culturas (Haji et al. 1995).

1.3 COMPOSTOS VOLATEIS INDUZIDOS APOS A HERBIVORIA E
PERSPECTIVAS DO SEU USO NO MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

As plantas apresentam diferentes mecanismos de defesa contra insetos
herbivoros (Arimura et al. 2005). O mecanismo de defesa pode ser do tipo constitutivo,
ndo dependendo do dano causado para expressa-lo, ou induzido, que depende da injaria
para ocorrer (Karban e Baldwin 1997). As defesas podem ser ainda do tipo diretas,
influenciando o desenvolvimento do herbivoro, ou indiretas, que ndo agem diretamente
sobre o0s insetos, mas atuam no recrutamento de inimigos naturais dos mesmos (Dicke et
al 1990).

Uma das formas de defesa indireta das plantas é a liberacdo de uma mistura de
compostos organicos volateis (COVs) induzidos ap6s a herbivoria. Através de COVs,
predadores e parasitoides séo orientados para plantas que estdo sendo atacadas por sua
presa/hospedeiro (Arimura et al. 2009). A mistura de volateis induzidos pode variar
quantitativa ou qualitativamente, entretanto, uma vez que diferentes espécies de plantas
podem emitir 0S mesmos compostos, tem-se proposto que a orientacdo olfativa dos
insetos esta baseada em variagdes na razdo dos componentes (Bruce 2005, De Boer e
Dicke 2005).

Os COVs sdo classificados em diferentes grupos quimicos, sendo os principais
pertencentes aos volateis de folhas verde (VFVs), terpenoides, benzenoides e
fenilpropanoides (Dudareva et al. 2004). A liberagdo destes volateis é regulada
principalmente pelos fitohorménios acido jasménico, &cido salicilico e etileno e,
dependendo da guilda alimentar do herbivoro, diferentes vias de sinalizagdo sao
ativadas (Thaler et al. 2012).

A identificacdo e manipulacdo de compostos quimicos que medeiam a interacdo
das atividades entre plantas, herbivoros e inimigos naturais oferecem uma gama de
oportunidades para o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas que sejam

menos agressivas ao meio ambiente. A utilizacdo de volateis de plantas no manejo
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integrado de pragas é uma estratégia adicional e ecologicamente sustentavel no controle
de pragas (Arab e Bento 2006). Entretanto, é necessario um conhecimento profundo dos
diferentes volateis induzidos e como eles sdo regulados. O conhecimento destes volateis
¢ importante para o desenvolvimento de programas de controle biologico bem
sucedidos, visto que sua manipulacdo poderia melhorar a eficiéncia dos agentes no
campo. As evidéncias de que semioquimicos podem modificar o comportamento dos
parasitoides de insetos tem inspirado pesquisadores a explorar a utilizagdo destes
compostos para conservar e/ou aumentar a eficacia destes organismos em sistemas de
cultivo (Pickett et al. 1997, Khan et al. 2008), por meio da manipulacédo da abundéancia e
da distribuicdo dos inimigos naturais no campo.

Os avangos nas pesquisas em quimica analitica, que conduziram a identificacao
e sintese de varios de compostos semioquimicos torna crescente o conhecimento de
como o uso de ecologia quimica pode melhorar a eficacia de parasitoides de insetos em
programas de controle bioldgico. As estratégias baseadas em volateis de plantas
representam uma abordagem relativamente nova, sendo mais promissoras as aplicacfes
envolvendo o uso de compostos volateis de plantas induzidos por herbivoros visando
atrair e conservar 0s inimigos naturais na proximidade das culturas a serem protegidas.
No entanto, a previsdo de utilizacdo destas técnicas estd muito aquém do
desenvolvimento de aplicacdes em campo de feroménios, principalmente devido a falta
de estudos em campo que comprovem sua eficiéncia. Na ultima década, foram
realizados estudos demonstrando que a liberacdo de volateis induzidos por herbivoros
pode realmente aumentar ou conservar a eficacia de diferentes parasitoides em culturas
como algod&o (Xu et al. 2008), milho (Mérey et al. 2011) e soja (Zhu e Park 2005).

Plantas geneticamente modificadas tem se mostrado como novas oportunidades
para aplicacdes de semioquimicos. Por exemplo, as plantas podem ser modificadas para
produzir (E)-B-farneseno de forma a imitar o feromonio de alarme de pulgdes, a fim de
aumentar a populacdo de predadores e parasitoides destes insetos (Yu et al. 2012).
Apesar do potencial de utilizacdo desta técnica no manejo integrado de pragas, deve-se
levar em consideracdo o fato de que a evolugdo tem favorecido a inducdo de defesas
para reduzir custos metabolicos e ecoldgicos das defesas constitutivas. Portanto, tornar a
presenca destes volateis constante pode ndo somente demandar um alto gasto de energia
para as plantas como também condicionar 0s inimigos naturais a associar estes
compostos a auséncia do hospedeiro, uma vez que a planta passa a emiti-los sem que

haja o dano do herbivoro.
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1.4 COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS E PLANTAS TRANSGENICAS

O desenvolvimento da biologia molecular e os avangos na biotecnologia tém
permitido a manipulacdo genética de plantas, visando introduzir genes que expressem
caracteristicas desejaveis. Durante os Gltimos anos, varios estudos tém-se centrado sobre
0 impacto do gene Bt sobre as emissGes de COVs de planta e os possiveis efeitos sobre
herbivoros e carnivoros (Yan et al. 2004, Turlings et al. 2005, Dean e De Moraes 2006,
Himanen et al. 2009). Mais recentemente, alguns estudos também avaliaram os efeitos
das plantas modificadas para expressar resisténcia a Venturia inaequalis, agente causal
da doenca sarna da macieira, na inducdo de emissdo de volateis e a resposta de um
parasitoide aos COVs induzidos por herbivoros (Vogler et al. 2009, Vogler et al. 2010).
No entanto, nenhum estudo avaliou a ecologia de interagbes mediadas por COVs entre
plantas geneticamente modificadas para expressar resisténcia ao glifosato [(N-
(fosfonometil) Gli] e os niveis troficos superiores.

O advento da soja transgénica, tolerante ao herbicida Roundup Ready® (RR),
revolucionou o mercado mundial de soja, sendo autorizado seu cultivo definitivo no
Brasil, em 2005, com a nova Lei de Biosseguranca. A busca pelo aumento de
produtividade, com consequente reducdo de custos, facilidade de manejo de plantas
indesejaveis e menor efeito residual do novo evento promoveu o rapido crescimento da
area cultivada com soja RR no mundo. No Brasil, essa cultura foi responsavel por
92,4% do total de area plantada da oleaginosa, o equivalente a 26,9 milhGes de hectares
na safra 2013/2014 (CONAB 2013).

O evento 40-3-2 da Monsanto recebeu o gene CP4 EPSPS, que codifica a enzima
CP4 EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase), presente na bactéria do solo
Agrobacterium sp. cepa CP4. Para obtencdo do gene, foi usada a técnica de
transformac&o por aceleracdo de particulas metélicas recobertas com material genético,
denominada biobalistica. Com a introducdo da sequéncia CP4 EPSPS no genoma de
linhagens comerciais de soja, a qual confere toleréncia ao ingrediente ativo glifosato, é
produzida a proteina CP4 EPSPS, enzima que participa da biossintese de aminoacidos
aromaticos em plantas e microrganismos. No caso de linhagens convencionais, a
inibicdo dessa enzima pelo glifosato, presente na via do chiquimato (Figura 1), causa
deficiéncia na producdo de aminoacidos essenciais e consequente morte das plantas, o
que ndo ocorre nas linhagens de soja modificadas geneticamente. A via do chiquimato é
responsavel pela sintese de aminoacidos aromaticos essenciais, como fenilalanina,

triptofano e tirosina (Buchanan et al. 2000). Estes amino&cidos, além de constituirem
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proteinas importantes para o desenvolvimento da planta, podem participar da via dos
fenilpropanoides, principal caminho para a sintese de compostos fenolicos, dentre estes
os monoligndis, precursores da lignina. A sintese desta molécula é um processo
complexo, que envolve inUmeras etapas enzimaticas que compdem o metabolismo
secundario das plantas (Strack 1997). O triptofano é o precursor do indole que é
induzido mediante herbivoria em algumas espécies de plantas, incluindo o milho e soja
(Turlings et al. 2005, Rostds e Eggert 2008). L-fenilalanina é o precursor de
fenilpropanoides volateis, tais como o salicilato de metila (MeSa), que é emitido por

plantas de soja (Rostas e Eggert 2008).
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Figura 1. Acdo do herbicida glifosato na rota biossintética do &cido chiquimico
(adaptado de Graham e Webb 1991)
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Diante da possibilidade de modificacdo dos volateis emitidos ap6s a herbivoria
por plantas geneticamente modificadas, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a
modificacdo genética da soja tolerante ao herbicida glifosato altera interacdes
multitroficas mediadas por COVs. Para isso, a tese foi dividida em 3 capitulos. No
primeiro capitulo foi avaliado se a modificacdo genética da soja RR altera as relacbes
mediadas por COVs entre o herbivoro desfolhador A.gemmatalis e o predador
generalista P. nigrispinus. No segundo capitulo foi analisado se as relagGes tritréficas
entre soja RR, o herbivoro generalista C. includens e o endoparasitoide gregario M.
rubens sao afetadas pela modificacdo genética que confere resisténcia da soja RR ao
herbicida glifosato. Por fim, no terceiro capitulo foi investigado se os volateis emitidos
apos a oviposicao de S. frugiperda sdo afetados pela modificacdo genética da soja RR e

o efeito no comportamento do parasitoide de ovos T. pretiosum.
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CAPITULO 1
SOJA (Glycine max) GENETICAMENTE MODIFICADA PARA EXPRESSAR
RESISTENCIA AO GLIFOSATO: MUDANCA NO PERFIL DE VOLATEIS
PODE ALTERAR AS INTERACOES TRITROFICAS?
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SOJA (Glycine max) GENETICAMENTE MODIFICADA PARA EXPRESSAR
RESISTENCIA AO GLIFOSATO: MUDANCA NO PERFIL DE VOLATEIS
PODE ALTERAR AS INTERAQC)ES TRITROFICAS?

Resumo: Apds a herbivoria, plantas ativam vias bioquimicas que resultam em uma série
de respostas de defesa, incluindo a emissdao de uma diferente mistura de compostos
organicos volateis (COVs), aumentando o recrutamento de predadores e parasitoides
que controlam o herbivoro que esta atacando a planta. A manipulacdo genética de uma
determinada caracteristica que melhore as variedades de plantas agricolas pode afetar
outras caracteristicas, como um resultado de possiveis efeitos pleiotropicos de insercao,
mutacdes que por sua vez podem afetar a interacdo da planta com outros organismos.
Sabe-se que ocorrem mudangas nas emissdes de COVs induzidos por herbivoros em
plantas transgénicas que expressam tolerancia a insetos (principalmente plantas Bt), ndo
s6 como resultado do comportamento modificado dos insetos, mas também como
resultado da alteragdo da alocacdo de recursos. Plantas transgénicas tolerantes ao
glifosato expressam uma variante da enzima EPSPS (5-enol-piruvil chiquimato-3-
fosfato sintase) que é insensivel ao herbicida glifosato. Esta enzima é essencial em vias
metabolicas que resultam na sintese de aminoacidos e de metabdlitos secundarios. Neste
trabalho foi investigado se as emissdes constitutivas de uma linha de soja transgénica e
COVs induzidos por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) diferem das
emitidas pela cultivar isogénica (ndo modificada) e se as alteracdes podem interferir no
comportamento de forrageamento do percevejo predador Podisus nigrispinus
(Hemiptera: Pentatomidae). Além disso, foram realizados testes para verificar o ganho
de peso em lagartas alimentadas com folhas de soja transgénica ou isogénica e
preferéncia de oviposicdo de fémeas acasaladas. Houve um ganho de peso
significativamente maior em lagartas alimentadas com folhas de soja transgénica e
fémeas de A. gemmatalis também preferiram ovipositar em plantas de soja transgénica.
As analises de GC-MS mostraram diferengas nas emissdes de COVs induzidos por
herbivoria e que ha influéncia dos gendtipos. O efeito do gendtipo em varios compostos
individuais parece dever-se principalmente ao efeito sobre as emissdes induzidas por
herbivoros. Emissdes maiores foram medidas na linha transgénica do que na isogénica
apos a herbivoria. Ninfas de P. nigrispinus preferiram os odores de plantas isogénicas
danificadas em relagdo a plantas controle, entretanto, ndo discriminaram odores de
plantas danificadas e controle transgénicas. Além disso, ndo foi observada preferéncia
de ninfas por odores de plantas danificadas de qualquer uma das linhas em relagdo a

25



outra. Os resultados deste estudo permitem concluir que, apesar de uma maior emissao
de volateis por plantas transgénicas, a nova mistura emitida ndo permitiu que o predador
fizesse discriminacdo entre plantas transgénicas e isogénicas danificadas. 1sso pode ter
ocorrido devido a caracteristicas comportamentais particulares destes predadores ou
pela ndo atratividade da mistura dos volateis emitidos por soja transgénica. E importante
lembrar que estes resultados podem variar de acordo com os sistemas estudados e,
portanto, este trabalho abre possibilidades para novos estudos de ecologia quimica em

sistemas tritroficos para avaliar o efeito das plantas transgénicas tolerantes ao glifosato.

Palavras-chave: herbicida; defesas induzidas, COV, OGMs; rota do &cido chiquimico.
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SOYBEAN (Glycine max) PLANTS GENETICALLY MODIFIED TO EXPRESS
RESISTANCE TO GLYPHOSATE: CAN THEY MODIFY AIRBORNE
SIGNALS IN TRITROPHIC INTERACTIONS?

Abstract: Upon herbivory, plants activate complex biochemical pathways that result in
an array of defense responses including the emission of a novel blend of volatile organic
compounds (VOCs). These compounds mediate the recruitment of predators and
parasitoids that exert biological control of the attacking herbivore. Genetic manipulation
of a particular trait to improve agricultural plant varieties may affect other traits as a
result of possible pleiotropy or insertional mutations, which in turn can affect the
interaction of the plant with other organisms. Changes in herbivore-induced VOC
emissions are known to occur in transgenic plants engineered to express resistance to
insects (mainly Bt-plants), not only as a result of modified insect behavior but also as a
result of altered resource allocation. Transgenic glyphosate-tolerant plants express a
variant of the enzyme EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) that is
insensitive to the herbicide glyphosate. This enzyme is essential in metabolic routes that
result in the synthesis of amino acids and secondary metabolites. We addressed whether
the constitutive and Anticarsia gemmatalis-induced emissions of VOCs from a
transgenic soybean line differ from those of the isoline, and whether changes may
interfere in the foraging behavior of the predatory bug Podisus nigrispinus. GC-MS
analyses showed that both herbivory and genotype influences VOC emissions. The
effect of genotype for several individual compounds appears to owe mainly to the effect
on the herbivore-induced emissions. Larger emissions were measured in the transgenic
line than the non-transgenic line upon herbivory. P. nigrispinus significantly
discriminated between the odors of undamaged and damaged plants of the non-
transgenic line. No preference was observed for herbivore-damaged plants of any of the
two lines over the other. The results from this study show that despite a greater emission
of volatiles that the predators are not able to discriminate between herbivore-damaged
and undamaged transgenic plants. This study opens possibilities for new studies of
chemical ecology in tritrophic systems to assess the effect of transgenic glyphosate

resistant plants.

Keywords: herbicide; induced defenses; VOC, GMOs, shikimic acid pathway.
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1. INTRODUCAO

Desde a introducdo dos transgénicos no inicio de 1990, a adogdo de linhagens
produzidas por engenharia genética tem aumentado em Vvérios paises (FAO 2011). No
entanto, as preocupacfes com 0 possivel impacto adverso sobre a saide humana e ao
meio ambiente ainda sdo alvo de grande discussdo. Efeitos ndo-alvo incluem o
desenvolvimento de "super ervas daninhas" ou resisténcia de insetos (Ferry e Gatehouse
2009). A manipulacdo genética de uma caracteristica particular pode afetar outras como
um resultado de uma possivel pleiotropia ou mutacdes de insercdo (Schuler et al. 1999).
Durante os ultimos anos, varios estudos tém-se centrado sobre o impacto do gene Bt
sobre as emissdes de COVs de planta e os possiveis efeitos sobre herbivoros e
carnivoros (Yan et al. 2004, Turlings et al. 2005, Dean e De Moraes 2006, Himanen et
al. 2009). Mais recentemente, alguns estudos também avaliaram os efeitos das plantas
modificadas para expressar resisténcia a Venturia inaequalis (Pleosporales:
Venturiaceae), 0 agente causal da doenca sarna da macieira, na inducdo de emissao de
volateis e a resposta de um parasitoide aos COVs induzidos por herbivoros (Vogler et
al. 2009, Vogler et al. 2010). No entanto, nenhum estudo avaliou a ecologia de
interacdes mediadas por COVs entre plantas geneticamente modificadas para expressar
tolerancia ao glifosato [(N- (fosfonometil) Gli] e os niveis troficos superiores.

Plantas tolerantes ao glifosato expressam uma variante da enzima bacteriana EPSPS
(5-enol-piruvilchiguimato-sintase-3-fosfato) que é insensivel ao glifosato, desta forma,
a nova enzima confere tolerancia ao herbicida. Na planta, a EPSPS catalisa a formacéo
da 5-enol-piruvilchiquimato-sintase-3-fosfato a partir da chiquimato-3-fosfato e
fosfoenolpiruvato, na via do chiquimato, que é a via biossintética dos aminoacidos
aromaticos L-fenilalanina, tirosina, triptofano e que, por sua vez sdo precursores de
compostos envolvidos no crescimento, reproducdo e respostas das plantas ao estresse
(Maeda e Dudareva 2012). O triptofano é o precursor do indole que se sabe ser induzido
mediante herbivoria em algumas espécies de plantas, incluindo o milho e soja (Turlings
et al. 2005, Rostas e Eggert 2008). L-fenilalanina é o precursor de fenilpropanoides
volateis, tais como o salicilato de metila (MeSA), que é emitido por plantas de soja
(Rostas e Eggert 2008). Plantas de soja geneticamente modificadas tolerantes ao
glifosato podem, obviamente, desenvolver-se normalmente. No entanto, mudangas em
seu metabolismo podem ocorrer. Um estudo metabolémico comparativo mostrou
pequenas variacdes qualitativas em alguns metabolitos de sementes entre uma cultivar

transgénica e uma isogénica (Garcia-Villalba et al. 2008). Em outro estudo, foram
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identificadas diferencas na expressdo de proteinas entre sementes de soja transgénicas e
ndo transgénicas (Branddo et al. 2010). Mais recentemente, demonstrou-se que o0
acumulo de lignina nas raizes é mais elevado em plantas de soja transgénicas tolerantes
ao glifosato (Zonetti et al. 2012). De acordo com Arruda et al. (2013) os respectivos
resultados dos ultimos oito anos concluem que a propria modificacdo genética contribui
para alteracdes de caracteristicas de plantas de soja, produzindo altera¢es, em forma de
cascata, no metabolismo. Portanto, é possivel que essas alteracfes tenham implicacdes

nas interacOes planta-inseto.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Analisar se a insercdo do gene de tolerancia ao glifosato em soja influencia a
emissdo de COVs induzidos por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) e o

comportamento do predador Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae).

2.2 Especificos

Identificar diferencas no perfil de volateis constitutivos emitidos por plantas de soja
das linhagens CD 202 (isogénica) e CD 202 RR (transgénica);

Identificar diferencas no perfil de volateis induzidos pela herbivoria de A. gemmatalis

emitidos por plantas de soja das linhagens CD 202 e CD 202 RR;

« Avaliar o ganho de peso de A. gemmatalis alimentadas com soja transgénica ou
isogénica;

« Avaliar a preferéncia de oviposicdo de A. gemmatalis em soja transgénica ou
isogénica;

» Avaliar a resposta comportamental de ninfas de P. nigrispinus frente aos odores

emitidos por soja controle e danificada pela herbivoria de A. gemmatalis das linhagens

CD202eCD 202RR

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Plantas de soja: Sementes de soja (Glycine max) das linhagens CD202 e CD202
RR foram cedidas pela COODETEC (Cascavel, Parana, Brasil). As sementes foram
colocadas em camaras de germinacgédo a 25°C no escuro. Trés dias apds a germinacéo,
estas foram semeadas individualmente em bandejas de plastico (parte superior: 6x6 cm;
profundidade: 4,5 x 4,5 cm; altura: 5,5 cm) contendo substrato comercial (Vida Verde,
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Sdo Paulo, Brasil). As plantas se desenvolveram em iluminacao artificial, no regime de
luz 14:10 (L:E) até atingir o estdgio V3 (de acordo com Fehr et al. 1971),
aproximadamente cinco semanas apds a semeadura, que é periodo em que as plantas

comecam a ser atacadas em campo. As plantas foram regadas quando necessario.

3.2 Criacéo de A. gemmatalis: As lagartas foram criadas em condic¢des controladas de
temperatura (251 °C) e fotoperiodo (14:10 L:E). Os adultos foram mantidos em tubos
de PVC forrados com papel para oviposicdo e alimentados diariamente com uma
solucdo a base de mel (mel, acido sérbico, metil parabeno, aclcar e agua destilada)
misturada com cerveja (3:1 v/v), conforme utilizado em criagdo massal de A.
gemmatalis (Hoffman-Campo 1985). Os ovos, coletados a cada 2 ou 3 dias, foram
colocados em caixas de plastico contendo dieta a base de feijdo para alimentacdo das
larvas (Parra 2001). Ao atingirem o estagio de pré-pupa foram transferidas para caixas

de plastico contendo vermiculita até a pupagéo.

3.3 Criacéo de P. nigrispinus: Ovos de P. nigrispinus foram obtidos de uma criagédo
da Universidade Federal de Sergipe (Sergipe, Brasil). Ninfas de 2° instar foram
alimentadas com larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) de 3° e 4°
instares provenientes de criacdo em laboratério até a utilizacdo nos experimentos. Os
insetos foram criados em condicdes controladas de temperatura (25+1 °C) e fotoperiodo
(14:10 L:E).

3.4 Ganho de peso de A. gemmatalis alimentadas com soja transgénica ou
isogénica: Lagartas de A. gemmatalis de 24 h de idade foram pesadas em balanca
analitica e individualizadas em copos de plastico com tampa. Durante sete dias foram
oferecidas folhas da cultivar CD 202 (N= 27) ou CD 202 RR (N= 27) para alimentagéo
(o quanto necessario). Apds este periodo as lagartas foram novamente pesadas e seu

peso ou o0 numero de lagartas mortas foi anotado em planilha.

3.5 Preferéncia de oviposicdo por A. gemmatalis em soja transgénica ou isogénica:
Duas fémeas acasaladas de 3-4 dias de idade foram colocadas em uma gaiola de acrilico
com uma planta de soja transgénica e uma planta de soja isogénica. Apds duas
escotofases as plantas foram retiradas da gaiola e contou-se o nimero de ovos colocados
em cada planta. Cada gaiola constituiu uma repeticdo (N=20).
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3.6 Coleta e analise de volateis: Os COVs foram coletados de plantas controle e
plantas danificadas por herbivoria, de ambas as linhagens, CD202 e CD202RR. A
inducdo de volateis foi realizada pela infestacdo de cada planta com 10 larvas de 3°
instar por 24 horas, condicdo estabelecida por testes prévios. As larvas foram removidas
antes do inicio das coletas. As plantas foram retiradas das bandejas de pléstico e o
substrato foi envolvido por papel aluminio para reduzir a emissao de volateis da raiz e
do solo. Quatro plantas, uma de cada tratamento, foram colocadas individualmente
dentro de camaras de vidro de 1 L conectadas por uma entrada de ar. Um fluxo de ar
umidificado e filtrado de 4L/min foi canalizado através de um tubo de vidro e dividido
em quatro, resultando em um fluxo de ar de 1 L/ min para cada cdmara. Os COVs foram
coletados em uma coluna de vidro contendo 20 mg de polimero adsorvente (HayeSep®
Q 80-100) por um periodo de 24 horas. Depois da coleta, a parte acima do solo das
plantas foi cortada e secada em estufa por 48 horas a 60°C para quantificar o peso seco
(PS). Os volateis coletados foram eluidos com 300 pL de hexano (tipo HPLC
bidestilado) e 10 uL de tetradecano (50 ppm) foi adicionado como padréo interno (PI).
As amostras foram concentradas até 100 pL e 1uL do extrato final foi injetado
automaticamente no modo splitless (temperatura do injetor de 250°C) e analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, Shimadzu QP
2010 Plus) equipado com uma coluna RTX-5 (30 mx0,25 mm i.d., 0,25 mm film
thickness; Restek, Bellefonte, PA, USA). O gas Hélio foi utilizado como carreador na
coluna com pressédo de 170 kPa. A quantificacdo individual dos compostos foi realizada
com base na area do pico do padrdo interno. As emissdes foram expressas em ng g PS™
24 ht. Os compostos foram identificados por comparagdo de espectro de massas com a
biblioteca NIST 27 e NIST 147 e por comparacdo com o Indice de Kovats (IK)
calculado com o reportado na literatura. Em adicdo, os tempos de retencdo e espectros
de massa dos compostos (Z)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-acetato de hexenila, octanal, 1-octen-3-
ol, (Z)-B-ocimeno, B-linalool, decanal, MeSA, indol, (Z)-jasmona, B-cariofileno e a-
farneseno foram comparados aos de compostos sintéticos comerciais. Um total de 6 a 8

repeticdes de todos os tratamentos foram coletadas e analisadas.

3.7 Preferéncia de odor por P. nigrispinus: A resposta de P. nigrispinus foi avaliada
em um bioensaio de dupla escolha utilizando um olfatbmetro em Y (@ = 2 cm; brago
principal = 18 cm; bragos menores = 13 cm). Um fluxo de ar de 1,2 L/min umidificado
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e filtrado foi igualmente dividido em duas partes e introduzidos em camaras de 1-L,
contendo as fontes de odor. Assim, cada brago do olfatbmetro recebeu um fluxo de ar de
0,6 L / min. Cada fonte de odor consistiu em uma planta de soja na fase V3 (transgénica
ou isogénica) controle ou danificada por A. gemmatalis, tal como descrito acima. Ninfas
de 3° instar (escolhidas pelo maior potencial de predacdo), apds jejum de 24 horas,
foram colocadas individualmente no inicio do braco principal e escolheram entre as
fontes de odor. Considerou-se que um inseto respondeu quando passou 0 ponto medio
de um dos bragos e |4 permaneceu por pelo menos 5 segundos. Quando nao houve
escolha por um dos bracos, durante um periodo de 10 minutos, foi considerado como
ndo resposta, e estes insetos foram excluidos da analise dos dados. O olfatdmetro foi
girado 180 ° depois de cada observacdo. Depois de cinco observagoes, as fontes de odor
foram rotacionadas e depois de 10 observacgdes as plantas foram substituidas por novas.
Os experimentos foram conduzidos entre 9:00 e 17:00 horas a 25°C. Os experimentos
foram: a) plantas controle vs. plantas induzidas por herbivoria (isogénica); b) plantas
controle vs. plantas induzidas por herbivoria (transgénica); 3) plantas induzidas por
herbivoria isogénica vs. plantas induzidas por herbivoria transgénica. Pelo menos cinco

plantas de cada tratamento foram utilizadas nos bioensaios.

3.8Analises estatisticas: A analise dos dados foi realizada com o auxilio do programa
SPSS 21.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os dados de alimentacao
foram analisados com teste T para comparacdo de médias de duas amostras
independentes. Para oviposi¢cdo foi realizado um teste ndo paramétrico para amostras
pareadas (Wilcoxon Signed Ranks Test). Os dados de emissdo de COVs foram
transformados em log (Log X + 2) e analisados com MANOVA com o gendtipo e
herbivoria na interacdo entre fatores principais. A preferéncia dos predadores no

olfatdmetro foi analisada pela aplicacéo do teste x> ndo paramétrico.

4. RESULTADOS

4.1 Ganho de peso de A. gemmatalis alimentadas com soja transgénica ou
isogénica: Lagartas alimentadas com soja transgénica tiveram aumento de peso
significativamente maior (Média + EPM 107,45 mg £ 6,97) do que aquelas alimentadas
com soja isogénica (Media £ EPM 75,09 mg * 7,32) no periodo de tempo avaliado (P <
0,02).
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4.2 Preferéncia de oviposicao por A. gemmatalis em soja transgénica ou isogénica:
Houve preferéncia de oviposicdo de fémeas em soja transgénica em comparagdo com a

isogénica (P =0,05).

4.3 Emissdo de volateis por plantas de soja: Emissdes de volateis por plantas de soja
das variedades CD202 RR e CD202 danificadas ou ndo por herbivoria estéo
apresentadas na Tabela 1. O gendtipo (MANOVA, Pillai’s Trace, P = 0.003), herbivoria
(MANOVA, Pillai’s Trace, P= 0.001) e a combinacdo de ambos (MANOVA, Pillai’s
Trace, P = 0.002) afetou a emissdo de COVs. Independentemente do gendtipo, a
herbivoria por A. gemmatalis aumentou significativamente ou induziu a emisséo de
varios compostos alifaticos, todos os terpenoides, todos 0s compostos aromaticos e dois
dos trés compostos nao identificados detectados. Apenas as emissfes de nonanal e
decanal ndo foram afetadas pela herbivoria (valores de P estdo apresentados na Tabela
2).0 gendtipo da planta teve um efeito significativo sobre as emissdes de (Z) -3-hexen-
1-ol (P = 0,001); 1-octen-3-ol (P = 0,022); (Z) -3-acetato de hexenila (P = 0,006), (Z) -
B-ocimeno (P <0,001), B-linalol (P = 0,002); nonanal (P = 0,009); composto ndo
identificado 1 (P <0,001); composto nao identificado 2 (P = 0,008); MeSa (P = 0,005);
(2) -hexenyl-2-metilbutirato (P = 0,003); indole (P = 0,015) (Z) jasmona (P = 0,001); B-
cariofileno (P = 0,004), a-cariofileno (P = 0,004), a-farneseno (P = 0,017) e TMTT (P
<0,001). Com a excecdo de 3-octanone, 3-octanol e o composto ndo identificado 3,
houve uma significativa interacdo entre o gendtipo e a herbivoria para todos 0s
compostos. Isto sugere que as emissdes induzidas por herbivoros variam nas plantas
transgénicas e isogénica. ApoOs herbivoria, ocorreu um aumento na emissdo de todos
COVs detectados, sendo a quantidade maior nas plantas transgénicas do que nas plantas

isogénica (Figura 1, Tabela 2, para os valores de P).
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Figura 1. Cromatograma tipico de cultivar isogénica (A) e transgénica controle (C), isogénica danificada (B) e soja transgénica tolerante ao

glifosato (D) sujeita a alimentagdo de Anticarsia gemmatalis. Os principais compostos induzidos por herbivoria séo: 1) (Z) 3-hexen-1-ol; 2) 1-

octen-3-ol; 3) 4-hexen-1-ol; 4) (Z)-B-ocimeno; 5) B-linalool; 6) composto ndo-identificado 1; 7) composto ndo-identificado 2; 8) MeSA,; 9) (2)-3-

hexenil-2- metilbutirato; 10) indol; 11) (Z)- jasmona; 12) a-farneseno.
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Tabela 1: Emissdes de compostos organicos volateis individuais (ng/g ps™ 24h) por plantas de soja transgénicas e isogénicas ndo danificadas e danificadas

por Anticarsia gemmatalis (média = E.P.M)

Composto TR I. K. (c) Plantas controle Plantas danificadas por A.gemmatalis
Isogénica (IC) Transgénica (TC) Isogénica (IH) Transgénica (TH)
N=8 N=6 N=8 N=8
Alifaticos
(2)-3-hexen-1-ol 5.550 851 nd Nd 2,61 £0,99 842 +156
1-octen-3-ol 8.124 978 nd Nd 7,22 +3,86 2842 +7,74
3-octanona 8.293 985 nd Nd 269 +179 3,34 0,90
3-octanol 8.494 996 nd Nd 0,21 0,10 0,38 *0,18
Octanal 8.656 1003 0,11 £0,03 0,08 +0,02 0,10 +0,01 0,31 %0,10
(2)-3-acetato de
hexenila 8.743 1007 0,32 £0,19 0,08 *0,03 1,38 +0,64 1437 +4,34
Nonanal 10.865 1106 0,47 +0,08 0,35 %0,10 0,28 +0,04 0,85 +0,09
Decanal 12.997 1206 0,61 %0,11 0,50 %0,22 0,39 0,08 1,34 +041

(2)-3-hexenil-2-
metilbutirato 13.542 1234 nd Nd 1,25 +0,52 9,15 +3,23




(2)-jasmona

16.846

1406

0,10

+ 0,07

0,04 +0,03

0,58 *0,24

524 +1,67
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Plantas controle

Plantas danificadas por A.gemmatalis

Composto T.R l. K. (c) Isogénica (IC) Transgénica (TC) Isogénica (IH) Transgénica (TH)
N=8 N=6 N=8 N=8
Terpenoides
(2)-p-ocimeno 9.669 1051 0,43 +0,13 0,11 +0,08 1,83 +0,79 16,22 + 3,25
B-linalol 10.785 1100 nd Nd 2,17 +1,07 18,90 +6,39
B-cariofileno 17.306 1433 0,13 +£0,05 0,03 +£0,02 0,10 +£0,05 0,89 +£0,20
a-cariofileno 17.921 1454 0,04 +£0,02 0,01 +£0,00 0,04 +£0,02 0,31 £0,07
a-farneseno 18.731 1515 8,55 +2,99 544 + 3,53 22,21 £9,32 157,53 + 33,13
TMTT 19.928 1584 nd Nd 0,08 +£0,03 1,14 +0,27
Arométicos
MeSA 12.868 1201 0,11 +0,03 0,15 +0,07 0,15 +0,05 1,11 +0,32
Indol 14.891 1304 0,81 +£0,52 0,10 +£0,05 10,83 £3,05 49,55 + 11,58
Né&o-identificados
Comp. 1 11.685 1144 nd Nd 0,70 +£0,28 555 +£1,32
Comp. 2 12.596 1235 nd Nd 2,73 +1,19 21,75 7,42
Comp. 3 16.344 1380 0,09 +0,02 0,05 +0,02 0,08 +0,02 0,20 +£0,08

E.P.M. = Erro padrao da média

T.R = Tempo de retengdo

I.K. (c) = indice de Kovats calculado
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Tabela 2: Valores de P e principais efeitos do genotipo e herbivoria por Anticarsia

gemmatalis e suas interacGes nas emissdes de compostos organicos volateis individuais

Compostos Genotipo Herbivoria Interacéo
Alifaticos

(2)-3-hexen-1-ol 0,001 < 0,001 0,001
1-octen-3-ol 0,022 < 0,001 0,022
3-octanona 0,317 0,001 0,317
3-octanol 0,468 0,010 0,468
Octanal 0,122 0,062 0,034
(2)-3-acetato de hexenila 0,006 < 0,001 0,002
Nonanal 0,009 0,067 < 0,001
Decanal 0,084 0,185 0,015
(2)-3-hexenil-2- metilbutirato 0,003 < 0,001 0,003
(2)-jasmona 0,001 < 0,001 0,001

Terpenoides

(2)-p-ocimeno <0,001 < 0,001 < 0,001
B-linalol 0,002 < 0,001 0,002
B-cariofileno 0,004 < 0,001 < 0,001
a-cariofileno 0,004 < 0,001 < 0,001
a-farneseno 0,017 < 0,001 0,001
TMTT < 0,001 < 0,001 < 0,001
Aromaticos

MeSA 0,005 0,005 0,009
Indol 0,015 < 0,001 0,001

Nao identificados

Comp. 1 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Comp. 2 0,008 < 0,001 0,008
Comp. 3 0,439 0,117 0,085
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4.4 Preferéncia de odores por P. nigrispinus: Ninfas de P. nigrispinus foram capazes
de discriminar plantas isogénicas danificadas ou ndo por herbivoria (P = 0,028),
entretanto ndo foram capazes de discriminar plantas transgénicas danificadas ou nao por
herbivoria (P = 0,083). As ninfas ndo discriminaram plantas danificadas por herbivoria

da variedade transgénica e isogénica (P = 0,194) (Figura 2).
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Figura 2. Orientacdo de ninfas de Podisus nigrispinus para os odores de plantas ndo
danificadas (C) danificadas por Anticarsia gemmatalis (H) transgénicas (T) e cultivar
isogénica (1), e aos odores de plantas danificadas por herbivoria de ambas linhagens. O
asterisco mostra o nivel de significancia P < 0,05 *, n.s. média “ndo significativa”.
NUmeros a esquerda mostram o total de insetos que respondeu para cada tratamento (N).

O numero de insetos que ndo respondeu € mostrado entre parénteses.
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5. DISCUSSAO

A principal conclusdo deste trabalho é de que as plantas transgénicas e
isogénicas emitem diferentes misturas de COVs nas mesmas condi¢Oes de herbivoria.
Emissbes de COVs constitutivos ndo foram drasticamente afetadas pela modificacao
genética. Em contraste, a herbivoria por A. gemmatalis aumentou substancialmente a
emissdo de COVs emitidos por plantas transgénicas tolerantes ao glifosato em
comparag¢do com a sua cultivar isogénica. Estes resultados contrastam com o que tem
sido observado em linhagens de milho Bt, que emitem menor quantidade de compostos
organicos volateis do que as linhas ndo transgénicas (Dean e De Moraes et al. 2006;
Turlings et al. 2005). Ha duas explica¢bes possiveis para nossas descobertas. A primeira
explicacdo é de que a inducdo e emissdao de COVs pode ter sido alterada em plantas
transgénicas. De acordo com Arruda et al. (2013), as modificacGes genéticas de plantas
tolerantes ao glifosato alteram o metabolismo da planta inteira. De fato, h& evidéncias
de que o metabolismo do teor de lignina nas raizes das plantas de soja transgénica é
diferente em relacdo a cultivar isogénica (Zonetti et al. 2012). No milho, plantas Bt
emitem quantidades menores de COVs do que as linhas ndo-transgénicas, resultado ndo
sO da reducdo da alimentacdo do inseto, mas também da alteracdo de alocacdo de
carbono na planta (Dean e De Moraes et al. 2006; Turlings et al. 2005), portanto, uma
segunda explicacdo é que A. gemmatalis modificou seu comportamento alimentar na
linhagem transgénica, aumentando a duracdo do forrageamento, o que foi verificado
pelo aumento de peso nas lagartas que foram alimentadas com soja transgénica. Isto
pode ser possivel considerando que alteracBes em outros metabdlitos secundarios
derivados de fenilalanina podem ter ocorrido (Zonetti et al. 2012). Flavonoides, por
exemplo, sdo sintetizados a partir de fenilalanina (Dixon e Paiva 1995) e sdo
componentes importantes da resisténcia da soja. A rutina e genistina sdo dois dos
flavonoides presentes em varias plantas de soja que afetam negativamente o
desempenho de A. gemmatalis, quando presentes em grandes quantidades (Piubelli et al.
2005). Assim, se o teor de metabdlitos secundarios é menor na cultivar transgénica, A.
gemmatalis pode ter se beneficiado e aumentou o seu tempo de alimentagcdo sobre o
tecido da folha. Por outro lado, fagoestimulantes tais como aglcares ou aminoacidos
(Chapman 2003) podem estar presentes em quantidades mais elevadas na cultivar
transgénica. Apesar do perfil de volateis constitutivos ndo ter sido alterado em plantas
transgénicas, observou-se uma preferéncia das fémeas em ovipositar nestas plantas.

Possivelmente, compostos ndo volateis estdo envolvidos nesta escolha. Os potenciais
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papéis de outros metabolitos priméarios e secundarios merecem uma investigacdo mais
aprofundada.

Modificagbes provocadas por engenharia genética podem afetar interacdes
planta-inseto através de alteracdes na qualidade de recursos da planta, tanto por efeitos
pleotrépicos ou mutagdo de insercdo (Schuler et al. 1999). Até o momento, a maioria
dos estudos que avaliaram os efeitos da engenharia genética em interacGes planta-inseto
mediadas por COVs tém-se centrado sobre a expressdo do gene Bt. Isso se deve ao fato
de que a resisténcia ao inseto € o fato mais provavel de influenciar o comportamento de
alimentacdo e desempenho do herbivoro, e, por sua vez, afetam direta ou indiretamente
artrépodes de niveis troficos superiores (Schuler et al. 1999). Em contraste, a variante
insensivel da EPSPS confere tolerancia da planta ao herbicida, sem exercer um efeito
direto sobre o inseto. A enzima é parte da via do acido chiquimico envolvido na sintese
de compostos aromaticos essenciais em plantas superiores (Maeda e Dudareva 2012).
Os produtos desta via metabdlica sdo os aminoacidos triptofano, L-fenilalanina e
tirosina que, por sua vez, sdo precursores de muitos compostos naturais, incluindo
numerosos compostos volateis organicos. O triptofano é o precursor do indol, um
composto que se sabe ser induzido por herbivoros em algumas espécies de plantas,
incluindo o milho e soja (Turlings et al. 2005, Rostas e Eggert 2008). L-fenilalanina é o
precursor de fenilpropandides/benzénicos volateis, tais como o salicilato de metila
(MeSA). O MeSa é emitido por plantas de soja (Rostas e Eggert 2008), atua como um
infoquimico para predadores (De Boer e Dicke 2004, Zhu e Park 2005) e é um
importante sinal celular para o desenvolvimento de resisténcia sistémica adquirida
contra patdgenos (Park et al. 2007). J& o acido salicilico, que lhe d& origem, esta
envolvido na ativacdo de defesa direta e indireta em patdgenos e insetos sugadores
(Walling 2000), bem como na inducdo de compostos volateis que atraem parasitoides
(van Poecke e Dicke 2002). Muitos benzenoides sdo 0s principais componentes da
mistura de COVs emitidos por flores e atraem polinizadores (Raguso 2004).

Os resultados do bioensaio mostraram que ninfas de P. nigrispinus preferiram os
odores de plantas danificadas por herbivoria aos odores de plantas ndo danificadas da
cultivar isogénica. No entanto, elas ndo sdo capazes de discriminar entre as plantas
transgénicas danificadas por herbivoria e ndo danificadas. Uma vez que as plantas
transgénicas emitiram maiores quantidades de substancias volateis, que podem ajudar 0s
insetos a discriminar mais rapido entre as plantas, poderia se esperar que estas plantas

fossem mais atrativas. No entanto, inimigos naturais nem sempre se orientam em
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direcdo a plantas que emitem grandes quantidades de produtos volateis (Fritzsche-
Hoballah et al. 2002). Na planta de milho Bt a diminuicdo na emissdao de COVs por
plantas transgénicas ndo afetou 0 comportamento de forrageamento de inimigos naturais
(Turlings et al. 2005). Com base nas medicGes de COVs induzidos por herbivoros, foi
evidente que as emissdes de compostos terpenoides induzidos (particularmente, (Z) -3-
hexen-1-ol, (Z)-3-hexenil-2-metilbutirato e (Z)-jasmona) foram maiores nas plantas
transgénicas do que nas plantas nao transgénicas. A razdo entre alguns compostos ativos
(Bruce et al. 2005, Bruce et al. 2010) pode ser importante na indugdo de resposta de
insetos e as razOes alteradas na mistura emitida pelas plantas transgénicas podem ter
alterado a percepc¢do de P. nigrispinus. Um estudo para avaliar a resposta das antenas
para compostos individuais confirmou que P. nigrispinus explora volateis de planta para
localizar suas presas, mas a resposta para misturas especificas ndo foi estudada
(Sant'ana e Dickens 1998). Por outro lado, P. nigrispinus, é um inseto generalista que se
alimenta de uma vasta gama de presas em varias culturas (Torres et al. 2006).
Predadores generalistas sdo conhecidos por responder de forma diferente a compostos
volateis em funcdo de experiéncias anteriores com a presa (Drukker et al. 2000).
Recentemente demonstrou-se que as respostas dos predadores generalistas para
diferentes geno6tipos de plantas podem ser moduladas ap6s a aprendizagem associativa
(Glinwood et al. 2011). Como insetos generalistas, 0 seu tempo de busca e as respostas
podem se beneficiar da aprendizagem associativa. Assim, esses resultados podem
refletir a falta de experiéncia de P. nigrispinus. Estudos futuros utilizando carnivoros
mais especializados ou outros herbivoros como insetos modelo podem ser Uteis para
compreender melhor se nossas concluses sobre COVs induzidos por herbivoros pode

afetar o forrageamento de inimigos naturais ou pode apoiar 0s nossos resultados.
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CAPITULO 2
MUDANCA NO PERFIL DE VOLATEIS EMITIDOS POR SOJA
TRANSGENICA TOLERANTE AO GLIFOSATO APOS A HERBIVORIA
INFLUENCIA O COMPORTAMENTO DE Meteorus rubens (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE)
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MUDANCA NO PERFIL DE VOLATEIS EMITIDOS POR SOJA
TRANSGENICA TOLERANTE AO GLIFOSATO APOS A HERBIVORIA
INFLUENCIA O COMPORTAMENTO DE Meteorus rubens (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE)

Resumo: Os avanc¢os na biologia molecular tém permitido a manipulagcdo genética de
plantas, visando a introducdo de genes que expressem caracteristicas desejaveis. A soja
transgénica (RR) expressa uma variante da enzima EPSPS que esta envolvida na via do
acido chiquimico, que é a via metabdlica da sintese de trés aminoacidos aromaticos:
fenilalanina, tirosina e triptofano. A inser¢do da enzima variante CP4 EPSPS permite
que plantas expressem resisténcia ao herbicida glifosato. Durante o processo de
engenharia genetica efeitos indiretos podem ocorrer. No presente estudo, compostos
organicos volateis (COVs) emitidos constitutivamente e ap6s a herbivoria de
Chrysodeixis includens foram quantificados em soja transgénica e sua linhagem
isogénica. COVs induzidos por herbivoria sdo importantes para o recrutamento de
inimigos naturais, portanto, possiveis mudancas nos volateis podem alterar o
comportamento de forrageamento do endoparasitoide larval generalista Meteorus
rubens. Adicionalmente, avaliamos o desempenho de larvas de C. includens em ambas
as linhagens. Depois da herbivoria, varios COVs foram induzidos em ambas as
variedades. Entretanto, grandes quantidades de volateis foram emitidos por plantas
transgénicas. Meteorus rubens foi capaz de discriminar entre os odores de plantas
danificadas ou ndo pela herbivoria de C. includens, mas preferiram os odores emitidos
por plantas transgénicas danificadas pela herbivoria em comparacdo com a isogénica
também danificada. Nao foi observada diferenca no peso final de lagartas alimentadas
com folhas de soja transgénica ou isogénica. Nossos resultados sugerem que as
interacdes tritroficas mediadas por COVs ndo sédo afetadas por plantas RR, no sistema

modelo testado.

Palavras-chave:lagarta falsa medideira; herbivoria; parasitoides; via do acido

chiquimico; volateis induzidos.
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MUDANCA NO PERFIL DE VOLATEIS EMITIDOS POR SOJA
TRANSGENICA TOLERANTE AO GLIFOSATO APOS A HERBIVORIA
NFLUENCIA O COMPORTAMENTO DE Meteorus rubens (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE)

Abstract: Advances in molecular biology and biotechnolgy have allowed genetic
manipulation of plants aiming at introducing genes that express desirable
characteristics. Transgenic soybean (RR) expresses a variant of the enzyme EPSPS
involved in the shikimic acid pathway, which is the metabolic route of the synthesis of
three aromatic aminoacids: phenylalanine, tyrosine and tryptophane. The insertion of
the variant enzyme CP4 EPSPS allows plants to express insensitivy to the herbicide
glyphosate. During the process of genetic engineering unintened effects are likely to
occur. In the present study we quantified volatile organic compounds (VOCs) emitted
by constitutitive and induced upon herbivory by Chrysodeixis includens in a transgenic
line and its isoline. Since herbivory-induced VOCs are knwon to play an important role
in the recruitment of natural enemies, we assessed whether possible changes alters the
foraging behavior of the generalist endoparasitic larval parasitoid Meteorus rubens. To
support our conclusions we additionally assessed the effect of plant quality on the
weight gain of C. includens. Upon herbivory, several VOCs were induced in both the
conventional and the transgenic line. However larger quantities of a few volatiles were
found emitted by transgenic plants. M. rubens was able to discriminate between the
odors of undamaged and C. includens-damaged plants in both of the lines, but preferred
the odors of the herbivore-damaged plants emitted of the transgenic line over those
emitted by the conventional line. No differences were observed in the weight gain of C.
includens. Our results suggest that VOC-mediated tritrophic interactions are not

affected in the presence of RR-plants, at least in the model system selected.

Key words: Soybean Looper; herbivory; parasitoids; shikimic acid pathway; induced

volatiles
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1. INTRODUCAO

Durante o processo de co-evolugdo, plantas desenvolveram a capacidade de
reconhecer sinais de danos celulares para ativar respostas a herbivoria (Hare 2011).
Essas respostas incluem estruturas morfoldgicas especializadas, como tricomas, bem
como compostos quimicos que influenciam diretamente a colonizagdo, o
estabelecimento e o desempenho dos herbivoros (Karban e Baldwin 1997, Chen et al.
2008, Mithofer e Boland 2012). Além disso, as plantas podem se defender
indiretamente através do recrutamento de inimigos naturais dos herbivoros que a atacam
(Arimura 2009). Além de néctar extrafloral (para revisao ver Turlings e Wéckers 2004),
defesas indiretas incluem a emissdo de COVs induzidos por herbivoros. COVs
induzidos por herbivoros compreendem uma matriz de compostos a partir de diferentes
vias biossintéticas, alguns dos quais podem ser sintetizados de novo mediante a
herbivoria (Dudareva et al. 2006 para uma revisdo). Estes compostos tém sido
extensivamente estudados durante as duas ultimas décadas, desde o nivel molecular até
o desenvolvimento de novas estratégias de manejo de pragas, ao explorar como este
mecanismo ecologico oferece a possibilidade de melhorar o controle bioldgico (Turlings
e Ton 2006, Kaplan 2012).

Os avancos na biologia molecular tém permitido a manipulacdo genética de plantas,
visando a introducdo de genes que expressem caracteristicas desejaveis. O advento da
soja transgénica RR, tolerante ao herbicida Roundup Ready® (glifosato), revolucionou o
mercado mundial de soja, sendo autorizado seu cultivo no Brasil em 2005. A Soja RR
expressa uma variante da EPSPS, permitindo que as plantas sejam insensiveis ao
herbicida. Esta enzima esta envolvida na via do &cido chiquimico, que é a via
metabolica da sintese de trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano.
Além do seu papel na sintese de proteinas de grande importancia para o
desenvolvimento da planta (Hermann et al. 1999), também desempenham um papel
importante na sintese de metabdlitos secundarios envolvidos na defesa de plantas
(Buchanan et al. 2000).

Estudos recentes tém demonstrado que a modificagdo genética para toleréncia ao
glifosato tem consequéncias no metabolismo da planta, alterando a expressdo de
proteinas em sementes (Garcia-Villalba et al. 2008; Brandao et al. 2010) e alterando o
acumulo de lignina em raizes (Zonetti et al. 2012). De acordo com Arruda et al. (2013)
a propria modificacdo genética contribui com alteragbes em uma variedade de

caracteristicas nas plantas de soja em forma de cascata. Chen et al. (2008) né&o
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encontraram variagéo significante ao estudar a expressdo génica em folhas de soja de
linhas convencionais e transgénicas, apesar de relatarem algumas diferencas,
possivelmente, como um efeito ndo intencional da transformacdo genética. Com base
nisso, nao s6 o metabolismo primario mas também o metabolismo secundario pode ser
modificado.

O comportamento e o desempenho de herbivoros e, indiretamente, de inimigos
naturais, dependem do metabolismo primario e secundério, portanto, qualquer variacao
nas caracteristicas fisicas e quimicas da planta pode afetar as interacfes planta-inseto.
No caso de plantas transgénicas, as variagdes nas emissdes de COVs induzidos por
herbivoros também tém sido relatadas em plantas Bt, como resultado da alteracdo na
alocacdo de carbono e também a modificacdo na alimentacdo dos insetos (Turlings et al.
2005). Até o momento nenhum estudo abordou se a transformacao genética de plantas
de soja para expressar tolerancia ao glifosato pode alterar a emisséo de COVs induzidos
por herbivoros. No presente estudo foi avaliado se a transformacdo genética de plantas
de soja resulta em alteracdo nas emissdes de COVs e se essas alteracdes podem afetar o
comportamento dos niveis troficos superiores. Como sistema modelo foi utilizado uma
linhagem transgénica de soja e sua isogénica, o herbivoro Chrysodeixis includens
Walker, 1857 (Lepidoptera: Noctuidae) e o parasitoide Meteorus rubens (Nees, 1811)
(Hymenoptera: Braconidae). Chrysodeixis includens, considerada uma praga secundaria
da cultura da soja no Brasil até 2003, teve seu status de praga alterado e se tornou uma
das principais pragas nessa cultura, causado mais provavelmente pela perda de inimigos
naturais, devido ao grande numero de pulverizagbes de produtos quimicos e a
concentracdo de recursos em grandes areas (monocultura) (Bueno et al. 2007). Meteorus
rubens é um endoparasitoide gregario cosmopolita que pode se desenvolver em vérias
espécies de noctuideos. Apesar do baixo numero de estudos que abordam aspectos
bioldgicos e comportamentais desta espécie na regido Neotropical, este parasitoide é
comumente encontrado parasitando C. includens em campos de soja, portanto, estudos
que visem as interagcOes entre estes organismos se tornam relevantes. Adicionalmente,

avaliamos o desempenho de larvas de C. includens em ambas as linhagens.
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2.0BJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar se a inser¢do do gene de tolerancia ao glifosato em soja influencia na
emissdo de COVs induzidos pela herbivoria de_Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae) e na atratividade do parasitoide de lagartas Meteorus rubens (Hymenoptera:

Braconidae).

2.2 Objetivos especificos
e Coletar e analisar os volateis emitidos por soja CD 202 (isogénica) e CD 202 RR
(transgénica) constitutivamente e apds a herbivoria de Chrysodeixis includens;
e Avaliar 0 ganho de peso de C. includens nas linhagens de soja CD 202 e CD 202
RR;
e Avaliar a preferéncia de M. rubens aos odores de soja tolerante ao glifosato e sua
cultivar isogénica danificadas ou ndo pela herbivoria de C. includens.

3.MATERIAL E METODOS

3.1 Plantas de soja: Sementes de soja (Glycine max) das linhagens CD 202 e CD
202 RR foram cedidas pela COODETEC (Cascavel, Parana, Brasil). As sementes
foram colocadas em caixas de plastico do tipo gerbox contendo papel filtro umedecido
com 4gua destilada e permaneceram no escuro a 25°C até a germinagdo. Depois foram
semeadas individualmente em bandejas de plastico (parte superior: 6x6 cm;
profundidade: 4,5 x 4,5 cm; altura: 5,5 cm) contendo substrato comercial (Vida Verde,
S&o Paulo, Brasil). As plantas se desenvolveram em iluminagdo artificial, no regime
de luz 14:10 (L:E) até atingir o estagio V3 (Fehr et al. 1971), aproximadamente cinco

semanas apos a semeadura e foram regadas quando necessario.

3.2 Criagao de C. includens: Ovos de C. includens provenientes da criagdo massal
da empresa BUG foram mantidos em potes de plastico contendo dieta a base de feijao
(Parra 2001) para o desenvolvimento das lagartas. As lagartas foram criadas em
condicbes controladas de temperatura (25+1 °C) e fotoperiodo (14:10 L:E) até a
pupacdo em vermiculita. Os adultos foram mantidos em tubos de PVC forrados com

papel para oviposicdo e foram alimentados diariamente com uma solucdo a base de
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mel (mel, acido sorbico, metil parabeno, aclcar e agua destilada) misturada com
cerveja (3:1 v/v), conforme utilizado em criagdo massal de A. gemmatalis (Hoffman-

Campo 1985). Os ovos foram coletados a cada 2 dias, reiniciando o ciclo de criacéo.

3.3 Manutencdo de M. rubens em laboratorio: Lagartas de C. includens coletadas
na fazenda experimental “Gralha Azul” da PUCPR (Fazenda Rio Grande, Parani,
Brasil) foram mantidas em dieta artificial até a eclosdo dos parasitoides. A
identificacdo da espécie foi realizada por Dr. Eduardo Shimbori (Universidade Federal
de Sdo Carlos) e Dr. Helmuth Aguirre (Universidade de Wyoming, Laramie). Os
adultos foram alimentados com solucdo a base de mel 10% até a sua utilizagdo nos

bioensaios.

3.4 Ganho de peso de C. includens alimentadas com soja transgénica ou
isogénica: Lagartas de C. includens de 24 horas de idade foram pesadas em balanga
analitica e individualizadas em copos plasticos com tampa. Durante sete dias foram
oferecidas folhas da cultivar CD 202 (N= 22) ou CD 202 RR (N= 22) para
alimentacdo. Apds este periodo as lagartas foram novamente pesadas e seu peso ou o

namero de lagartas mortas foi anotado em planilha.

3.5 Coleta e analise de volateis: COVs foram coletados de plantas controle e
plantas danificadas por herbivoria, de ambas as linhagens, CD202 e CD202 RR. A
inducdo de volateis foi realizada pela infestacdo de cada planta com 10 larvas de 3°
instar por 24 horas. As larvas foram removidas antes do inicio das coletas. As plantas
foram retiradas das bandejas plasticas e o substrato foi envolvido por papel aluminio
para reduzir a emissé@o de volateis de outras partes da planta e do solo. Quatro plantas,
uma de cada tratamento, foram simultaneamente colocadas dentro de camaras de vidro
de 1 L conectadas em uma entrada de ar. Um fluxo de ar umidificado e filtrado de
4L/min foi canalizado através de um tubo de vidro e dividido por quatro, resultando
em um fluxo de ar de 1 L/min para cada camara. Os COVs foram coletados em uma
coluna de vidro contendo 20 mg de polimero adsorvente HayeSep® Q 80-100 por um
periodo de 24 horas. Depois da coleta, a parte acima do solo das plantas foi cortada e
secada em estufa por 48 horas a 60°C para quantificar o peso seco (PS), medida
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utilizada posteriormente na quantificacdo dos volateis. Os volateis coletados foram
eluidos com 300 pL de hexano tipo HPLC bidestilado, e 10 pL de tetradecano (50
ppm) foi adicionado como padrdo interno (PI). As amostras foram concentradas até
100 pL e 1pL do extrato final foi injetado automaticamente no modo splitless
(temperatura do injetor de 250°C) e analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS, Shimadzu QP 2010 Plus) equipado com uma
coluna RTX-5 (30 mx0,25 mm i.d., 0,25 mm film thickness; Restek, Bellefonte, PA,
USA). O gas Helio foi utilizado como carreador na coluna com pressao de 170 kPa. A
quantificacdo individual dos compostos foi realizada com base na area do pico do
padrdo interno. As emissdes foram expressas em ng g PS™? 24 ht. Os compostos foram
identificados por comparacéao de espectro de massas com a biblioteca NIST 27 e NIST
147 e por comparacdo com o Indice de Kovats (IK) calculado com o reportado na
literatura. Em adicédo, os tempos de retencéo e espectros de massa dos compostos (Z)-
3-hexen-1-ol, (Z)-3-acetato de hexenila, octanal, 1-octen-3-ol, (Z)-B-ocimeno, B-
linalol, decanal, salicilato de metila, indol, (Z)-jasmona, B-cariofileno e a-farneseno
foram comparados aos de compostos sintéticos comerciais. Um total de 10 repeticdes

de todos os tratamentos foram coletadas e analisadas.

3.6 Preferéncia de odores por M. rubens:a resposta foi avaliada com um bioensaio
de dupla escolha utilizando um olfatdmetro em Y (& = 2 cm; brago principal = 18 cm;
bracos menores = 13 cm). Um fluxo de ar de 1,2 L/min umidificado e filtrado foi
igualmente dividido em duas partes, contendo as fontes de odor. Assim, cada brago do
olfatdmetro recebeu um fluxo de ar de 0,5 L / min. Cada fonte de odor consistiu de um
pedaco de papel filtro (1 cm x 1cm) contendo 20 ul de extrato de planta de soja em
estagio V3 controle ou induzida por C. includens, tal como descrito acima. Fémeas
acasaladas (com idade entre 3-4 dias), foram colocadas individualmente no inicio do
braco principal para que escolhessem entre as fontes de odor. Considerou-se que um
inseto tinha respondido quando passou do ponto medio de um dos bragos e 1a
permaneceu por pelo menos cinco segundos. Quando ndo houve uma escolha por um
dos bracos durante um periodo de 10 minutos, foi considerado como nao resposta, e
estes insetos foram excluidos da analise dos dados. A cada observacgéo, o papel filtro
foi trocado e o olfatbmetro foi girado 180°. Os experimentos foram conduzidos entre
9:00-17:00 horas a 25 °C. Os tratamentos testados foram: a) extrato de plantas controle

vs. extrato plantas induzidas por herbivoria (isogénica); b) extrato de plantas controle
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vs. plantas induzidas por herbivoria (transgénica); 3) extrato de plantas induzidas por

herbivoria isogénica vs. plantas induzidas por herbivoria transgénica.

3.7 Anadlise estatistica: O desempenho de C. includens em soja foi analisado através
da realizagdo de um teste t para comparar as médias entre o ganho de peso (peso final -
peso inicial) das larvas que se alimentaram de folhas de soja transgénica e isogénica.
Os COVs individuais foram transformados em log (X + 1) e submetidos a uma Analise
de Componentes Principais (PCA). As analises de variancia (ANOVA) seguido de um
teste de contraste de médias foram entéo realizadas para esses PCs que explicavam a
principal variacdo percentual. A preferéncia de M. rubens aos volateis de soja foi
analisada através da realizagdo de um testey2. As analises foram realizadas no
Ambiente "R" (R Development Core Team, 2006), exceto para a analise de
desempenho de larvas que foi realizada em SPSS 21.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA).

4. RESULTADOS

4.1 Ganho de peso de C. includens em soja transgénica e isogénica: ndo houve
diferenca significativa no ganho de peso entre lagartas alimentadas com folhas de soja
isogénica (Média + EPM 8,59 mg + 1,20) ou transgénica (Média + EPM 11,36 mg +
1,80) no periodo de sete dias (P > 0,05).

4.2 Emissdo de volateis: os resultados da emissdo de compostos organicos volateis
emitidos pelas linhagens de soja CD 202 e CD 202 RR danificadas ou ndo pela
herbivoria de C. includens estdo apresentados na Tabela 1. A herbivoria induziu os
compostos ndo identificados 1 e 2, (Z)-3-Hexenil-2-metilbutirato e (Z) jasmona nas
plantas isogénicas e (Z)-3-Hexen-1-ol, 3-octanone, B- linalol, trés compostos ndo
identificados (1-3), (Z)-3-Hexenil-2-metilbutirato, (Z) jasmona, B-cariofileno, o-
cariofileno e TMTT nas plantas transgénicas. O PC1 explicou 85,42 % da variacéo
(Figura 2). Houve diferencas significativas entre os tratamentos (ANOVA F = 4,76;
P=0,007). A emissdao de COVs induzidos pela herbivoria de C. includens em plantas
transgénicas diferiu dos demais tratamentos (P< 0,05) principalmente por causa da

variagdo dos compostos a- farneseno, indol, B- ocimeno e (Z)-3-Hexen-1-ol.
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Tabela 1: Emissdes de compostos organicos volateis individuais (ng/g ps™ 24h) por plantas de soja transgénicas e isogénicas controle e danificadas pela
herbivoria de Chrysodeixis includens (média + E.P.M)

Compostos RT K.(c) Plantas controle Plantas danificadas por C.includens
Isogénica (IC) Transgénica (TC) Isogénica (CH) Transgénica (TH)

(2)-3-Hexen-1-ol 5.581 851 0,04 +0,03 nd 142 +0,53 2,43 +0,77
1-octen-3-ol 8.155 978 0,15 0,10 0,01 0,23 *0,06 0,55 =£0,18
3-octanona 8.293 985 nd nd 0,00 0,04 0,02
octanal 8.668 1003 0,12 +0,03 0,09 +0,02 0,11 0,02 0,14 0,03
(2)-3-acetato de

hexenila 8.757 1007 0,14 0,09 0,05 +0,02 0551 %0,16 0,76 =0,20
(2) B- ocimeno 9.680 1051 0,10 +0,04 0,03 +0,01 151 +047 3,80 +124
B- linalol 10.796 1100 0,01 nd 0,24 0,07 0,61 +0,14
nonanal 10.877 1106 0,56 *0,12 0,38 +0,07 0,45 *0,06 0,73 0,12
N&o identificado 1 11.711 1144 nd nd 0,37 +0,13 0,90 +0,39
N&o identificado 2 12.608 1235 nd nd 0,57 +0,29 0,88 +0,30
MeSa 12.878 1201 0,14 +0,05 0,04 +0,02 0,26 +0,11 0,31 0,06
Decanal 13.007 1206 0,62 +0,15 045 0,11 0,55 +0,09 0,97 0,17
(2)-3Hexenil-2-

metilbutirato 13.549 1234 nd nd 0,55 0,18 1,11 =041

indol 14905 1304 0,12 +0,05 0,01 426 +1,32 8,08 +2,01




Plantas controle

Plantas danificadas por C. includens

Composto TR K Isogénica (IC) Transgénica (TC) Isogénica (IH) Transgénica (TH)
© N=8 N=6 N=8 N=8

Comp. 3 16.344 1380 0,03 £0,01 nd 0,09 £0,07 0,04 £0,01
(2) jasmona  16.846 1406 nd nd 0,05 +0,02 0,17 +0,08
(- cariofileno 17.306 1433 0,06 +0,02 nd 0,06 +£0,02 0,17 £0,04
o- cariofileno 17.921 1454 0,01 0,00 nd 0,01 +£0,01 0,05 £0,01
a- farneseno  18.731 1515 4,39 £2,07 2,34 £1,02 15,44 +4,68 30,97 +8,50
TMTT 19.928 1584 0,02 nd 0,07 £0,02 0,18 £0,04

E.P.M. = Erro padréo da média

T.R = Tempo de retencao

I.K. (c) = Indice de Kovats calculado

nd= ndo detectado
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Figura 1. Cromatograma tipico de cultivar isogénica (A) e transgénica controle (C), isogénica danificada (B) e soja transgénica tolerante ao
glifosato (D) sujeita a alimentagéo de C. includens. Os principais compostos induzidos por herbivoria séo: 1) (Z) 3-hexen-1-ol; 2) (Z)-3-acetato

de hexenila; 3) (Z)-p-ocimeno; 4) composto ndo-identificado 2; 5) indol; 6) a-farneseno. * contaminante.
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PC1

Figura 2. Scores das plantas individuais de soja isogénica controle (®), isogénica danificada (x), transgénica controle (¢) e danificada por C.
includens (+), e compostos organicos volateis (COVs) emitidos projetados no primeiro (PC1) e segundo componente principal (PC2). Os vetores
sdo os loadings (pesos) de cada composto (hnumerados) e o comprimento representa a magnitude relativa de sua importancia nos diferentes
tratamentos. COVs 1) (Z)-3-Hexen-1-ol, 2) 1-octen-3-ol, 3) 3-octanona, 4) Octanal, 5) (Z)-3-acetato de hexenila, 6) (Z)-pB-ocimeno, 7) B -linalol,
8) Nonanal, 9) Composto nédo identificado 1, 10) Composto néo identificado 2, 11) MeSa, 12) Decanal, 13) (Z)-3hexenil-2-metilbutirato, 14)
Indol, Composto néo identificado 3, 16) (Z)-Jasmona, 17) B- cariofileno, 18) a- cariofileno, 19) a-Farneseno, 20) TMTT.
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4.3 Preferéncia de M. rubens aos volateis de soja: Fémeas acasaladas de M. rubens
discriminaram entre os volateis emitidos por plantas controle e plantas danificadas por
C. includens, preferindo os volateis induzidos apos a herbivoria na isogénica (32 = 9; P
= 0,003) e transgénica (y2= 12,1; P < 0,001). Quando foram comparados volateis
induzidos pelas duas variedades, M. rubens mostrou uma preferéncia significativa pelos

odores induzidos nas plantas transgénicas (y°>= 10,53; P = 0,001) (Figura 3).
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Figura 3.Preferéncia de fémeas acasaladas de Meteorus rubens para os odores de plantas ndo danificadas (C) danificadas por Chrysodeixis
includens (H) transgénicas (T) e cultivar isogénica (1), e aos odores de plantas danificadas por herbivoria de ambas linhagens. O asterisco mostra
o nivel de significancia P < 0.05 **, P < 0.01 *** Numeros a direita mostram o total de insetos que responderam para cada tratamento (N). O

namero de insetos que ndo responderam esta entre parénteses.
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5. DISCUSSAO

Sob condigdes controladas de luz e temperatura, as emissées de COVs induzidos pela
herbivoria de C. includens sdo aumentadas em plantas transgénicas que expressam
tolerancia ao glifosato em comparacdo com a isogénica. Os métodos convencionais de
melhoramento de plantas podem resultar na variagdo de COVs induzidos por herbivoros
entre genotipos dentro de uma espécie vegetal (Degen et al. 2004, Kappers et al. 2011,
Kariyat et al. 2012). Isto é também verdade para a transformacédo genética de plantas que
expressam a proteina de Bacillus thuringensis ou resisténcia ao patdgeno Venturia
inaequalis (Turlings et al. 2005, Dean et al. 2006, Vogler et al. 2010). Alteragdes
quantitativas na emissdao de COVs podem alterar 0 comportamento alimentar de
herbivoros (Dean et al. 2006) assim como o aumento da alimentacdo pode resultar em
maiores emissdes de COVs (Girling et al. 2011). No caso de plantas transgénicas,
provavelmente ocorrem mudancas na alocagédo de carbono (Turlings et al. 2005, Zonetti
et al. 2012). Embora a quantificacdo de tecido vegetal consumido por C. includens néo
tenha sido realizada, ndo foi encontrada qualquer evidéncia de ganho ou perda de peso de
larvas mediante a alimentacdo com folhas de soja transgénica em compara¢do com a
isogénica. Isto sugere que a preferéncia de alimentagéo de larvas ndo foi alterada, e por
consequéncia, os resultados aqui relatados se devem as diferencas no modo como plantas
transgénicas e convencionais respondem aos herbivoros, pelo menos a C. includens. Os
mecanismos por tras dessa resposta permanecem desconhecidos e merecem uma
investigacdo mais aprofundada.

COVs induzidos por herbivoros séo sinais confidveis para parasitoides (Hare 2011,
Clavijo McCormick et al. 2012) e estes inimigos naturais podem conseguir identificar
a variacdo genética natural em misturas de volateis emitidos. Os resultados dos
bioensaios mostraram que M. rubens é capaz de discriminar entre COVs emitidos
constitutivamente e induzidos por C. includens em ambas as linhagens. A herbivoria,
tanto nas plantas transgénicas como isogénicas, resultou em mudancas qualitativas e
guantitativas na mistura de COVs induzidos. Possivelmente o aumento em compostos
individuais ou alteracbes nas proporcbes de COVs sdo responsdveis pela
discriminacdo (Bruce et al. 2005). No entanto, ao testar M. rubens para discriminar
entre os COVs induzidos por herbivoros emitidos por plantas transgénicas e 0s que sao
emitidos pelas isogénicas, houve uma preferéncia clara das vespas para os odores da
linha transgénica. InteragOes planta-inseto mediada por COVs sdo complexas, e a

preferéncia de inimigos naturais para gendtipos particulares dentro uma espécie de
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planta pode ocorrer devido a um aumento na emissdo de alguns compostos. Sabe-se
que os inimigos naturais podem responder de forma diferente a COVs induzidos,
dependendo da quantidade de compostos individuais ou o total emitido pela planta
(Horiuchi et al. 2003, Girling et al. 2011, Shiojiri et al. 2012). Por exemplo, os acaros
predadores Phytoseiulus persimis sdo mais atraidos para os odores emitidos por
plantas de pepino infestadas com sua presa Tetranychus urticae a partir de castas que
emitem grandes quantidades de (Z) B-ocimeno, TMTT e outros dois compostos ainda
ndo identificados (Kappers et al. 2011). Em nosso estudo, houve diferencga no perfil de
volateis emitidos por plantas transgénicas quando comparados com os diferentes
grupos. E evidente que estas plantas emitiram maiores quantidades de a-farneseno,
indol, B-ocimeno e (Z)-3-hexen-1-ol. Por consequéncia, 0s nossos resultados sugerem
que as alteracbes nas concentracGes destes compostos podem ter modificado a
preferéncia das vespas. Sendo este o primeiro estudo que avalia a resposta
comportamental do parasitoide neotropical M. rubens para volateis de planta, portanto,
nada se sabe sobre sua resposta inata ou a sua capacidade para a aprendizagem
associativa. Aprendizagem associativa € um processo importante no comportamento
de forrageamento de parasitoides e sua capacidade de aprender lhes permite distinguir
entre volateis especificos, aumentando o seu sucesso de forrageamento (De Jong e
Kaiser 1991). Parasitoides especialistas dependem fortemente de estimulos derivados
do hospedeiro que provocam respostas invariaveis, e, portanto, sdo provavelmente
influenciados pelo aprendizado associativo (Clavijo McCormick et al. 2012). Em
contraste, parasitoides generalistas, como M. rubens, tém de lidar com misturas de
COVs variaveis, pouco influenciados pela aprendizagem associativa (Ngumbi et al.
2012).

De um ponto de vista ecoldgico, nossos resultados sugerem que o comportamento
alimentar de um herbivoro e interagOes tritroficas mediada por COVs ndo sao
perturbados pela modificagdo de plantas que expressam tolerancia ao glifosato no
sistema modelo estudado. Com base nisso, embora ndo tenha sido extensivamente
testado, pode-se prever que ndo haveria um efeito direto sobre o desempenho dos
parasitoides. Do ponto de vista agricola, nossos resultados sugerem que M. rubens
teria mais facilidade de encontrar o hospedeiro em campos de soja transgénica sobre
0s campos de soja convencional, o que € interessante uma vez que campos de soja
transgénicas e convencionais podem ser encontrados em areas de cultivo no Sul do

Brasil. No entanto, uma vez que a expressdo geneética dentro e entre as linhas
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convencionais e transgénicas podem existir (Chen et al. 2008) mais estudos precisam
ser conduzidos com outras linhas para compreender se esses resultados podem ser

generalizados.

6. REFERENCIAS

Arimura G, Matsui K, Takabayashi J (2009) Chemical and molecular ecology of
herbivore-induced plant volatiles: proximate factors and their ultimate functions. Plant
Cell Physiol. 50: 911-923

Arruda MAZ, Azevedo RA, Barbosa HS, Mataveli LRV, Oliveira SR, Arruda SCC,
Gratdo PL (2013) Comparative Studies Involving Transgenic and Non-Transgenic
Soybean: What is Going On? In Board J (ed) A Comprehensive Survey of International
Soybean Research - Genetics, Physiology, Agronomyand Nitrogen Relationships.
Intech press. Crodcia. pp. 583-613 http://dx.doi.org/10.5772/52212

Branddo AR, Barbosa HS, Arruda MAZ (2010) Image analysis of two-dimensional gel
electrophoresis for comparative proteomics of transgenic and non-transgenic soybean
seeds. J Proteomics 73(8): 1433-1440

Bruce TJ, Wadhams LJ, Woodcock CM (2005) Insect host location: a volatile situation.
Trends Plant Sci. 10: 269-274

Buchanan BB, Gruissem W, Jones RL (2000) Biochemistry and Molecular Biology of
Plants. American Society of Plant Physiologists, Rockville, Maryland

Bueno RCOF, Parra JRP, Bueno AF, Moscardi F, Oliveira JRG, Camillo MF (2007)
Sem barreira. Rev Cultivar 93: 12-15

Campo CBH, Oliveira EB, Moscardi F (1985) Criagdo massal de lagarta da soja
(Anticarsia gemmatalis). Embrapa CNPSo 23p

Chen Y, Schmelz EA, Wackers F, Ruberson JR (2008) Cotton plant, Gossypium
hirsutum L., defense in response to nitrogen fertilization. J Chem Ecol 34:1553-1564
doi:10.1007/s10886-008-9560-x

66


http://dx.doi.org/10.5772/52212

Clavijo McCormick AL, Unsicker S Gershenzon J (2012) The specificity of herbivore-
induced plant volatiles in attracting herbivore enemies. Trends Plant Sci., 17(5), 303-
310. doi:10.1016/j.tplants.2012.03.012.

Dean JM, De Moraes CM (2006) Effects of genetic modification on herbivore-induced
volatiles from maize. J Chem Ecol 32: 713-724

Degen T, Dillmann C, Marion-Poll F, Turlings TCJ (2004) High genetic variability of
herbivore-induced volatile emission within a broad range of maize inbred lines. Plant
Physiol 135: 1928-1938

De Jong R, Kaiser L (1991) Odor learning by leptopilina boulardi a specialist parasitoid
hymenoptera eucoilidae. J Insec Behav (4) 743-750

Dudareva N, Negre F, Nagegowda DA, Orlova | (2006) Plant Volatiles: Recent
Advances and Future Perspectives. Crit. Rev. Plant Sci. 25:417-440.

Fehr W, Caviness C, Burmood DT, Pennington JS (1971) Stage of development
descriptions for soybeans, Glycine max (L.) Merrill. Crop Sci 11: 929-931

Garcia-Villalba R, Leon C, Dinelli G, Segura-Carretero A, Fernandez-Gutierrez A,
Garcia-Canas V (2008). Comparative metabolomic study of transgenic versus
conventional soybean using capillary electrophoresis-time-of-flight mass spectrometry.
J Chromatogr A, 1195(1-2): 164-173

Girling RD, Stewart-Jones A, Dherbecourt J, Staley JT, Wright DJ, Poppy GM (2011)
Parasitoids select plants more heavily infested with their caterpillar hosts: a new
approach to aid interpretation of plant headspace volatiles. Proc. R. Soc. B. 278, 2646—
2653.

Hare JD (2011) Ecological role of volatiles produced by plants in response to damage

by herbivorous insects. Annu Rev Entomol 56: 161-180

67



Hermann KM, Weaver LM (1999) The shikimate pathway. Annu Rev Plant Physiol
Plant Mol Biol 50: 473-503

Horiuchi JI, Arimura GI, Ozawa R (2003) A comparison of the responses of
Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) and Phytoseiulus persimilis (Acari:
Phytoseiidae) to volatiles emitted from lima bean leaves with different levels of damage
made by T. urticae or Spodoptera exigua (Lepidoptera). Appl Entomol and Zool 38:
109-116.

Kaplan I (2012) Trophic complexity and the adaptive value of damage-induced plant
volatiles. PLOS Biol 10(11): €1001437

Kappers IF, Aharoni A, van Herpen TWJM, Luckerhoff LLP, Dicke M, Bouwmeester
HJ (2005) Genetic engineering of terpenoid metabolism attracts bodyguards to
Arabidopsis. Science 309: 2070-2072

Kappers IF, Hoogerbrugge H, Bouwmeester HJ, Dicke M (2011) Variation in
herbivory-induced volatiles among cucumber (Cucumis sativus L.) varieties has
consequences for the attraction of carnivorous natural enemies. J Chem Ecol 37: 150—
160

Karban R, Baldwin IT (1997) Induced Responses to Herbivory. University of Chicago

Press, Chicago.

Kariyat R R , Mauck K, De Moraes CM, Stephenson AG, Mescher MC (2012)
Inbreeding alters volatile signaling phenotypes and influences tritrophic interactions in
horsenettle (Solanum carolinense L.) Ecol Lett 15: 301-309

Ngumbi E, Jordan M, Fadamiro H (2012). Comparison of associative learning of host-
related plant volatiles in two parasitoids with different degrees of host specificity,
Cotesia marginiventris and Microplitis croceipes. Chemoecol 22 (4): 207-215

Mithofer A, Boland W (2012) Plant defense against herbivores: chemical aspects.
Annu. Rev. Plant Biol. 63: 431-450

68



Parra JRP (2001) Técnicas de Criacdo de Insetos para Programas de Controle Bioldgico.
FEALQ, Piracicaba

Shiojiri, K., Ozawa, R., Matsui, K., Sabelis, M.W. and Takabayashi, J. (2012)
Intermittent exposure to traces of green leaf volatiles triggers a plant response. Sci. Rep.
2: 378. doi: 10.1038/srep00378

Turlings TC, Jeanbourquin PM, Held M, Degen T (2005) Evaluating the induced-odour
emission of a Bt maize and its attractiveness to parasitic wasps. Transgenic Res 14: 807-
816

Turlings TCJ, Ton J (2006) Exploiting scents of distress: the prospect of manipulating
herbivore-induced plant odors to enhance the control of agricultural pests. Curr Opin
Plant Biol 9: 421-427

Turlings TCJ, Wéckers FL (2004) Recruitment of predators and parasitoids by
herbivore-damaged plants. In: Cardé RT, Millar J (eds) Advances in Insect Chemical

Ecology. University Press, Cambridge, pp 21-75

Vet LE, Dicke MM (1992) Ecology of infochemical use by natural enemies in a
tritrophic context. Annu Rev Entomol 37: 141-172

Vogler U, Rott AS, Gessler C, Dorn S (2010) Comparison between volatile emissions
from transgenic apples and from two representative classically bred apple cultivars.
Transgenic Res 19: 77-89

Zonetti PC, Suzuki LS, Bonini EA, Ferrarese MLC, Ferrarese-Filho O (2012) High

Temperatures on root growth and lignifications of transgenic-resistant soybean.
Agrociencia 46: 557-565

69



CAPITULO 3
PISTAS OLFATIVAS UTILIZADAS NO FORRAGEAMENTO DE
Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE): O
PAPEL DOS FEROMONIOS CONTRA COVs INDUZIDOS POR OVIPOSIQAO
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PISTAS OLFATIVAS DURANTE O FORRAGEAMENTO DE Trichogramma
pretiosum (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE): O PAPEL DOS
FEROMONIOS CONTRA COVs INDUZIDOS POR OVIPOSICAO

Resumo: Parasitoides utilizam sinais quimicos, fisicos e visuais para encontrar seus
hospedeiros, sendo os quimicos mais comumente utilizados. Os sinais sutis emitidos
pela presenca dos ovos, associado ao tempo limitado em que estes permanecem viaveis
para 0 parasitismo de algumas espécies, determinam a necessidade de otimizacdo da
exploracdo de pistas disponiveis que levam ao sucesso do parasitismo. Até agora,
poucos estudos foram capazes de comprovar a inducdo de compostos apenas pela
oviposicdo dos insetos e a utilizacdo destes volateis por parasitoides na sua localizacao.
Neste estudo, avaliamos se a oviposi¢cdo de Spodoptera frugiperda induz a producéo de
volateis em soja transgénica e sua isogénica e se estes atraem o parasitoide de ovos
Trichogramma pretiosum em testes de olfatdbmetro. Os resultados revelaram que néo
foram detectadas mudancas no perfil de volateis de soja apds a oviposicdo de S.
frugiperda e que estes volateis ndo atrairam fémeas do parasitoide. Além disso, foi
observado que os parasitoides foram atraidos pelo composto majoritario do feromonio
sexual sintético de S. frugiperda, comprovando que, de fato, a localizacdo do
hospedeiro se da através de infoquimicos liberados pela fase adulta do hospedeiro e ndo
por volateis de plantas induzidos por oviposicao.

Palavras-Chave: desvio infoquimico; feromonio sexual; localizagdo do hospedeiro;

parasitoides
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OLFACTORY CUES USED BY DURING FORAGING THE Trichogramma
pretiosum (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE): THE ROLE OF
PHEROMONES AGAINST VOCs INDUCED BY OVIPOSITION

Abstract: Parasitoids use chemical, physical and visual cues to find their hosts being
the first one the most commonly used. The subtle signals emitted by plants due to the
presence of eggs, associated with the limited time that these eggs remain viable for the
parasitism of some species determine the necessity to optimize the exploitation of
available clues by parasitoids. Until now, few studies were able to prove the induction
of compounds caused only by the oviposition of insects and the use of these volatiles by
parasitoids to locate them. In this study, we evaluated whether the oviposition of
Spodoptera frugiperda induces the production of volatiles in transgenic and isogenic
soybean plants, and if these volatiles are attractive to the egg parasitoid Trichogramma
pretiosum. Results revealed that there were no significant changes in the volatiles’
profile of soybean plants after the oviposition of S. frugiperda and that these volatiles
did not attract female egg parasitoids in olfactometer tests. Moreover, parasitoids were
attracted to the majoritary compound synthetic pheromone emitted by S. frugiperda
proving that the location of the host is, indeed, accomplished by female parasitoids
using infochemicals released by the host.

Key words: infochemical detour; sexual pheromone; host searching behavior;

parasitoids
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1. INTRODUCAO

Para superar a dificuldade de encontrar o hospedeiro em meio a um ambiente tdo
complexo, os parasitoides desenvolveram mecanismos de busca que 0s guiam,
utilizando sinais quimicos, fisicos e visuais provenientes ou associados aos hospedeiros,
sendo os quimicos mais comumente utilizados. Parasitoides de ovos encontram maiores
dificuldades nessa busca, uma vez que a pequena biomassa dos seus hospedeiros faz
com que sinais sutis da sua presenca sejam emitidos (Vet e Dicke 1992). Nas ultimas
décadas tem-se demonstrado a importancia dos volateis de planta na localizacdo do
hospedeiro por parasitoides (Pickett et al 1997), j& que sdo emitidos em grandes
quantidades e podem ser detectados a longas distancias (Vet e Dicke 1992).

A resposta das plantas contra a herbivoria de insetos e a exploracdo destes
infoquimicos por parasitoides tem sido relatada nas mais diferentes culturas (Dicke e
Van Loon 2000, Arimura et al. 2005 Dudareva et al. 2006, D'Alessandro e Turlings
2006, Mumm e Hilker 2006, Hilker e Meiners 2010). Estes estudos mostram que a
mudanca no perfil de volateis apds a herbivoria pode ocasionar tanto a inducdo de novos
compostos como a mudanca na proporcao dos volateis, guiando inimigos naturais aos
seus hospedeiros. Mais recentemente, foi demonstrado que a oviposi¢do dos herbivoros
também pode afetar a emisséo de volateis nas plantas. Pefiaflor et al. (2011) observaram
que a oviposicdo de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)
diminuiu a emisséo de linalol em milho em comparagdo com plantas controle. Fatouros
et al. (2012) também encontraram uma diminui¢do na emissdo de COVs em plantas de
mostarda negra ap6s a oviposi¢do de Pieris brassicae Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Pieridae) e Mamestra brassicae Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Noctuidae). Pinto
Zevallos et al. (2013) observaram a diminui¢do na emissdo de (Z)-3-hexen-1-ol e a
supressdo da emissdo de (E)-2-hexenylacetate em Veronica spicata (Lamiales:
Plantaginaceae) ap6s a oviposicdo de Melitaea cinxia Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Nymphalidae). Uma explicacdo possivel é que a densidade da postura diminui a
atividade fotossintética da folha, reduz a difusdo de CO2 no mesdfilo e causa deficiéncia
de 4gua, afetando a emissao de volateis (Schroder et al. 2005, Velikova et al. 2010).

No entanto, tem-se encontrado certa dificuldade em comprovar a emissédo de
volateis induzidos em decorréncia exclusiva da oviposi¢do. A razdo para a descri¢ao de
poucos sistemas de defesa induzida pela oviposicdo parece estar relacionada ao
comportamento particular de oviposi¢cdo dos insetos na planta. Antes de depositarem

seus ovos, muitas espécies danificam a superficie foliar com o aparelho bucal ou com o
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ovipositor, fazendo com que a substancia elicitora presente na secre¢do do oviduto entre
em contato com o interior do tecido vegetal. Sendo assim, ndo se pode afirmar se a
inducdo ocorre devido a substancia elicitora presente no ovipositor ou nos ovos
(Meiners e Hilker 2000, Mumm et al. 2003). De acordo com Meiners e Hilker (2000),
sinomonios sé seriam liberados quando a oviposicdo envolve dano mecanico nos
tecidos da planta. No entanto, estudos recentes tém indicado que a prépria deposicéo de
ovos, sem ferir, também pode aumentar ou reduzir a emissdo de volateis, com atracédo
de insetos (Bruce et al. 2010, Tamiru et al. 2011, Tamiru et al. 2012).

Semioquimicos provenientes do corpo do adulto (como o0s presentes nas
escamas) também sdo frequentemente utilizados na localizagdo por parasitoides de ovos
e, segundo Parker et al. (1971), atuam como arrestantes, mantendo o parasitoide na area
em que esta o hospedeiro. Parasitoides também exploram a comunicacdo entre
individuos da espécie hospedeira, como observado em varios parasitoides de ovos que
sdo atraidos por feromdnio sexual do hospedeiro, ja que esse indica que existe ou havera
ovos da espécie na area (Vinson 1984, Altieri et al.1981, Lewis e Nordlund et al.1985,
Noldus e van Lenteren 1985, Gazit et al. 1996). H4 muitos estudos que relatam a
importancia de odores provenientes dos estagios ndao alvo do hospedeiro para 0s
parasitoides de ovos (desvio infoquimico) (Colazza et al. 1997). Um dos primeiros
exemplos de desvio infoquimico foi dado por Noldus (1989), que menciona que 0
parasitoide de ovos do género Trichogramma se utiliza do feroménio sexual de
mariposas para encontrar fémeas propicias ao acasalamento, e por consequéncia, seus
0VO0s.

Trichogramma  pretiosum (Hymenoptera:  Trichogrammatidae) € um
microhimenoptero generalista que parasita ovos de diversas espécies de lepidopteros de
importancia agricola e tem sido criado e liberado massalmente como parte de programas
de manejo integrado de pragas. O objetivo deste trabalho foi verificar se a oviposicao de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) modifica o perfil de volateis emitidos
em duas variedades de soja (uma transgénica e a isogénica), influenciando o

comportamento de busca do hospedeiro por fémeas de T. pretiosum.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Analisar se a oviposicdo de Spodoptera frugiperda modifica o perfil de volateis
emitidos por soja, influenciando o comportamento de busca do hospedeiro por

fémeas de T. pretiosum.

2.2 Especificos
» Analisar se ha mudanca no perfil de volateis emitidos por soja ap0s a oviposi¢ao
de S. frugiperda,
« Analisar o comportamento do parasitoide de ovos T. pretiosum frente a volateis
de soja controle e apds a oviposicao de S. frugiperda,
« Analisar se o componente majoritario do feromonio sexual de S. frugiperda

exerce atragdo sobre T. pretiosum.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo de plantas: Plantas de soja CD 202 e CD 202 RR foram cultivadas
em substrato comercial (Tropstrato, Vida Verde, S&o Paulo, Brasil). A semeadura foi
realizada individualmente em bandejas de germinagdo. As plantas foram mantidas em
sala climatizada com um fotoperiodo de 14:10 (L: E) e regadas conforme necessidade,

até que foram utilizadas nos experimentos (estagio V3).

3.2  Criagdo de S. frugiperda: A criacdo foi mantida em BOD com temperatura
controlada a 25°C, 70% UR e fotoperiodo 14:10 (L:E). Os adultos foram mantidos em
tubos de PVC (15 cm de altura), com a parte superior coberta com uma gaze apertada
com um elastico. Os adultos foram alimentados com mel diluido. O interior da gaiola
foi envolvido com papel sulfite como substrato para oviposi¢do. A cada dois ou trés
dias o papel foi retirado e os ovos foram transferidos para caixas de plastico com dieta
artificial a base de feijdo (Parra 2001). Ao atingirem o 3° instar, as larvas foram

individualizadas em copos contendo dieta artificial para evitar o canibalismo.

3.3 Manutengdo de T. pretiosum em laboratorio: Cartelas do parasitoide T.
pretiosum foram adquiridas da empresa BUG (Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) e foram

mantidos em tubos de vidro contendo um filete de mel para sua alimentacéo.
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3.4  Coleta e analise de volateis: Plantas de soja de ambas as linhagens (CD 202 e
CD 202 RR) foram colocadas separadamente em uma gaiola de acrilico com 5 fémeas
acasaladas para oviposicdo. Apos duas escotofases as plantas foram verificadas e, as
que continham massa de ovos foram utilizadas para coleta de volateis. Quatro plantas,
uma de cada tratamento, foram simultaneamente colocadas dentro de camaras de vidro
de 1 L conectadas por uma entrada de ar. Para evitar a coleta de volateis induzidos por
dano mecanico durante a manipulagéo das plantas, a coleta de volateis foi iniciada 12
horas ap6s a montagem do sistema. A coleta e analise dos volateis seguiu a

metodologia descrita por Martins et al. (2013).

3.5  Preferéncia de T. pretiosum aos volateis de soja e componente majoritario
do feromonio sexual de S. frugiperda: A resposta de T. pretiosum aos volateis de
soja com ovos de S. frugiperda foi testada em olfatometro do tipo “Y” (@ = 2 cm;
braco principal = 18 cm; bragos menores = 13 c¢cm). Um fluxo de ar de 1 L/min
umidificado e filtrado foi igualmente dividido em duas partes, contendo as fontes de
odor. Assim, cada braco do olfatbmetro recebeu um fluxo de ar de 0,5 L / min. Cada
fonte de odor consistiu de um pedaco de papel filtro (1 cm x 1cm) contendo 20 ul de
extrato de planta de soja em estdgio V3 controle ou apds a oviposicdo de S.
frugiperda, tal como descrito acima. Fémeas com idade de 2-3 dias foram colocadas
individualmente no inicio do braco principal e deixou-se escolher entre as fontes de
odor. Considerou-se que um inseto tinha respondido quando passou o ponto médio de
um dos bracos e |4 permaneceu por pelo menos cinco segundos. Quando ndo houve
escolha por um dos bragos durante um periodo de 10 minutos, foi considerado como
ndo resposta e estes insetos foram excluidos da andlise dos dados. A cada observacao,
o papel filtro foi trocado e o olfatdmetro foi girado 180°. Os experimentos foram
conduzidos das 9:00-17:00 horas a 25°C. Os tratamentos foram: a) extrato de plantas
controle vs. extrato plantas com massa de ovos (isogénica); b) extrato de plantas
controle vs. plantas com massa de ovos (transgénica); 3) extrato de plantas com massa
de ovos isogénica vs. plantas com massa de ovos transgénica. Testes com o
componente majoritario do feromoénio sexual de S. frugiperda (Z7- 12Ac) foram
realizados utilizando 5 pl de extrato sintético contra a mesma quantidade de solvente

hexano.
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3.6 Analises estatisticas: Os COVs individuais foram transformados em log (X + 1)
e submetidos a uma Analise de Componentes Principais (PCA). Uma analise de
variancia (ANOVA) seguida de um teste de contraste de médias foi entdo realizada
para esses PCs que explicavam a principal variacdo percentual. A preferéncia de T.
pretiosum aos volateis foi analisada através da realizagdo de um teste x2. As analises

foram realizadas no Ambiente "R" (R Development Core Team, 2006).

4. RESULTADOS

4.1 Volateis de soja liberados apés a oviposicao de S. frugiperda: Os COVs liberados
por soja apds a oviposicao estdo apresentados na tabela 1. O PC1 explicou 75,14% das
variacOes observadas, entretanto, ndo houve diferencas significativas entre o0s
tratamentos (P= 0,46). Os cromatogramas tipicos de cada tratamento estdo apresentados

na Figura 1.
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Tabela 1: Emissdes de compostos organicos volateis individuais (ng/g ps™ 24h) por plantas de soja transgénicas e isogénicas controle e ap6s a oviposicédo de

Spodoptera frugiperda (média + E.P.M)

Compostos RT K..(c) Plantas controle Plantas ap0s a oviposicdo de S. frugiperda
Isogénica (IC) Transgénica (TC) Isogénica (CH) Transgénica (TH)

(2)-3-Hexen-1-ol 5.581 851 nd 0,01 0,01 0,02 =x0,02 1,01 +0,50

1-octen-3-ol 8.155 978 nd nd nd 0,01 +0,01

3-octanona 8.293 985 nd 0,01 +0,01 nd nd

Octanal 8.668 1003 0,02 £0,02 0,02 0,01 0,02 =x0,02 0,02 0,01

(2)-4-acetato de hexenila 8.757 1007 0,05 +0,04 0,15 0,07 0,04 +0,03 0,75 +0,37

(2) B- ocimeno 9.680 1051 0,16 +0,11 0,29 +0,23 0,12 +0,11 0,52 +0,32

B- linalol 10.796 1100 nd nd nd nd

nonanal 10.877 1106 0,24 +0,10 0,19 +0,03 0,14 0,07 0,12 +0,01

N&o identificado 1 11.711 1144 nd nd nd nd

N&o identificado 2 12.608 1235 nd nd nd nd

MeSa 12.878 1201 0,13 +0,05 0,15 +0,09 0,26 +0,16 0,69 +0,23

Decanal 13.007 1206 0,48 0,22 0,26 +0,10 0,15 +0,11 0,14 +0,06

(2)-3Hexenil-2-

metilbutirato 13.549 1234 nd nd nd nd

indol 14.905 1304 0,07 +0,05 0,90 0,87 nd 0,64 +042

78



Plantas controle

Plantas danificadas por C. includens

Composto TR LK) Isogénica (IC) Transgénica (TC) Isogénica (IH) Transgénica (TH)
N&o identificado

3 16.344 1380 0,03 +0,01 nd 0,09 +0,07 0,04 +£0,01
(2) jasmona 16.846 1406 nd nd nd

B- cariofileno 17.306 1433 nd 0,04 +0,04 nd nd

a- cariofileno 17.921 1454 nd +0,00 0,01 £0,01 nd nd

a- farneseno 18.731 1515 2,34 £154 3,54 £3,23 1,00 £0,47 6,15 £2,74
TMTT 19.928 1584 0,03 £0,01 0,12 +0,11 0,04 +0,03 0,30 +0,14

E.P.M. = Erro padrdo da média

T.R = Tempo de retengdo

I.K. (c) = indice de Kovats calculado

nd= ndo detectado
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Figura 1. Cromatograma tipico de cultivar isogénica (A) e transgénica controle (C), isogénica (B) e soja transgénica tolerante ao glifosato (D)
apos a oviposicdo de Spodoptera frugiperda. Os principais compostos emitidos foram: 1) (Z) 3-hexen-1-ol; 2) 1-octen-3-ol; 3) 4-hexen-1-ol; 4)
(2)-B-ocimeno; 5) B-linalol; 6) composto ndo-identificado 1; 7) composto ndo-identificado 2; 8) MeSA; 9) (Z)-3-hexenil-2- metilbutirato; 10)

indol; 11) (Z)- jasmona; 12) a-farneseno.
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4.2 Preferéncia de T. pretiosum aos volateis de soja e composto majoritario do
feromonio sexual de S. frugiperda: De 30 fémeas de T. pretiosum testadas, ndo houve
resposta aos extratos de plantas controle ou ap0s a oviposicdo. Entretanto, ao testar o
componente majoritario do feromoénio sexual sintético de S. frugiperda contra o
solvente hexano, mostraram atracdo significativa pelo componente majoritario do
feromonio sexual de S. frugiperda(Z) 7- 12 Ac (P = 0,000) (N = 20).

5. DISCUSSAO

O processo de selecdo do hospedeiro por parasitoides de ovos envolve uma
sequéncia mediada por estimulos fisicos e quimicos associados ao proprio hospedeiro,
substrato e organismos associados (Vet e Dicke 1992). Os sinais sutis emitidos pela
presenca dos ovos, associado ao tempo limitado em que estes permanecem viaveis para
0 parasitismo de algumas espécies (Vinson 1998) determinam a necessidade de otimizar
a exploragdo de pistas disponiveis que levam ao sucesso do parasitismo. No entanto,
ndo foram encontradas diferencas significativas nos perfis de volateis emitidos por soja
controle ou apds a oviposicdo de S. frugiperda. E possivel que alguns compostos
tenham sido induzidos em pequenas quantidades, incapazes de serem detectadas pelos
instrumentos utilizados. Entretanto, o fato dos parasitoides ndo terem sido atraidos por
estes volateis sugere que ndo houve modificacdo no perfil de volateis emitidos apos a
oviposicdo ou que estes estimulos, por si s6, ndo sdo utilizados na busca do hospedeiro.

Assim como no presente estudo, os parasitoides da espécie Telenomus podisi
(Hymenoptera: Platygastridae) também ndo foram atraidos por volateis liberados por
soja ap0s a oviposicdo de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae). Entretanto,
houve atracdo por volateis liberados apds a oviposicdo mais a herbivoria destes
pentatomideos. Isso porque 0s percevejos se alimentam da mesma planta onde
ovipositam, entdo os volateis induzidos pela oviposi¢cdo podem indicar a presenca de
ovos frescos. O mesmo ndo acontece com o sistema aqui estudado, onde os volateis
induzidos pela alimentacdo das lagartas s6 séo liberados apo6s a sua eclosdo. Parece
improvavel que as pistas provenientes de plantas induzidas por oviposicdo sejam
utilizadas por parasitoides que necessitam de ovos frescos por causa do atraso da
resposta das plantas a oviposicéo (Vinson 2010).

Varios estudos reportam a atracdo de parasitoides do género Trichogramma pelo
feromonio sexual liberado por fémeas (Noldus 1991, Milonas et al. 2009, Fatouros et al.

2007). Curiosamente, alguns dos componentes do feromonio anti-afrodisiaco do género
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Pieris (cianeto de benzila, MeSA e indol) que atraem vespas do género Trichogramma
diretamente para fémeas acasaladas sdo 0s mesmos emitidos comumente por plantas
apos a herbivoria (Fatouros et al. 2008, 2009).

Considerando que a idade dos ovos afeta diretamente o parasitismo e que o
sucesso € alcancado quando ovos mais jovens sdo parasitados, € de se esperar que
parasitoides de ovos criem estratégias para driblar o desencontro entre 0s sinais
emitidos pelas plantas e a necessidade de se localizar em curto espaco de tempo. Sendo
assim, a maioria dos parasitoides de ovos depende fortemente de estimulos derivados da
fase adulta do hospedeiro, utilizando-se do feroménio sexual, de agregagdo ou ainda
anti-afrodisiaco (Orr et al. 1986, Powell 1999, Austin et al. 2005, Fatouros et al. 2008,
Colazza et al. 2010, Vinson 2010), como pode ser comprovado no presente estudo para

a espécie T. pretiosum.

6. REFERENCIAS

Altieri MA, Lewis W J, Nordlund DA, Gueldner R C, Todd JW (1981) Chemical
interactions between plants and Trichogramma wasps in Georgia soybean fields. Prot
Ecol 3: 259- 263.

Arimura GI, Kost C, Boland W (20005) Herbivore-induced, indirect plant defences.
Biochimica et Biophysica Acta 1734:91-111.

Austin AD, Johnson NF, Dowton M (2005) Systematics, evolution, and biology of
scelionid and platygastrid wasps. Annu Rev Entomol 50: 553-582.

Bruce TJA, Midega CAO, Birkett MA, Pickett JA, Khan ZR (2010) Is quality more
important than quantity? Insect behavioural responses to changes in a volatile blend

after stemborer oviposition on an African grass. Biol Lett 6: 314-317.

Colazza S, Peri E, Salerno G, Conti E (2010) Host Searching by Egg Parasitoids:
Exploitation of Host Chemical Cues. In: Consoli FL, Parra JRP, Zucchi R, editors. Egg
Parasitoids in Agroecosystems with Emphasis on Trichogramma. Dordrecht: Springer.
97-147.

82



Colazza S; Rossi MC; Clemente A (1997) Response of the egg parasitoid Telenomus
busseolae (Gahan) to sex pheromone of Sesamia nonagrioide L (efebre). J Chem Ecol
23: 2437-2444,

D'Alessandro M, Turlings TCJ (2006) In situ modification of herbivore-induced plant
odors: a novel approach to study the attractiveness of volatile organic compounds to
parasitic wasps. Chem Senses 30: 739-753.

Dicke M, van Loon JJA (2000) Multitrophic effects of herbivore-induced plant volatiles
in an evolutionary context. Entomol Exp Appl 97: 237-249.

Dudareva N, Negre F, Nagegowda DA, Orlova I (2006) Plant volatiles: recent advances

and future perspectives. Critic Rev in Plant Scienc, Filadelfia, 25: 417- 440.

Fatouros NE, Broekgaarden C, Bukovinszkine’ Kiss G, van Loon JJA, Mumm R,
Huigens ME, Dicke M, Hilker M (2008) Male-derived butterfly anti-aphrodisiac
mediates induced indirect plant defense. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 105: 10033-10038.

Fatouros NE, Pashalidou FG, Cordero WVA, van Loon JJA, Mumm R (2009) Anti-
aphrodisiac compounds of male butterflies increase the risk of egg parasitoid attack by
inducing plant synomone production. J Chem Ecol 35:1373-1381.

Fatouros NE, Bukovinszkine'Kiss G, Dicke M, Hilker M (2007) The response
specificity of Trichogramma egg parasitoids towards infochemicals during host
location. J Insect Behav 20: 53-65.

Fatouros NE, Dicke M, Mumm R, Meiners T, Hilker M (2008) Foraging behavior of

egg parasitoids exploiting chemical information. Behav Ecol 19: 677-689.
Fatouros NE, Lucas-Barbosa D, Weldegergis BT, Pashalidou FG, van Loon JJA, Dicke

M, Harvey JA, Gols R, Huigens ME (2012) Plant volatiles induced by herbivore egg
deposition affect insects of different trophic levels. PLoS ONE 7 (8): e43607.

83



Gazit Y, Lewis WJ, Tumlinson JH (1996) Arrestment of Telenomus remus
(Hymenoptera: Scelionidae) by a kairomone associated with eggs of its host,
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Biol Control 6: 283-290.

Hilker M, Kobs C, Varama M, Scrank K (2002) Insect egg deposition induces Pinus to
attract egg parasitoids. The J Exp Biol 205: 455-461.

Khan ZR, Midega CAO, Njuguna EM, Arnudavi DM, Wanyama JM, Pickett JA (2008)
Economic performance of the ‘push-pull’ technology for stemborer and Striga control in

smallholder farming systems in western Kenya. Crop Prot 27: 1084-1097.

Lewis WJ, Nordlund D A (1985) Behavior-modifying chemicals to enhance natural
enemy effectiveness. In: Hoy MA, Herzog DC (eds), Biological control in agricultural
IPM systems. Academic Press, Orlando, pp. 89-101.

Meiners T, Hilker M (2000) Induction of plant synomones by oviposition of a
phytophagous insect. J Chem Ecol 26: 221-232.

Milonas PG, Mazomenos BE, Konstantopoulou MA (2009) Kairomonal effect of sex
pheromone components of two lepidopteran olive pests on Trichogramma wasps. Insect
Sci 16:131-136.

Mumm R, Tiemann T, Varama M, Hilker M (2005) Choosy egg parasitoids: Specificity
of oviposition-induced pine volatiles exploited by an egg parasitoid of pine sawflies.

Entomol Exp et Appl 115: 217-225.

Noldus LPJJ (1989) Response of the egg parasitoid Trichogramma pretiosum to the sex
pheromone of its host Heliothis zea. Entomol Exp Appl 48: 293-300.

Noldus LPJJ, Potting RPJ, Barendregt HE (1991) Moth sex pheromone adsorption to
leaf surface: bridge in time for chemical spies. Physiol Entomol 16: 329-344.

84



Noldus LPJJ, van Lenteren JC (1985) Kairomones for the egg parasite Trichogramma
evanescens Westwood. Effect of volatile substances released by two of its hosts, Pieris
brassicae L. and Marnestra brassicae L. J Chem Ecol 11: 781-791.

Orr DB, Russin JS, Boethel DJ ( 1986 ) Reproductive biology and behavior of
Telenomus calvus (Hymenoptera: Scelionidae), a phoretic egg parasitoid of Podisus

maculiventris (Hemiptera: Pentatomidae). Canadian Entomologist 118: 1063-72.

Parker FD, Lawson FR, Pinnell, RE (1971) Suppression of Pieris rapae using a new
control system: Mass release of both the pest and its parasitoids. J Econ Entomol 64:
721-735.

Penaflor MFGV, Erb M, Robert CAM, Miranda LA, Werneburg AG (2011) Oviposition
by a moth suppresses constitutive and herbivore-induced plant volatiles in maize. Planta
234: 207-215.

Pickett JA, Wadhams LJ, Woodcock CM (1997) Developing sustainable pest control
from chemical ecology. Agriculture, Ecosystems and Environment 64:149-156.

Pinto-Zevallos DM, Hellen H, Hakola H, van Nouhuys S, Holopainen JK (2013)
Phytochemistry Letters 6:653-656.

Powell W (1999) Parasitoid hosts. In: Hardie J, Minks AK (eds) Pheromones of Non-
Lepidopteran Insects Associated with Agricultural Plants. CABI Publishing,
Wallingford, UK, pp. 405- 27.

Schroder R, Forstreuter M, Hilker M (2005) A plant notices insect egg deposition and
changes its rate of photosynthesis. Plant Physiol 138: 470-477.

Tamiru A, Bruce TJ, Midega CA, Woodcock CM, Birkett MA (2012) Oviposition

induced volatile emissions from African smallholder farmers’ maize varieties. J] Chem

Ecol 38: 231-234.

85



Tamiru A, Bruce TJA, Woodcock CM, Caulfield JC, Midega CAO (2011) Maize
landraces recruit egg and larval parasitoids in response to egg deposition by a herbivore.
Ecol Lett 14: 1075-1083.

Tooker JF, De Moraes CM (2005) Jasmonate in Lepidoptera eggs and neonates. J Chem
Ecol 31: 2753-2759.

Velikova V, Salerno G, Frati F, Peri E, Conti E, et al. (2010) Influence of feeding and
oviposition by phytophagous pentatomids on photosynthesis of herbaceous plants. J
Chem Ecol 36: 629-641.

Vet LEM, Dicke M (1992) Ecology of infochemical use by natural enemies in a
tritrophic context. Annual Review of Entomology 37: 141-172.

Vinson SB (2010) Nutritional ecology of insect egg parasitoids. In: Consoli FL, Parra
JRP, Zucchi R (eds) Egg Parasitoids in Agroecosystems with Emphasis on

Trichogramma. Springer, Dordrecht, pp. 25-55.

Vinson SB (1984) Parasitoid-host relationships. In: Cardé RT, Bell WJ (eds) Chemical
Ecology of Insects. Chapman & Hall, New York, pp. 205-233.

Vinson SB (1984) How parasitoids locate their hosts: a case of insect espionage. In:

Lewis T (ed) Insect Communication. Academic Press, London, pp. 325-48.

86



CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel concluir que ndo ha diferencas significativas no perfil de volateis
constitutivos emitidos pela soja CD 202 RR e sua isogénica. Entretanto, como ja
descrito por outros autores, 0 metabolismo destas plantas parece ser alterado, uma vez
que A. gemmatalis preferiu ovipositar e ganhou mais peso com plantas transgénicas. O
efeito da insercdo do gene de tolerancia ao glifosato no metabolismo de outros
compostos merece um estudo mais aprofundado, por isso novos estudos estdo sendo
realizados para avaliar a mudanca nos flavonoides produzidos por soja RR e sua
isogénica. Também foi observado que ocorrem mudangas no perfil de volateis emitidos
apos a herbivoria das espécies desfolhadoras A. gemmatalis e C. includens. Observou-se
que, nas mesmas condicdes de herbivoria, ndo houve diferenca qualitativa nos volateis
induzidos por ambas espécies, mas a quantidade de volateis emitidos apds a herbivoria
de A. gemmatalis foi maior do que aqueles emitidos apds a herbivoria de C. includens.
Entdo, como estas diferengas poderiam ser explicadas?

Em campo, é possivel observar que os danos causados por A. gemmatalis sdo
muito mais severos. Esta espécie consome a area foliar total da planta, enquanto que C.
includens causa apenas um rendilhamento das folhas, preservando as nervuras foliares.
Em laboratério, observa-se que, apesar do pequeno dano causado por larvas de primeiro
instar das duas espécies, A. gemmatalis realiza perfuraces na folha, enquanto que C.
includens apenas a raspa. Pode-se inferir entdo, que as maiores emissdes de volateis
observadas sdo causadas pelo maior dano causado por A. gemmatalis a planta.

Outra questdo interessante diz respeito a diferenca na discriminacdo de odores
por P. nigrispinus e M. rubens. Qual seria 0 motivo de M. rubens conseguir discriminar
entre os volateis de soja transgénica e isogénica danificadas e P. nigrispinus nao?

Estudos sobre o comportamento de forrageamento de parasitoides indicam que a
aprendizagem € um fendémeno comum nesse grupo, o que reforca o seu papel na
modulacdo da sensibilidade da fémea de varias espécies de parasitoides aos COVs
induzidos por herbivoria. Contudo, pouco se tem estudado sobre o aprendizado
associativo em predadores. Predadores, por necessitarem de maior quantidade de presas
para o seu desenvolvimento, sdo menos influenciados por odores provenientes de
plantas, ja que estas pistas sdo mais fracas do que as emitidas pelo proprio herbivoro ou
seus subprodutos. Ja os parasitoides, que dependem fortemente da sincronia entre o seu

ciclo de vida e o estdgio de desenvolvimento do hospedeiro, precisam otimizar as pistas
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disponiveis para sua localizagdo, se utilizando também dos voléteis liberados pelas
plantas para sua localizacéo.

Outra questdo a ser considerada € 0 modo como o0s dois inimigos naturais foram
criados. Enquanto M. rubens foi proveniente de lagartas coletadas em campo, 0s insetos
da espécie P. nigrispinus utilizadas vinham sido criados massalmente em laboratério e
isso pode ter influenciado seu comportamento de busca. Sabe-se que a capacidade de
percepcdo dos volateis associados ao complexo planta-herbivoro pode ser prejudicada
durante a criacdo massal de inimigos naturais e reduzir a eficiéncia de busca desses
inimigos em campo. A maioria das criacbes massais de inimigos naturais, por questoes
praticas e financeiras, sdo feitas em laboratério com dietas artificiais ou hospedeiros
alternativos. Esse modo de criacédo facilita e diminui os custos de producédo de inimigos
naturais, mas, pode comprometer a eficiéncia dos mesmos em campo, pois 0s estimulos
aos quais estes inimigos estdo submetidos numa criacdo massal sdo consideravelmente
diferentes daqueles utilizados para buscar presas/hospedeiros em campo, que € 0 caso
de M. rubens.

Com relacdo aos volateis emitidos por soja apds a oviposicao de S. frugiperda,
era esperado que houvesse uma mudanca no perfil de volateis em relacdo as plantas
controle. Isso ndo ocorreu e, como consequéncia, ndao foi observada atracdo do
parasitoide de ovos T. pretiosum por estes volateis. Na literatura ja existem varios
relatos sobre a utilizacdo de odores provenientes de fémeas na localizacdo de ovos do
hospedeiro por vérias espécies de Trichogramma, o que foi comprovado neste estudo,
pois esta espécie foi atraida pelo componente majoritario do feromonio sexual de S.
frugiperda.

Este estudo foi pioneiro ao verificar o efeito secundario da soja transgénica
tolerante ao glifosato na comunicagdo quimica entre herbivoros praga da soja e seus
inimigos naturais. Apesar de ndo ser possivel extrapolar as consideragfes aqui
colocadas para outros sistemas, uma vez que estes sdo dindmicos e apresentam suas
particularidades, este trabalho abre possibilidades para novos estudos de ecologia
guimica em outros sistemas tritroficos para avaliar o efeito das plantas transgénicas

tolerantes ao glifosato na comunicacao inseto-planta.
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