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RESUMO

A utilizacdo de microhimenopteros parasitoides para controlar insetos-praga dentro do
Manejo Integrado de Pragas (MIP) é uma alternativa para reduzir o uso de fitossanitarios na
lavoura e as consequéncias negativas em decorréncia de seu uso. Os parasitoides de ovos
Telenomus podisi e Trissolcus basalis tém se destacado como agentes de controle de
pentatomideos praga-da-soja, como Euschistus heros, Piezodorus guildinii e Nezara viridula.
Para localizacdo de seus hospedeiros estes parasitoides utilizam sinais e pistas
predominantemente quimicas originadas das plantas ou de seus hospedeiros (feroménios de
alarme e sexual, por exemplo) que s&o interceptadas por proteinas olfativas denominadas OBPs
(do inglés, Odorant Binding Proteins). O presente trabalho teve como objetivo (1) avaliar a
resposta de T. podisi e Tr. basalis aos feroménios sexuais isolados dos hospedeiros (E. heros —
Eherl, Eher2 e Eher3, P. guildinii - Pgui e N. viridula - Nvir) em bioensaios de olfatometria
em diferentes concentragdes (1,0 mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL) e (2) identificar potenciais
OBPs mediante transcriptdmica de insetos adultos de ambos o0s sexos por RNA-Seg/lllumina e
analisar a influéncia da exposicdo aos feroménios sexuais dos hospedeiros na expressao dos
mesmos em T. podisi. Ambos os parasitoides estudados mostraram resposta seletiva em relacdo
aos compostos avaliados e suas respectivas concentracfes (T. podisi - Eher3 (0,01 mg/mL),
Pgui (0,01 mg/mL) e Nvir (0,1 mg/mL); Tr. basalis - Eherl (1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL), Eher3
(1,0 mg/mL) e Pgui (1,0 mg/mL). No entanto, a resposta observada diferiu da hipétese inicial
de que a resposta dos parasitoides aos compostos sintéticos estd relacionada com a sua
preferéncia pelos hospedeiros descritos na literatura. Foram encontrados em T. podisi sete
transcritos de OBPs, sendo trés contendo a regido codificante completa, designadas de
TpodOBP1, TpodOBP2 e TpodOBP3. As sequéncias deduzidas de aminoacidos de TpodOBP1
e TpodOBP2 apresentaram alta similaridade com OBPs do percevejo E. heros (TpodOBP1 x
EherOBP2: 88,5% e TpodOBP2 x EherOBP1: 82,4%), sugerindo que tais potenciais OBPs
estariam relacionadas a olfacéo de pistas feromonais do hospedeiro ou a olfacdo dos mesmos
estimulos. No entanto, fémeas de T. podisi estimuladas com compostos feromonais dos

hospedeiros ndo tiveram a expressdo das potenciais TpodOBPs alteradas.

Palavras-chave: Andlise de expressdo; Bioensaios; Odorant Binding Proteins (OBPs);

Parasitoides;
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ABSTRACT

The use of microhimenopteran parasitoids has been studied within Integrated Pest
Management (IPM) in order to control insects that causes economic damage to agriculture and
reduce the emission of agrotoxics. The egg parasitoids Telenomus podisi and Trissolcus basalis
have received significant atention as control agents of the pentatomid stinkbugs-soycomplex,
such as Euschistus heros, Piezodorus guildinii and Nezara viridula. To locate it hosts these
parasitoids uses manly chemical signals and cues originated by plants or by the host itself (e.g.
alarm and sexual pheromones) that are intercepted by olfactory proteins called Odorant Binding
Proteins (OBPs). The present work had as objective (1) to evaluate the response of T. podisi
and Tr. basalis towards the isolated sexual pheromones of its main hosts (E. heros, P. guildinii,
and N. viridula) in diferent concentrations (1,0 mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL) through
dual-choice olfactometry bioassays and (2) identify possible OBPs, through transcriptome
analysis of adult insects of both sexes with RNA-Seg/Illumina, and analyse the influence of the
exposition of sexual pheromones into the profile expression in T. podisi OBPs. Both the
parasitoids showed a selective response towards the treatments and its respective concentrations
(T. podisi - Eher3 (0,01 mg/mL), Pgui (0,01 mg/mL) e Nvir (0,1 mg/mL,; Tr. basalis - Eherl
(1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL) Eher3 (1,0 mg/mL) e Pgui (1,0 mg/mL). However, the response
observed diferred from initial hypothesis that the parasitoid response to the synthetical
pheromones would be related to its preference as described on the literature. The transcriptome
analysis of T. podisi retrieved seven protein transcripts potentially related to semiochemical
binding (OBPs), being that three of those were full-length (i.e.: TpodOBP1, TpodOBP2 e
TpodOBP3). The translated aminoacid sequence of TpodOBP1 e TpodOBP2 showed high
similarity with EherOBP1 and EherOBP2 (TpodOBP1 x EherOBP2: 88.5% e TpodOBP2 x
EherOBP1: 82.4%) suggesting that those putative TpodOBPs might be related to olfaction cues
from its host or a shared and related stimuli. However, females of T. podisi stimulated with the

pheromonal compounds of its hosts did not have any change on its expression profile.

Keywords: Bioassays; Expression Analysis; Odorant Binding Proteins (OBPSs); Parasitoids;
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INTRODUGCAO GERAL

A soja, Glycine max (L.) Merril, 1997 (Fabales: Fabaceae), é a oleaginosa mais
produzida e consumida no mundo e o Brasil é o seu segundo maior produtor com
aproximadamente 30 milhdes de hectares plantados e 80 milhdes de toneladas de graos
na safra 2013/2014 (Conab, 2014). No entanto, parte da producédo anual € perdida devido
ao ataque de insetos-praga, como o complexo de percevejos pentatomideos formado
majoritariamente por Euschistus heros (Fabricius) e Nezara viridula (Linnaeus) e outras
espécies, entre elas Piezodorus guildinii (Westwood), como pragas secundérias (Corréa-
Ferreira e Moscardi, 1994; Moraes et al., 2008a). A utilizacdo exaustiva de fitossanitarios
nessa cultura tem representado um grande risco ao meio ambiente pela contaminacao do
solo, diminuicéo nas populagdes de insetos benéficos e selecdo de variedades resistentes
de insetos-praga. Por isso, a utilizagdo de inimigos naturais, como predadores e
parasitoides, oferecem uma alternativa sustentavel no combate e controle desses insetos.

A comunicacao quimica através de compostos volateis (semiogquimicos) é um dos
mecanismos sensoriais mais importantes para os insetos, possibilitando reagdes variadas
em seu comportamento, como atragdo sexual, formacao de trilha e sinalizagdo de perigo
(Chapman, 2012). Essa forma de comunicacdo ndo se restringe apenas a individuos da
mesma espécie, sendo que predadores ou parasitoides podem ser capazes de reconhecer
os volateis de suas presas/hospedeiros e usa-los para facilitar o encontro dos mesmos,
maximizando seu sucesso reprodutivo (Corréa-Ferreira e Moscardi, 1994; Medeiros et
al., 1997). Assim, a mediacgéo das relacGes entre insetos-praga, seus inimigos naturais e
as plantas por substancias quimicas tem sido alvo de estudo nos Gltimos anos devido ao
potencial dessas substancias na manipulacdo comportamental dos insetos (Colazza et al.,
1999; Bruni et al., 2000; Moraes et al., 2005).

O uso de parasitoides microhimenodpteros, em especial parasitoides de ovos
(Familia Platygastridae), tem se mostrado uma alternativa viavel no controle dos
percevejos-praga (Medeiros et al., 1998; Chabi-Olaye et al., 2001; Puente et al., 2008;
Dicke, 2009). Em particular, as espécies Telenomus podisi (Ashmead) e Trissolcus
basalis (Wollaston) tem mostrado potencial como agentes de controle do complexo de
percevejos praga-da-soja (Pacheco e Corréa-Ferreira, 1998, Corréa-Ferreira, 2002;
Cingolani et al., 2013).

Diversos trabalhos relatam a atracdo destes parasitoides a diferentes estimulos,

principalmente quimicos, durante a busca e selecdo de hospedeiros. Além de compostos



volateis de plantas, os Platygastridae podem utilizar semiogquimicos dos seus hospedeiros,
incluindo os feromonios sexuais. Esta constatacdo tem sido feita tanto em experimentos
de laboratorio através de bioensaios de olfatometria como em experimentos em campo
(Borges et al., 1998a; Borges et al., 1999; Silva et al., 2006; Borges et al., 2011). Além
desses trabalhos orientados a estudar os mecanismos de resposta dos parasitoides frente
a diferentes estimulos e a interpretagdo do seu significado evolutivo, a identificacdo de
compostos quimicos que possam modificar o comportamento dos mesmos pode
maximizar a presenca destas vespas na lavoura e aumentar sua taxa de parasitismo (Vet
et al., 1991; Vinson, 1998; Laumann et al., 2011). A constatacdo de atracdo de ambas
espécies pelo feroménio sexual de seus principais hospedeiros pode contribuir para
desenvolver este tipo de ferramenta. Além de conhecer a resposta comportamental aos
semioquimicos e elucidar o processamento fisioldégico dos mesmos, também € relevante

compreender as formas de aplicacdo pratica associadas ao seu uso.

A resposta olfativa inicial dos insetos é produzida nas antenas e suas sensilas,
principalmente nas de tipo multiporosas (lIsidoro et al., 2001). As particulas de odor
atravessam esses poros e sdo interceptadas por proteinas especificas que as carregam
através da linfa sensilar até as terminagdes nervosas responsaveis por elicitar a resposta
comportamental. Essas proteinas, chamadas de OBPs (do inglés, Odorant Binding
Proteins), fazem parte do primeiro contato entre as particulas de odor capturadas em um
ambiente heterogéneo e o sistema fisiologico do inseto (Fan et al., 2011). Por isso, €
sugerido na literatura que essas proteinas sdo capazes de discriminar particulas mais
relevantes para o inseto e aumentar a sua percepcdo, mesmo que em quantidades
diminutas, sendo que o perfil de expressdo dessas OBPs pode variar dependendo do
comportamento e condicdo fisioldgica que o inseto se encontra (Steinbrecht, 1996). A
identificacdo de OBPs de insetos de diferentes ordens tem aumentado nos ultimos anos,
incluindo algumas espécies de himendpteros (i.e.: Nasonia vitripennis (Walker) (Vieira et
al., 2012) e Cotesia versatalis (Haliday) (Nishimura et al., 2012). No entanto, nenhuma
OBP foi identificada ainda para Platygastridae.

Considerando a relevancia do entendimento da resposta olfativa, tanto
comportamental como fisiolégica de inimigos naturais e sua relagdo com 0s mecanismos
de busca e selecdo de hospedeiros, o presente trabalho avaliou a resposta comportamental
de T. podisi e Tr. basalis aos feromonios sexuais dos hospedeiros E. heros, P. guildinii e

N. viridula. Adicionalmente, fez-se a prospeccao de transcritos relacionados a olfacdo de



semioquimicos em T. podisi e a avaliacdo se tal resposta comportamental esta associada
a alteracdo na expressao génica de potenciais OBPs. Dessa forma, esta dissertagdo esta
apresentada na forma de dois capitulos: o primeiro trata do estudo comportamental dos
parasitoides T. podisi e Tr. basalis quando expostos aos compostos feromonais dos
hospedeiros, e 0 segundo trata do estudo molecular da olfagdo em T. podisi, utilizado

como modelo experimental.



Capitulo 1

Resposta olfativa de Telenomus podisi e Trissolcus basalis aos

feromOnios sexuais de diferentes hospedeiros



INTRODUCAO

De acordo com Eggleton e Belshaw (1992) um parasitoide € um organismo que
se desenvolve em um Unico hospedeiro, extraindo nutrientes do mesmo e,
consequentemente, levando-o a morte como resultado direto ou indireto de seu
desenvolvimento. Parasitoides podem ser classificados pelo seu desenvolvimento dentro
do hospedeiro como cenobiontes, quando o hospedeiro continua seu ciclo de vida e o
parasitoide emerge em um estagio seguinte, e idiobiontes, quando o parasitoide
interrompe o desenvolvimento do hospedeiro. Além disso, podemos encontrar exemplos
de hiperparasitismo, onde uma espécie de parasitoide utiliza uma segunda espécie que
possua 0 mesmo comportamento de parasitismo como hospedeiro e multiparasitismo,
quando ocorre o surgimento de individuos de diferentes espécies em um mesmo

hospedeiro (Borror e Delong, 2011).

Durante seu ciclo vital os parasitoides passam por uma etapa crucial, que é o
momento no qual as fémeas precisam procurar um novo hospedeiro para parasitar (busca)
e, uma vez localizado, decidir se realizam a oviposi¢do ou ndo (selecdo) (Godfray, 1994).
Este processo é fundamental desde o ponto de vista do controle biol6égico ja que o
parasitismo bem sucedido culmina com a morte do hospedeiro e consequentemente tem

impacto nos niveis populacionais do inseto-alvo.

O forrageamento das fémeas dos parasitoides inclui uma série de passos
comportamentais sequenciais, que incluem: a localizacdo do habitat do hospedeiro, a
localizag&o do hospedeiro, o reconhecimento do hospedeiro, a aceitacdo do hospedeiro e
a adequacao do hospedeiro (Vinson, 1998; Steidle e van Loon, 2002). Nestes passos 0s
parasitoides utilizam estimulos de natureza fisica (visuais ou mecanicas), quimica
(semioquimicos) ou bioquimica, sendo o0s semioquimicos 0s mais frequentemente

utilizados por vespas (Hymenoptera) parasitoides (Vinson, 1998; Godfray, 1994).

Os semioquimicos envolvidos nas interacdes interespecificas podem ser
nomeados de diferentes formas, dependendo do organismo que obtém a vantagem
evolutiva (emissor ou receptor). Assim 0s semioguimicos podem ser caracterizados como
cairomonios (benéfico, em termos evolutivos, para a espécie receptora do semioquimico),
alomonios (benéfico para a espécie emissora) ou sinomonios (benéfico para o emissor e
também para o receptor) (Otte, 1974; Picket et al., 1992; Witzgall et al., 2008). Esses

volateis podem, também, ser diferenciados entre sinais (troca de informagGes entre



individuos) e pistas (utilizacdo de informac6es presentes no ambiente), dependendo da
forma como o inimigo natural (predador ou parasitoide) intercepta essas informacdes e a
intencdo do emissor original ao propagar essa mensagem contida em uma molécula

organica.

Pode-se dizer entdo que a percepcao por parte de um parasitoide da alteracéo do
perfil de volateis de uma planta que sofreu injdria por uma presa em potencial constitui
um sinal (Sinomonio — troca de informacdes entre a planta e o inimigo natural) (Dicke,
2009; Hilker e Meiners, 2010; Puente et al., 2008). Enquanto que, quando o parasitoide
intercepta um volatil utilizado na comunicacdo do seu hospedeiro, pode-se caracterizar
este volatil como uma pista para o parasitoide (Cairoménio — ndo existe troca de
informacdo direta entre o hospedeiro e o parasitoide). Por exemplo, o feromonio sexual
liberado por um hospedeiro que tem como objetivo atrair um (a) parceiro (a) sexual, mas
é interceptado por um predador ou parasitoide para facilitar a localizacdo do hospedeiro
(Colazza et al., 1997; Bruni et al., 2000; Laumann et al., 2009).

A percepcao e uso de sinais e pistas disponiveis no ambiente pelo parasitoide pode
seguir diferentes mecanismos e estratégias. Vet et al., (1991) descreve o paradigma de
confiabilidade e detectabilidade na percepcao e uso de volateis pelo parasitoide em uma
relagdo de custo e beneficio. Estimulos diretamente relacionados com os hospedeiros,
como por exemplo feromdnios sexuais ou de alarme, conferem informac6es confiaveis
sobre a identidade do emissor. Contudo, s&o mais dificeis de serem detectados devido as
baixas concentragdes ou taxas em que sdo liberados, enquanto que volateis emitidos por
plantas seriam facilmente detectados, mas teriam baixa confiabilidade. Ademais, Vinson
(1998) indica que a percepc¢ao do estimulo e a respota dos parasitoides a pistas ou sinais
quimicos depende da relacdo entre fatores internos (fome, idade, ovos disponiveis,
experiéncia e condicdo fisiologica) e externos (alimento, doencas, reflgio, ambiente,

competidores e predadores).

Os individuos pertencentes a familia Platygastridae sdo geralmente endoparasitas
de ovos (Tomonori e Mishiro, 2004), podendo ser idiobiontes (quando a larva chega ao
estagio adulto no mesmo estagio em que o hospedeiro foi inicialmente parasitado) ou
cenobionte (quando a larva chega ao estagio adulto em um estagio diferente em que o
hospedeiro foi inicialmente parasitado) (Pennachio e Strand, 2006; Masner, 1993). As

caracteristicas mais marcantes da familia Platygastridae consistem na esclerotizacéo de



seu metassoma, 0 mecanismo operacional de seu ovipositor (Masner, 1993), venacéo alar
reduzida e suas antenas inseridas logo abaixo da linha dos olhos, préximo a boca (Austin
et al., 2005).

A atratividade de diferentes espécies de parasitoides da familia Platygastridae aos
volateis de insetos, como lepidopteros (Colazza et al., 1997) e hemipteros (Laumann et
al., 2009), indicam a possibilidade de uso destes semioquimicos para 0 manejo
comportamental de inimigos naturais, visando incrementar a sua eficiéncia como agentes

de controle bioldgico de pragas.

Telenomus podisi e Tr. basalis sdo vespas da familia Platygastridae
(Hymenoptera) e parasitoide de ovos de percevejos praga-da-soja da familia
Pentatomidae, mais especificamente Euschistus heros, Nezara viridula e Piezodorus
guildinii (Figura 1.1). A ecologia comportamental das espécies acima mencionadas tem
sido estudada nos dltimos anos a fim de identificar diferentes estimulos quimicos
utilizados no processo de busca de hospedeiros (Borges et al., 1998a; Borges et al., 1999,
2011; Laumann et al., 2009; Lopes et al., 2012; Michereff et al., 2013; Moraes et al.,

2014) e outros de diferente natureza, como visuais e mecanicos (Laumann et al., 2011)

utilizados no processo de busca do hospedeiro.

Figura 1.1 — Complexo de percevejos praga-da-soja e seus inimigos naturais. (A)
Euschistus heros, (B) Nezara viridula, (C) Piezodorus guildinii, (D) Telenomus podisi e
(E) Trissolcus basalis. Fonte: Vieira, C. e Laumann, R. A.



De acordo com a literatura, existe uma preferéncia por hospedeiros que maximiza
a capacidade reprodutiva destes parasitoides (Pacheco e Corréa-Ferreira 1998; Sujii et al.,
2002). Enquanto que T. podisi apresenta forte atracdo e 6timo desenvolvimento em ovos
do percevejo-marrom, E. heros (Medeiros et al., 1997; Pacheco e Corréa-Ferreira 1998;
Sujii et al., 2002), Tr. basalis prefere ovos do percevejo-verde, N. viridula (Medeiros et
al., 1998; Sujii et al., 2002). Estas preferéncias sdo observadas também na resposta
especifica a semioquimicos (Laumann et al., 2009, Lopes et al., 2012) e sinais vibratorios
dos percevejos (Laumann et al., 2011). Enquanto isso, 0 percevejo-verde-pequeno, P.
guildinii é parasitado na natureza por ambas as espécies, entretanto os indices de
parasitismo sdo menores que nas espécies anteriormente mencionadas (Pacheco e Corréa-
Ferreira 1998; Medeiros et al., 1998).

Os feroménios sexuais liberados por machos dessas trés espécies de percevejos
foram identificados e sintetizados em trabalhos anteriores e sua atracdo para fémeas da
espécie foi comprovada (Baker et al., 1987; Borges et al., 1998b, 2007). Borges et al.,
(1998a) relataram a coleta de T. podisi em armadilhas contendo uma formulagdo do
feromonio sexual de E. heros. Entretanto, a influéncia desses compostos no
comportamento do parasitoide ndo foi estudada até o momento. Da mesma maneira a
influéncia de feromonios sexuais de outros percevejos no comportamento de T. podisi e
Tr. basalis e sua possivel relagdo com a discriminacdo ou selecdo de hospedeiros ainda

nao foram relatadas.

Apesar de serem de géneros distintos, T. podisi e Tr. basalis possuem hospedeiros
em comum por parasitarem percevejos Pentatomidae. Devido a essa caracteristica e sua
ampla distribuicdo geogréafica, ambas as espécies tém sido estudadas a fim de combater o
complexo de percevejos praga da soja dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP). A
atratividade de diferentes espécies de parasitoides Platygastridae aos volateis de insetos,
como lepiddpteros (Colazza et al., 1997) e hemipteros (Laumann et al., 2009), indicam a
possibilidade de uso destes semioquimicos para seu manejo comportamental, visando
incrementar a sua eficiéncia como agentes de controle bioldgico de pragas. Para isto é
necessario identificar os semioquimicos e estabelecer como os mesmos modificam o

comportamento dos parasitoides.



OBJETIVOS

Caracterizar a resposta comportamental de T. podisi e Tr. basalis aos feroménios

sexuais dos hospedeiros E. heros, N. viridula e P. guildinii.

Os objetivos especificos foram:

(1.1) Observar se a resposta dos parasitoides T. podisi e Tr. basalis aos diferentes
feromonios sexuais testados se relaciona com a preferéncia de hospedeiros
observada em campo;

(1.2) Avaliar a resposta dos parasitoides T. podisi e Tr. basalis a diferentes
concentracdes dos feromonios sexuais a fim de se estabelecer uma concentragédo
6tima de resposta;

HIPOTESES

(1.1) A resposta dos parasitoides aos compostos sintéticos feromonais esta relacionada

(1.2)

com a sua preferéncia pelos hospedeiros descritos na literatura. Sendo assim, €
esperado que T. podisi responda preferencialmente ao feromonio sexual de E.

heros e Tr. basalis ao feroménio sexual de N. viridula;

Considerando que a dinamica da resposta dos receptores sensoriais das antenas
aos sinais quimicos € amplamente varidvel nos insetos. A resposta dos
parasitoides T. podisi e Tr. basalis aos feromonios sexuais é dose-dependente e
pode variar entre as espécies.



MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos no laboratério de Semioguimicos,

localizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) em Brasilia— DF
a) Criacao dos parasitoides T. podisi e Tr. basalis.

Todos os parasitoides utilizados nesse trabalho foram criados no Laboratorio de
Semioquimicos em gaiolas plasticas de 25 cmz, alimentados com mel puro, ovos de E.
heros foram utilizados como hospedeiros. A colonia foi mantida em sala com fotofase de
14 horas, 26.0+0,5°C e 65+10% de umidade relativa do ar. As fémeas utilizadas nos
experimentos de olfatometria possuiam entre 24 e 48 horas na fase adulta, foram mantidas
previamente com machos para garantir que estivessem fecundadas e ndo possuiam

qualquer experiéncia prévia de oviposicao.
b) Criacdo de Nezara viridula para coleta de volateis.

Adultos e ninfas desta espécie foram coletados em campos de soja no Distrito
Federal e armazenados em gaiolas plasticas forradas com papel A4, agua em recipiente
plastico e alimentados com vagem de feijdo (Phaseolus vulgaris - Linnaeus, 1758),
amendoim (Arachis hypogaea - Linnaeus, 1758), girassol (Helianthus annuus - Linnaeus,
1758) e sementes de soja (Glycine max). A partir da segunda geracdo, machos foram
separados das fémeas ao alcancar a idade adulta e continuaram sendo alimentados da
mesma forma, assim como as fémeas. Ap6s o periodo de sete a dez dias os machos foram
utilizados em experimentos de aeracdo devido ao inicio da liberacdo de feromdnios
sexuais (Baker et al., 1987).

c) Compostos utilizados nos bioensaios.

Os feromonios sexuais das espécies de percevejos selecionados foram isolados e
caracterizados em trabalhos anteriores através da caracterizacdo quimica, configuracao
absoluta e a proporcao entre os componentes nas misturas (Baker et al., 1987; Borges et
al., 1998b; Borges et al., 2007). Para 0s bioensaios com os feromonios de E. heros e P.
guildinii foram utilizados compostos sintéticos obtidos do banco de semioquimicos do
Laboratorio de Semioquimicos da Embrapa Cenargen. Os compostos utilizados nos
bioensaios foram sintetizados no Laboratorio de Semioquimicos da Embrapa Cenargen

(P. guildinii) e pela empresa Fuji Flavor, Co., Ltd, (Tokyo, Japao) (E. heros). No caso de
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E. heros, dois dos compostos majoritarios da mistura feromonal foram testados
separadamente. A composi¢édo e proporgéo relativa entre os componentes que formam a
mistura final de cada uma das trés espécies, assim como dos compostos de E. heros

mencionados anteriormente estdo detalhados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Soluces utilizadas para os bioensaios de olfatometria com T. podisi e Tr.
basalis. As abreviacOes utilizadas na coluna da direita serdo utilizadas na apresentacao
dos resultados e discussdo a fim de representar as solugfes utilizadas nos bioensaios e

suas respectivas espécies.

Concentragdes

Espécie SolugGes Abreviagdo Local de Obtengao N
para cada Solugao

Mistura Feromonal Completa Eherl
Banco de Semioquimicos do

E. heros  2,6,10-trimetiltridecanoato de metila Eher2 Laboratério de Semioquimicos
(Embrapa Cenargen)

2,4-decadienoato de metila Eher3
1,0 mg/ml
0,1 mg/ml
P. guildinii 7R-(+)-B-sesquifelandreno Pgui Fuji Flavor (Téquio, Jap&o)
0,01 mg/ml
Extratos de aeragdo e fracionamento
N. viridula trans e cis-(Z)-epoxibisaboleno Nvir de machos de N. viridula

sexualmente maduros

Para obter a mistura feromonal de N. viridula foi utilizada a técnica de aeracédo
com machos (sexo produtor do feroménio sexual em Pentatomidae) de acordo com a
metodologia descrita por Zhang et al., (2003) (Figura 1.2A) com algumas modificacoes.
Os insetos foram acondicionados em uma camera de aeragdo (grupo de 20 individuos por
aeracdo) com entrada de ar através de um filtro de carvéo ativado (Mesh: 20 — 40 um),
possuiam sete a dez dias na fase adulta e foram alimentados apenas com vagem de feijao
(Phaseolus vulgaris), sendo a mesma trocada duas vezes por semana. O fluxo de ar foi
gerado por uma bomba de vacuo (aproximadamente 0,5 L/min) e os volateis foram
coletados a cada 24 horas através da eluicdao do adsorvente (SuperQ - Alltech Associates
Inc., Deerfield, IL, USA — Mesh: 80 — 100 um) com n-hexano. Os insetos permaneceram
por 20 dias nas cameras de aera¢do com a substituicdo dos insetos mortos a fim de manter
0 numero de 20 machos constante durante todo o periodo de aeracdo. Todas as amostras
obtidas durante o experimento de aeracdo foram guardadas em freezer a -20°C. Apoés a
coleta das amostras foi utilizada a técnica de fracionamento (Moraes et al., 2012) para
separar o feromonio sexual do macho dos outros volateis presentes na amostra (Figura
1.2B).

11



\ _
LNl

3

& & 3
B

Figura 1.2 — (A) Esquema representativo do processo de aeragdo e coleta de
volateis de machos de N. viridula. 1 — Entrada de ar dentro do sistema. Antes de entrar o
ar é filtrado através de carvdo ativado (representado em cinza escuro) para evitar
contaminantes. 2 — Saida de ar do sistema carregando os volateis coletados dentro do
recipiente. Os volateis sdo retidos em particulas de adsorvente (representado em cinza
claro) para, mais tarde, serem eluidas. 3 — Sistema fechado onde ficam armazenados 0s
machos de N. viridula para coleta de volateis. (B) Esquema representativo do processo
de fracionamento através de uma coluna de silica-gel. 1 — Local onde ocorre a insercédo
da amostra e das diferentes solucGes utilizadas no fracionamento da mesma. 2 — A cor-
fantasia amarela representa a silica-gel na pipeta de vidro por onde a amostra ira correr.
3 — Saida das diferentes amostras coletadas durante o fracionamento (uma para cada mL
da solucéo inserida na etapa 1). As setas indicam o sentido percorrido pela amostra até a

sua coleta na extremidade da pipeta.

Ap0s as amostras serem coletadas foi realizada a pré-concentracdo das mesmas
pelo uso de um leve fluxo de gas nitrogénio sobre elas até que todas pudessem ser
armazenadas em um Unico recipiente com um volume final de 1 mL para posterior

fracionamento. O fracionamento foi realizado utilizando uma coluna de silica-gel (500
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mg — Mesh: 70-230) em uma pipeta Pasteur (6,0 cm x 0,5 cm) na qual a amostra foi
inserida na extremidade superior e, em seguida, lavada com diferentes solugdes (3 x 1
mL de pentano, 3 x 1 mL de 5% de dietil éter em pentano e 3 x 1 mL 10% dietil éter em
pentano — totalizando 9 mL). Esse procedimento separa, através da polaridade, diferentes

compostos de uma mesma mistura (Figura 1.2B).

Para garantir que as misturas utilizadas na realizacdo dos bioensaios estivessem
puras e nas proporc¢des corretas, todas as amostras foram analisadas pela técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa (GC-MS, do inglés Gas
Chromatography / Mass spectrometer) para identificacdo dos compostos utilizados. A
confirmacéo desses compostos ocorreu pela biblioteca do National Institute of Standards
and Technology (NIST), tanto para os volateis obtidos nas aera¢cdes como os feromonios
sintéticos. Para a quantificacdo dessas solugdes foi utilizada a técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada ao Detector por lonizacdo de Chama (GC-FID, do inglés Gas
Chromatography / Flame lonization Detector) para quantificacdo. Os cromatogramas das

solugdes padrdo das misturas feromonais se apresentam no Anexo |.
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d) Bioensaios de olfatometria com parasitoides

Para a realizacdo dos bioensaios de olfatometria foi utilizado um olfatdmetro tipo
“Y” desenvolvido para avaliar a resposta do inseto frente a dois tratamentos em ambiente
com controle das condi¢cBes ambientais (temperatura, umidade e luminosidade). O
aparelho é montado em uma placa de acrilico (27,5 x 21,0 cm) de 10 mm de espessura
prensada na sua parte superior (transparente) e inferior (fosca) com placas de vidro de 4
mm. O acrilico possui um furo central em forma de ”Y”, sendo que seu corpo central
possui 7,7 x 1,3 cm e cada braco 7,0 x 1,3 cm (Figura 1.3). A placa tem um furo circular
no extremo de cada brago (0,5 cm) e um furo similar no extremo do corpo central, estes
furos servem para entrada e saida do ar no aparelho. Para gerar a circulacdo de ar foi
utilizada uma bomba de ar (bomba de aquério). O fluxo gerado pela bomba foi conduzido
por mangueiras de silicone para os componentes do sistema. Em seguida, o ar segue por
um filtro de carvéo ativado e um umidificador até ser conduzido para seringas de vidro
de 10 mL onde se encontram os tratamentos. O escoamento de ar foi realizado utilizando
uma bomba de vacuo ligada no extremo do corpo central (Figura 1.4). Durante 0s
bioensaios o fluxo de entrada (0,6 Lpm) e saida (0,4 Lpm) foram regulados com
fluxometro a fim de criar uma leve pressdao positiva no olfatbmetro para evitar

contaminacéo pelo ar ndo filtrado.

Figura 1.3 — Olfatometro de dupla escolha tipo “Y”. (1) area de liberacéo (corpo
central - 7,7 x 1,3 cm), local onde o parasitoide é colocado para o inicio do bioensaio, (2)
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e (3) areas onde se recebem os tratamentos (braco 7,0 x 1,3 cm). As linhas amarelas

indicam o sentido de circulagéo do ar.

Fluxo de ar

Figura 1.4 — Sistema de fluxo de ar para execugédo dos bioensaios. 1 — Bomba de
ar, responsavel por gerar o fluxo de ar dentro no sistema, 2 — Filtro de carvao ativado, 3
— Umidificador, 4 — Seringas onde se colocam os papéis-filtro contendo os tratamentos
(n-hexano + composto) ou apenas controle (n-hexano), 5 — Olfatdmetro. Fluxo de entrada:
0,6 mL/min; fluxo de saida: 0,4 mL/min.

Nos bioensaios foi avaliada a resposta do inseto aos diferentes tratamentos
(feromdnios sexuais das espécies selecionadas ou componentes isolados) em relacéo ao
controle (papéis tratados com n-hexano). Os compostos utilizados (Tabela 1.1) foram
diluidos em n-hexano para obter solugdes de diferentes concentragdes (1,0 mg/mL, 0,1
mg/mL e 0,01 mg/mL). Considerando que cada composto foi testado em trés
concentracdes diferentes, foram totalizados quinze tratamentos para cada espécie. Em
cada bioensaio foram utilizados cinco microlitros da solucdo escolhida, colocados
individualmente em papel filtro de 1 cm x 1 cm e introduzidos nas seringas de vidro

descritas anteriormente.

Para cada bioensaio foi colocada uma fémea de T. podisi ou Tr. basalis na area de
liberacdo do olfatdbmetro (extremo do braco principal, oposto a area de escolha) e seu
comportamento foi monitorado por uma camera CCD Sony SPT M324CE durante 10
minutos através de um programa de captura e processamento de imagens (SACAM,

desenvolvido pela equipe de trabalho da Embrapa). As fémeas utilizadas nos
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experimentos de olfatometria possuiam entre 24 e 48 horas na fase adulta e foram
mantidas previamente com machos para garantir que estivessem fecundadas e ndo
possuiam qualquer experiéncia prévia de oviposi¢do. A cada cinco bioensaios foi trocado
o0 olfatémetro (placa de acrilico e placas de vidro) além de se inverter os bragos que
continham os tratamentos a fim de evitar qualquer influéncia da posi¢éo na resposta dos
insetos e evitar a formacao de pseudoréplicas. Individuos que ndo escolheram uma das
solugdes em cinco minutos foram considerados ‘sem resposta’ e nao foram incluidos nas

analises estatisticas. Foram realizados quarenta bioensaios para cada tratamento.

A partir deste procedimento foram utilizadas duas varidveis para analise da resposta,
sendo a primeira a escolha inicial (brago do olfatdmetro onde o inseto entra pela primeira
vez e permanece por mais de vinte segundos) e a segunda o tempo (s) de permanéncia em
cada braco. Enquanto que a escolha inicial do parasitoide entre tratamento e controle foi
comparada utilizando o teste de 2 (Excel, Microsoft), o tempo de residéncia foi
analisado pelo teste de Wilcoxon (plataforma R — R Development Core Team, 2009) a

fim de comparar as médias entre tratamento e controle no olfatdmetro.
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RESULTADOS

O parasitoide T. podisi preferiu os tratamentos Eher3 (x*1 = 0,1; P = 0,002) e Pgui
(x21=0,1; P =0,062), ambos na menor concentra¢do avaliada (0,01 mg/mL) em relacdo
ao controle quando observada a escolha inicial (Figura 1.5). Além disso, T. podisi passou
significativamente mais tempo nas areas de tratamento para as solu¢bes de Nvir (0,1
mg/mL — %21 =0,1; P =0,023), Pgui (0,01 mg/mL — 21 =0,1; P =0,067) e Eher3 (0,01
mg/mL — 21 =0,1; P =0,010) em relagéo ao controle (Figura 1.6).

Eherl Eher2
30 30
25 25
Ne 20 20
de 15 15
insetos 1 10
5 5
0 0
1 0,1 0,01 1 0,1 0,01
Eher3 Pgui
30 30
25 25
Ne
20 20
de
15 15
insetos
10 10
5 5
0 0
1 0,1 0,01 ** 1 0,1 0,01 *
Nvir
30
25
ne 20 ——Controle ——Tratamento
de
15
insetos
10
5
0
1 0,1 0,01

Dose (mg/mL) Dose (mg/mL)

Figura 1.5 — Escolha inicial, representada pelo nimero de insetos de T. podisi por bracos
do olfatémetro (tipo “Y™) tratados e ndo-tratados (controle) com solugdes de diferentes
concentracdes do feromdnio sexual de diferentes espécies de percevejos. A comparagdo
entre 0 numero de insetos escolhendo o tratamento e controle para cada feromonio e
concentracdo foi realizada com teste %2. *0,05>P>0,01, **0,01>P>0,001 e ***P< 0,001.
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(A)
0,01 mg/ml 30(0)
Nvir 0,1 mg/ml 30(8)
1,0mg/ml PR e 30(2)
0,01 mg/ml 35(9)
pgui O1me/m! 35 (6)
1,0mg/ml 31(9)
0,01 mg/ml 34 (2)
Eher3 0,1 mg/mi — 33(5)
1,0mg/ml 30 (3)
0,01 mg/ml = 30(5)
Eher2 0.1mg/ml 30(5)
1,0mg/ml 39(4)
0,01 mg/ml —= 30(5)
Eherl 0.1ms/ml 36 (7)
1,0mg/ml 30 (4)

250 150 50 50 150 250

OControle M Tratamento

Tempo médio de permanéncia (s)

Figura 1.6 — Tempo de residéncia (média £ EP — Erro Padrdo) de T. podisi olfatdmetro
tipo “Y” com diferentes feromonios sexuais de percevejos em trés concentracdes (1,0
mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL) e n-hexano utilizado como controle. A comparagao
entre os tempos de residéncia nas areas de tratamento e controle para cada feromonio e
concentracdo e o controle foi realizada com o teste estatistico de Wilcoxon, sendo que
*0,05>P>0,01, **0,01>P>0,001 e ***P< 0,001. Os numeros ao lado direito do grafico
representam o total de bioensaios em que o inseto apresentou resposta e 0s nimeros entre

parentéses representam o nimero de bioensaios onde nao houve resposta.

No caso da escolha inicial em Tr. basalis o parasitoide preferiu o tratamento para
a mistura completa do feromonio sexual de E. heros (Eherl) nas concentracGes de 1,0
mg/mL (x% = 0,1; P = 0,007) e 0,1 mg/mL (x*+ = 0,1; P = 0,050) e Eher3 a 1,0 mg/mL
(¥1 = 0,1; P = 0,010). Ao avaliar a mistura feromonal de N. viridula (Nvir) nas
concentragdes de 0,01 mg/mL (x?1 = 0,1; P = 0,067) e 1,0 mg/mL (x> = 0,1; P = 0,048)
Tr. basalis mostrou preferéncia pelos controles em relacédo ao tratamento (Figura 1.7).
Quando considerado o tempo de residéncia, Tr. basalis passou significativamente mais

tempo no tratamento quando foram avaliadas as solugdes de Pgui (1,0 mg/mL — %1 =0,1;
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P =0,010), Eherl (1,0 mg/mL — % =0,1; P = 0,010 e 0,1 mg/mL %?1 =0,1; P = 0,021) e
Eher3 (1,0 mg/mL — %1 = 0,1; P = 0,027) em relago ao controle (Figura 1.8).

Além da variacao na resposta das duas espécies em relagdo aos tratamentos, pode-
se observar também a diferenca entre a dose necessaria para elicitar o comportamento de

atracdo pelo parasitoide para cada composto.

Eher 1 Eher2
30 30
25 25
Ne 20 20
de 15 15
insetos 19 10
5 5
0 0
1 %k 01 * 0,01 1 0,1 0,01
Eher3 Pgui
30 30
25 25
NE 20 20
de i5 15
insetos 44 10
5 5
0 0
1 ¥ 0.1 0,01 1 0,1 0,01
Nvir
30
25
Ne 20 —Controle Tratamento
de i
insetos 10
5
0
1 % 0,1 0,01 *
Dose (mg/mL) Dose (mg/mL)

Figura 1.7 — Escolha inicial, representada pelo nimero de insetos de Tr. basalis por
bracos do olfatdbmetro (tipo “Y™) tratados e ndo-tratados (controle) com solugdes de
diferentes concentracdes do feroménio sexual de diferentes espécies de percevejos. A
comparacdo entre o numero de insetos escolhendo o tratamento e controle para cada
feromonio e concentragéo foi realizada com teste 2. *0,05>P>0,01, **0,01>P>0,001 e
***P< (,001.

19



(A)

0,01 mg/ml 30(5)
Nvir 0,1 mg/ml 30(5)
1,0mg/ml 31(3)

0,01 mg/ml 30(50

Pgui 0.1mg/ml 30(10)
1,0mg/ml 39(9)

0,01 mg/ml 31(8)

Eher3 o,1mg/ml 34(10)

1,0mg/ml 30(11)

0,01 mg/ml 33(12)

Eher2 0,1mg/ml 33 (8)
1,0mg/ml 31(9)

0,01 mg/ml 30(10)

Eher1 0.1mg/ml 31(13)
1,0mg/ml 31(9)

300

200

100 0 100 200

OControle M Tratamento

300

400

Tempo de permanéncia (s)

Figura 1.8 — Tempo de residéncia (media + EP — Erro Padrdo) de Tr. basalis olfatbmetro

tipo “Y” com diferentes feromonios sexuais de percevejos em trés concentracfes (1,0

mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL) e n-hexano utilizado como controle. A comparacao

entre os tempos de residéncia nas areas de tratamento e controle para cada feromonio e

concentracdo e o controle foi realizada com o teste estatistico de Wilcoxon, sendo que
*0,05>P>0,01, **0,01>P>0,001 e ***P< 0,001. Os numeros ao lado direito do grafico

representam o total de bioensaios em que o0 inseto apresentou resposta e 0s nUmeros entre

parentéses representam o nimero de bioensaios onde nao houve resposta.
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DISCUSSAO

A resposta de T. podisi e Tr. basalis a diferentes componentes de feromonios
sexuais de pentatomideos mostrou diferenca entre as espécies de parasitoides tanto em
relacdo aos compostos que atrairam significativamente os parasitoides quanto as

concentracgdes utilizadas nos bioensaios.

Em relacéo aos feromdnios sexuais de E. heros, T. podisi foi atraido ao tratamento
Eher3 (0,01 mg/mL) quando observada a escolha inicial e o tempo de residéncia em
relacdo ao controle. Quanto a Tr. basalis, 0 mesmo foi atraido significativamente para a
solucdo com os trés componentes do feromoénio sexual de E. heros (Eherl) em duas
concentragdes (1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL) em relacdo ao controle e permaneceu por mais
tempo nas areas tratadas com as solugdes Eherl (1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL) e Eher3 (1,0

mg/mL).

Apesar de existirem trabalhos que relatam a atracdo de T. podisi ao 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila em experimentos conduzidos em arena fechada (Silva et al., 2006)
e em campo (Borges et al., 1998), o parasitoide ndo foi atraido pelo mesmo composto nos
bioensaios em olfatbmetro Tipo “Y”. Diferencas na concentracdo dos compostos nos dois
tipos de arenas podem explicar as diferentes respostas observadas no parasitoide quando
observado os diferentes tratamentos. Inclusive, em arenas fechadas a concentracéo apds
determinado periodo pode ser homogénea na area, fato que ndo ocorre no olfatbmetro. A
solucdo Eher3 (2,6,10-trimetil decadienoato de metila), correspondente ao componente
que aparece em maior propor¢do na mistura feromonal de E. heros, capaz de promover a
atracdo do parasitoide em bioensaios em arenas fechadas também elicitou essa resposta
no olfatbmetro (Silva et al., 2006), enquanto que a mistura completa do feromonino
sexual (Eherl - 2,6,10- trimetil tridecanoato de metila; 2,6,10- trimetil dodecanoato de

metila; (2E,42)- decadienoato de metila) ndo atraiu fémeas de T. podisi.

O (2E,4Z)- decadienoato de metila € um composto presente em varias espécies do
género Euschistus (Pareja et al., 2007) e que 0 mesmo é liberado em maiores quantidades
quando E. heros sofre stress alimentar, mudando sua proporg¢éo entre 53% a 80% (Moraes
et al., 2008b). Assim, este composto pode se apresentar no ambiente em maiores
concentragdes que os outros componentes, facilitando a sua detectabilidade pelo
parasitoide, o que pode favorecer a selecédo de individuos com capacidade de utilizar este

volatil como pista.
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Trissolcus basalis foi atraido para a mistura completa do feroménio sexual de E.
heros e, apesar de ndo haver relatos na literatura da influéncia de seus volateis no
comportamento de Tr. basalis, Borges et al., (1998) capturaram Trissolcus urichi
(Crawford) e Trissolcus teretis (Johnson) ao utilizar armadilhas iscadas com 2,6,10-
tridecanoato de metila. A resposta de Tr. basalis ao feroménio de E. heros nédo foi a
predita pela hipdtese proposta neste trabalho, considerando que E. heros ndo é um
hospedeiro preferencial de Tr. basalis. No entanto, ndo se deve descartar a hipotese de
condicionamento pré-imaginal ou condicionamento dos adultos recentemente emergidos
ja que os insetos utilizados neste trabalho foram criados por varias geracdes (+50) em
ovos de E. heros e pelo fato que analises quimicas do cérion de ovos deste percevejo
revelaram tracos do feromonio sexual da espécie (Raul Laumann, comunicacao pessoal).
O rol do condicionamento pre-imaginal na modulagdo da resposta de parasitoides € um
fato bem demonstrado na literatura (Gandolfi et al., 2003; Gutiérrez-1bafez et al., 2007;

Kaiser et al., 2008) e recentemente foi comprovado para T. podisi (Tognon et al. 2013).

Quanto a solucdo Pgui (7R-(+)-B-sesquifelandreno), ambas as espécies
responderam ao composto ainda que em concentracdes diferentes. Esta tambem foi uma
resposta ndo predita pela hipotese de preferéncia proposta neste trabalho. Uma razéao para
justificar o comportamento observado em ambas as espécies de parasitoides poderia estar
associada ao fato de que 0s sesquiterpenos sao compostos muito comuns na natureza,
geralmente produzidos pelas plantas apds injarias de herbivoria e, também séo
comumente encontrados em feroménios e outros volateis produzidos por diferentes
espécies de percevejos da familia Pentatomidae (Leal et al., 1998; Weissbecker et al.,
2000; McBrien et al., 2002; Hoballah et al., 2002; Huh et al., 2006). Assim, a resposta ao
feromonio de P. guildinii pode se considerar como parte de uma resposta generalizada a
este grupo de terpenos que estaria relacionada com a identificacdo e reconhecimento de

habitats e locais onde se encontram os hospedeiros.

A solugdo do feromonio sexual de Nezara viridula (Nvir) atraiu T. podisi na
concentracdo de 0,1 mg/mL e sugere que pode haver efeito de repeléncia para Tr. basalis
nas concentragdes de 1,0 mg/mL e 0,01 mg/mL. No caso de T. podisi, pode-se supor,
assim como na solucdo Pgui, que devido aos componentes formadores do feroménio
sexual de N. viridula estarem presentes em mais de uma especie da familia Pentatomidae
(Moraes et al., 2012), a atragdo pode representar um comportamento generalista na

resposta ao feromdnio sexual de percevejos relacionado ao habito polifago deste
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parasitoide (Orr, 1982, Corréa-Ferreira e Moscardi, 1994). No caso de Tr. basalis pode-
se elaborar duas hipdteses que justifiquem seu comportamento, sendo a primeira a
anteriormente citada do condicionamento pré-imaginal ou na emergéncia dos adultos e a
segunda que esta espécie de parasitoides nao utilize feromoénios sexuais deste hospedeiro
no comportamento de busca ou que o uso destas pistas se realize num contexto

multimodal.

O forrageamento das fémeas dos parasitoides inclui uma série de passos
comportamentais sequenciais, que incluem: a localizacdo do habitat do hospedeiro, a
localizag@o do hospedeiro, o reconhecimento do hospedeiro, a aceitacdo do hospedeiro e
a adequacdo do hospedeiro (Vinson, 1998, Steidle e van Loon, 2002). No caso especifico
de Trissolcus basalis e Telenomus podisi a localizagéo do habitat e do hospedeiro pode
estar influenciada por volateis de plantas induzidos por herbivoria (Colazza et al., 2004,
Moraes et al., 2005, 2008) e volateis extraidos das glandulas metatoraxicas de diferentes
percevejos e geralmente associados a funcbes defensivas (feromoénios de alarme)
(Laumann et al., 2009). Neste Ultimo caso a resposta observada foi seletiva e relacionada
com a preferéncia de hospedeiros, embora os compostos isolados, quando avaliados
individualmente, promovam um comportamento mais generalista, possivelmente pelo
fato que estes compostos podem estar presentes nas misturas das glandulas de mais de
uma espécie de percevejos (Pareja et al., 2007).

Para explicar a utilizacdo de compostos volateis por insetos na busca e selecao de
hospedeiros Vet et al. (1991) sugerem a hipotese da detectabilidade-confiabilidade pela
qual o uso de estimulos pelos parasitoides durante a procura por hospedeiros depende da
disponibilidade do sinal. Sinais que sejam mais faceis de serem detectados, ainda que de
baixa qualidade de informacdo (por exemplo ndo indicam diretamente a presenca ou
identidade do hospedeiro), podem ser preferidos frente a sinais com alta qualidade de
informac&o, mas dificeis de serem detectados. A taxa de emissdo mais elevada e constante
dos compostos presentes nas glandulas metatoracicas de percevejos, em relacdo aos
feromonios sexuais (Pareja et al., 2007; Moraes et al., 2008b) podem resultar em maiores
concentragfes e permanéncia dos mesmos no ambiente. Este tipo de estimulo mais
facilmente detectavel poderia ser utilizado pelos parasitoides de ovos, especificamente
Tr. basalis, em relacéo a estimulos encontrados em menores concentragdes ou de forma
esporadica no ambiente, como é o caso dos feromdénios sexuais. Para confirmar esta

hipbtese seria necessario contrastar a resposta dos parasitoides utilizados neste trabalho
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aos feromonios sexuais e extratos de glandulas metatoracicas de percevejos e,
adicionalmente, avaliar a sensibilidade de deteccdo de ambos os tipos de volateis em
estudos de eletroantenografia e dos receptores destes compostos (identificacdo e
caracterizacdo de proteinas receptoras de odores, ver Capitulo 2, p. 27-28 desta

dissertacéo).

Os parasitoides procuram hospedeiros em ambientes quimicamente complexos
influenciados pela diversidade vegetal, de suas presas e de outros organismos presentes
nos ecossistemas, esta complexidade pode variar em escala temporal e espacial (Waschke
et al., 2013). A esta complexidade pode se somar o fato que em parasitoides generalistas
as estratégias de forrageio podem ser plasticas, ndo se baseando em um Unico mecanismo
ou utilizacdo constante e inalterada de sinais/pistas, podendo ser influenciadas pelas
caracteristicas da historia de vida dos parasitoides, como tamanho corporal, grau de
especializacao e forma de reproducdo (Steidle e van Loon, 2002, Waschke et al., 2013).
A propria condigdo do inseto pode ser fundamental para determinar seu comportamento
(Sznajder et al., 2010) que pode variar em relacéo a sua condi¢éo fisiologica (alimentacao,
idade, estado reprodutivo), sua experiéncia prévia e a plasticidade fenotipica da espécie
e/ou o pool génico da populacdo (Sznajder et al., 2010, Heil, 2014). Assim as respostas
de T. podisi e Tr. basalis para os feromonios sexuais de percevejos observadas neste
trabalho precisam ser comprovadas em situagfes onde 0s parasitoides encontrem
ambientes mais complexos (mistura de diferentes estimulos) ou uma sequéncia de
estimulos que represente a sequéncia encontrada na natureza e proposta no modelo

sugerido por Laumann et al. (2011)

A relacdo encontrada entre as duas espécies de parasitoides estudadas e a
concentracdo-0tima para elicitar uma resposta olfativa de atracdo foi antagonica.
Enquanto Tr. basalis seguiu o padrdo previsto na literatura (Byers, 2013) de que, em um
determinado intervalo de concentragdo, o aumento da dosagem utilizada nos bioensaios
esta relacionado com um aumento na resposta ao tratamento, T. podisi mostrou resposta
inversa. No caso de T. podisi, nas solu¢fes Eher3 e Pgui o inseto respondeu apenas para
as concentragoes de 0,01 mg/mL, enquanto que para Nvir houve resposta apenas na
concentracdo de 0,1 mg/mL. Tilden e Bedard (1988) demonstraram que 0 aumento da
concentracédo do terpeno verbenona liberado pelo pinheiro Pinus ponderosa (Lawson) é
capaz de inibir o comportamento gregario e reprodutivo de Dendroctonus brevicomis

(LeConte), mostrando uma relacdo inversamente proporcional e diminuindo a incidéncia
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do inseto no local. No entanto, a razéo de T. podisi nédo ser atraido quando apresentado a
doses mais elevadas do feromonio sexual de seu hospedeiro ndo deve seguir 0 mesmo
raciocinio observado na relagdo entre P. ponderosa e D. brevicomis tendo em vista a
diferenca nas relacdes ecoldgicas encontradas entre ambos os casos. Uma justificativa
para 0 comportamento de T. podisi pode estar associado ao nimero de receptores de
membrana e OBPs disponiveis para elicitar essa resposta na antena do inseto, sendo que
a saturacdo dos mesmos pode impedir que o inseto consiga discriminar regides mais ou
menos concentradas de determinado volatil e tomar uma decisdo de seguir a pluma de
odor. Baker e Roelofs (1981) e Byers (2007, 2012) demonstraram em experimentos de
campo que existe um limiar étimo de dosagem de feromdnio para captura de machos de
lepiddpteros, sendo que apesar de inicialmente o aumento da dosagem utilizada estar
relacionado com o aumento de captura, ap6s uma determinada dosagem os machos

iniciam o comportamento de procura longe da fonte de odor.
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CONCLUSAO

Ambos os parasitoides estudados mostraram respostas seletivas em relagdo aos
compostos avaliados e suas respectivas concentra¢des. No entanto, a resposta observada
diferiu da hipotese inicial de que a resposta dos parasitoides aos compostos sintéticos
estaria relacionada com a sua preferéncia de hospedeiros. Mais estudos sdo necessarios a
fim de compreender 0s mecanismos que regem 0s mecanismos de busca de hospedeiros
e 0s estimulos envolvidos. Em relacdo a segunda hipotese de que a resposta aos
feromonios sexuais é dose-dependente e pode variar segundo as espécies consideradas,
pdde-se observar que houve diferenca na concentragdo-6tima para cada uma das duas
espécies observadas, podendo indicar diferencas entre os parasitoides na sensibilidade de
percepcao dos volateis das espécies.
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Capitulo 2
Analise da expressdo de transcritos potencialmente

relacionados a olfacdo de Telenomus podisi em funcédo da

estimulacéao feromonal de hospedeiros
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INTRODUCAO

A recepcdo e processamento de moléculas de odores por um inseto constitui um
mecanismo dindmico de comunicacdo entre sistema nervoso periférico (recepcao) e
sistema nervoso central (processamento). Esse processo ocorre nas sensilas, que sao
estruturas pilosas e inervadas distribuidas por toda a superficie do corpo do inseto,
principalmente nas antenas, e que apresentam funcdes sensoriais quimicas (olfacdo e
gustacdo) e mecénicas (térmica, mecanorreceptora, entre outras) (Schneider, 1964). No
caso das sensilas que apresentam funcao sensorial quimica, elas podem ser diferenciadas
através da presenca de um poro em sua extremidade (gustacdo) ou de maultiplos poros
espalhados por sua superficie (olfacdo) (Zacharuk, 1980; Isidoro et al., 2001; Rocha et
al., 2007). Esses poros sdo 0s responsaveis por permitir a entrada de moléculas de odor

ou gustacdo na linfa sensilar e possibilitar a elicitacdo de uma resposta neurologica.

A estrutura interna da sensila é diferenciada de acordo com sua funcéo.
Basicamente, qualquer sensila é composta por terminag¢fes nervosas que se ligam a ela
para a interpretacdo de sinais provenientes da mesma, células-suporte que secretam a linfa
sensilar e as proteinas envolvidas na percepcdo dos sinais recebidos. Em sensilas
mecénicas as terminagdes nervosas se ligam a base da sensila e sdo estimuladas através
de sua movimentacdo e/ou vibracdo. No caso de sensilas quimicas os dendritos percorrem
internamente o “corpo” da sensila a fim de receber as moléculas que desencadeiam uma

resposta (Figura 2.1) (Chapman, 2013).
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Figura 2.1 — llustracdo dos componentes ultraestruturais do sistema olfatério dos insetos
(A) Representacdo de uma sensila multiporosa. (B) Representacdo do limen e proteinas
responsaveis pela captacdo de moléculas de odor (OBP), elicitacdo do sinal elétrico (OR)
e degradacdo da particula de odor (ODE). Fonte: Chapman (2013).

Assim que uma molécula de odor ultrapassa o poro da sensila e encontra a linfa
sensilar (caracterizada pela sua polaridade e pH variado) uma classe especifica de
proteinas sera responsavel por interceptar essa particula e tranporta-la até proteinas de
membrana, presentes nos dendritos dessa sensila chamadas Receptores de Odores — ORs
(do inglés, Odorant Receptor), onde a resposta neuroldgica (potencial de acdo) sera
desencadeada. Essas proteinas responsaveis pelo transporte sdo chamadas de Proteinas
Ligantes de Odor — OBPs (do inglés, Odorant Binding Proteins) e podem ser
diferenciadas funcionalmente entre OBPs gerais (por exemplo, ligantes a volateis de
plantas) ou PBPs (do inglés, Pheromone Binding Proteins) especificas (feromoénios
sexuais, alarme e cairomdnios) (Figura 2.1B). A principal funcdo destas proteinas €
permitir que as moléculas de odor, que em sua maioria sdo compostos lipofilicos, ndo
soluveis em &gua, atravessem a linfa sensilar e alcancem as proteinas de membrana
(ORs). Além dessas proteinas ligantes, uma terceira classe € descrita na literatura como
proteinas quimosensoriais — CSP (do inglés, Chemosensory Protein), caracterizada por
algumas diferencas em sua estrutura primaria e distribuicdo em outras partes do corpo do
inseto alem de antenas e palpos maxilares (i.e. pernas, asas e abdomen) (Ban et al., 2003).

No entanto, a literatura recente sugere que apesar das diferengas na estrutura primaria, as
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CSPs desempenham um papel muito semelhante as OBPs (Pelosi et al., 2005; Lovinella
etal., 2013).

A especificidade da resposta comportamental dos insetos em relacdo a identidade
das moléculas de odores tem sido estudada nos ultimos anos com a finalidade de
compreender 0s mecanismos de recepc¢do e processamento periférico de sinais quimicos
(Hua et al., 2012; Leal, 2012). Diversos estudos apontam a importancia na identificacao
das OBPS a fim de compreender a discriminacdo de particulas de odores e mudancas
comportamentais dos insetos no ambiente (Field et al., 2000; Justice et al., 2003).
Steinbrecht (1996) propds que as OBPs podem responder seletivamente aos odores do
ambiente, discriminando moléculas relevantes de “ruidos”. Wojtasek et al., (1998)
demonstraram que a associacao entre as OBPs e outros componentes relacionados a
olfacdo (ORs e neur6nios envolvidos) poderiam ampliar a variedade de formas de
percepcao de moléculas quimicas. Assim, a identificacdo e validagdo funcional tanto de
OBPs quanto de ORs tem apresentado um novo paradigma para compreender a forma em
que os insetos interpretam os estimulos quimicos do meio ambiente e as causas proximais
do seu comportamento.

De acordo com Fan et al. (2011) as OBPs sdo compostas por aproximadamente
150 residuos de aminoéacidos, possuem seis a-hélices, trés pontes de dissulfeto, presenca
de peptidio-sinal na extremidade amino-terminal e ponto isoelétrico (pl) geralmente
acido. Podem ser classificadas estruturalmente em quatro categorias, dependendo da
quantidade de residuos conservados de cisteina encontrados em sua estrutura protéica
primaria, sendo estas: (1) OBP classica (seis residuos de cisteina conservados), (2) Plus-
C (um residuo de prolina conservado mais dois residuos adicionais de cisteina) (Zhou et
al., 2003), (3) Minus-C (namero de residuos de cisteina menor que seis) (Li et al., 2013)
e (4) OBP atipica (regido C-terminal longa, comum em insetos hemat6fagos) (Xu et al.,
2003). No caso das OBPs classicas, seus seis residuos conservados de cisteinas formam
trés pontes de dissulfeto, conferindo estruturacdo terciria da proteina adequada para
interagir com os ligantes. O funcionamento das OBPs, também revisado por Fan et al.
(2011), esta associado a sua capacidade de ligar e liberar particulas de odor. Esse processo
ocorre através da diferenca de pH na linfa sensilar que permite alteragdes na estrutura
tridimensional das OBPs. A ligagcdo ocorre em pH mais basico (> 6), na linfa sensilar e a

liberagdo em pH mais acido (< 4,9) proximo aos dendritos das terminacgdes nervosas.
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Além das OBPs e ORs, existe uma terceira classe que degrada as moléculas de
odor logo apds seu contato com uma OR: as Enzimas Degradadoras de Odores — ODEs
(do inglés, Odorant Degrading Enzymes) (Figura 2.1B). Essas enzimas Sao responsaveis
por evitar que as moléculas de odor ligadas a uma OR continuem a estimula-la, gerando

uma interpretacdo defasada do ambiente em tempo e/ou espaco.

As mudancas comportamentais derivadas da experiéncia durante a vida das
fémeas de parasitoides, podem ser um fator decisivo no aumento da sua capacidade
reprodutiva (Dauphin et al., 2009), por permitir: (1) reducdo do tempo de busca por
hospedeiros com a consequente reducdo em gasto de energia e (2) reconhecimento e
discriminacdo de sinais confiaveis dentro do contexto em que o inseto se encontra (Vet e
Groenewold, 1990; Vet et al., 1990; Turlings et al., 1993). Essas mudancas
comportamentais derivadas de experiéncias com recompensas positivas ou negativas,
chamada de aprendizagem associativa, podem ser induzidas tanto a partir de estimulos
quimicos (olfativos e tateis) (Meiners et al., 2003) como visuais (van Nouhuys e
Kaartinen, 2008). No entanto, a relacdo entre aprendizagem associativa e as alteragdes

fisiolGgicas no sistema nervoso periférico do inseto permanecem incerta.

Vérias ferramentas de bioquimica e de biologia molecular vem sendo utilizadas
para identificar e estudar a funcdo de OBPs e ORs (Huaet al., 2012; Li et al., 2014; Zhang
et al., 2014). Dentro da biologia molecular, o estudo da populacdo de transcritos (i.e.
produto da transcrigdo do DNA, referindo-se, nesse caso, a0 RNA mensageiro — mRNA)
presentes em uma amostra biolégica num dado momento, também conhecido como
transcriptoma, tém sido utilizado como peca-chave na prospeccdo das moléculas-alvo.
Devido ao fato das OBPs compreenderem a primeira etapa na captacao de particulas de
odor e por serem de facil extracdo, constituem o componente molecular da olfacdo mais
identificado. Até o presente momento foram identificadas mais de 5.180 OBPs em 40
espécies de insetos distribuidas em 10 ordens (Zhou et al., 2010), dentre essas, 217 foram
identificadas em 36 espécies de himendpteros, principalmente em abelhas, formigas e
vespas parasitoides, tal como Nasonia vitripennis (Vieira et al., 2012) e Cotesia vestalis
(Nishimura et al., 2012). A identificagdo e validacdo desses transcritos ou de suas
respectivas proteinas tem ajudado a esclarecer a forma que o inseto interpreta os sinais

do meio ambiente e as causas proximais do seu comportamento.
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OBJETIVO GERAL

Identificar transcritos relacionados a olfacdo em T. podisi e analisar a expressao

génica das potenciais OBPs encontradas.
Os objetivos especificos foram:

(1.1) Identificar transcritos relacionados a olfacdo em T. podisi via anélise

transcriptomica.

(1.2) Caracterizar potenciais OBPs identificadas e analisar sua similaridade com as
demais OBPs identificadas em outras espécies de insetos, incluindo os

hospedeiros preferenciais.

(1.3) Analisar a expressao das potenciais OBPs em funcdo da exposicdo de fémeas de
T. podisi a diferentes experiéncias olfativas frente a feromoénios de seus

hospedeiros.
HIPOTESES

(1.1) T. podisi expressa transcritos relacionados a captacdo de semioquimicos, tais
como OBPs (incluindo CSPs), ORs e ODEs.

(1.2) Diferentes OBPs identificadas a partir do transcriptoma de T. podisi podem
apresentar similaridade com OBPs de outros insetos, principalmente com o0s
hospedeiros, dependendo se captam os mesmos odores e da distancia evolutiva.

(1.3) A exposicdo aos componentes do feromonio sexual de hospedeiros pode

modificar o perfil de expressdo de OBPs do parasitoide.
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MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen) em Brasilia — DF nos laboratorios de Semioquimicos e de
Bioguimica e Biologia Molecular.

1. Prospeccao e caracterizacdo de transcritos relacionados a olfacdo
a) Preparo das amostras para analise transcriptémica

Fémeas acasaladas sem qualquer experiéncia prévia de oviposi¢do e machos com
aproximadamente 20 dias de idade, contando a partir da emergéncia dos adultos, foram
utilizados para a extracdo do RNA total através do reagente TRIzol (Invitrogen), baseado
na metodologia descrita por Chomczynski e Sacchi (1987). Em seguida, foi realizada a
purificacdo atraves do kit PureLink RNA Mini Kit e armazenagem a -80°C. Para analise
transcriptémica, 1 g de RNA total foi transferido para microtubo do tipo RNA stable
(Biomatrica®) e, em seguida, feita a secagem em centrifuga a vacuo. A integridade e
qualidade do RNA foram avaliadas utilizando o equipamento 2100 Bioanalyser (Agilent),
sendo o valor de integridade do RNA (RIN, do inglés — RNA Integrity Number) = 7,0.
Tanto a construcdo da biblioteca de RNA-Seq quanto o servigo de sequenciamento
(plataforma Illumina GAIIX, 1 lane, 100 pb, paired-end) foram executados pela empresa
Beijing Genomics Institute (BGI), China.

b) Analise transcriptdmica do parasitoide T. podisi

As sequéncias de DNA obtidas pelo sequenciamento do transcriptoma serdo aqui
mencionadas como reads, sendo que as mesmas foram obtidas em formato Fastq.
Inicialmente, fez-se o controle de qualidade para retirar fragmentos de vetor,
ambiguidades e fragmentos menores que o desejado através do programa Trimmomatic
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) utilizando-se 0s parametros:
leading 3, trailing 3, sliding Windows 4:15 e tamanho minimo de 36 pb (Bolger et al.,
2014). Em seguida, antes de agrupar as reads sequenciadas e formar os contigs (conjunto
de reads sobrepostas que representam uma regido consenso de DNA), as mesmas foram
submetidas ao programa VelvetOptimizer 2.2.5
(http://bioinformatics.net.au/software.velvetoptimiser.shtml) para estimar o melhor k-

mer no intervalo de 15-47 k-mers para realizar a montagem. A montagem das reads foi
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feita inicialmente pelo programa Velvet (versdo 1.2.0.7) e, em seguida, 0 programa Oases
(verséo 0.2.0.8) foi utilizado em analise de novo, considerando que ndo havia um genoma

de referéncia para auxiliar na montagem (Schulz et al., 2012).

Para procurar por transcritos relacionados a olfacdo e de potenciais genes de
referéncia, os transcritos montados (contigs) foram contrastados no banco de dados nao
redundante do National Center for Biotechnology Information (NCBI) através do
programa BLASTX (Conesa et al., 2005). A partir disso, utilizou-se o programa Blast2GO
e 0 GeneOntology (GO) para que os contigs pudessem ser categorizados de acordo com
a potencial funcdo molecular (Ashburn et al., 2000). Os dados brutos do sequenciamento
do transcriptoma e os resultados da montagem dos transcritos foram depositados no
GenBank nos acervos Sequence Read Archive (SRA) e Transcriptome Shotgun Assembly
(TSA), respectivamente. Adicionalmente, as potenciais OBPs foram depositadas
individualmente no GenBank utilizando-se a ferramenta BankIT. Todos os cddigos de

acesso estdo descritos em Resultados.
c) Caracterizacdo in silico e analise de similaridade

As potenciais OBPs full-length (regido codificante completa) foram submetidas a
algumas analises in silico para predizer a sequéncia deduzida de aminoacidos (Expasy
Translate Tool - http://web.expasy.org/translate/), ponto isoelétrico (pl) e massa
molecular (MW) (para ambos foi utilizado o programa Compute pl/Mw,
http://web.expasy.org/compute_pi/), peptideo-sinal (SignalP 4.1,
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011) e estrutura secundaria

(JPred, http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) (Cole et al., 2008).

A busca por ort6logos no NCBI foi realizada utilizando o algoritmo BLASTX. Os
ortdlogos com funcéo predita de OBP, sobreposicdo de alinhamento (area de cobertura)
> 70% com identidade minima de 30% e valor esperado de significancia (valor-E) < 9e-
20, foram selecionados para andlise de similaridade no Clustalw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).  Adicionalmente,  foram  também
incluidassequéncias deduzidas de aminoacidos de nove potenciais OBPs de percevejos
pentatomideos (Farias et al., dados ndo publicados), sendo quatro delas de Chinavia ubica

(Rolston), uma de Dichelops melachantus (Dallas) e quatro de E. heros. A analise de
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similaridade no ClustalW2 foi realizada utilizando-se o0s parametros padrdes do

programa.

A fim de tragar uma relagdo evolutiva das potenciais OBPs identificadas para T.
podisi com as de outros himenopteros, fez-se a analise filogenética pelo programa MEGA
6.06 (Tamura et al., 2007) com mil réplicas de bootstraps utilizando-se 0 método de
agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) pela distancia-p e delecéo pareada de gaps.
Para isso, foram obtidas 217 sequéncias deduzidas de aminoécidos das OBPs de
himendpteros do GenBank, sendo 36 sequéncias de Solenopsis spp. (18 espécies), 90

sequéncias de N. vitripennis e 42 de Apis spp.
2. Anélise da expressdo génica
a) Bioensaio de estimulacao feromonal de fémeas de T. podisi

Fémeas de T. podisi foram transferidas para gaiolas (25 cm?) contendo papel filtro
inoculado com 1 pL da solucdo de bioensaios e alimentadas com mel puro. Neste
experimento foram utilizadas apenas as solugdes mencionadas no Capitulo 1 (Tabela 1.1)
nas quais as fémeas de T. podisi responderam positivamente ao tratamento durante os
bioensaios de olfatometria, sendo elas: Nvir (0,1 mg/mL), Pgui (0,01 mg/mL), Eher3
(0,01 mg/mL) e dois controles negativos (CN - auséncia de papel filtro e n-hexano e CP
- papel filtro contendo 1 pL de n-hexano), totalizando cinco tratamentos. Para cada
tratamento foram utilizadas 150 fémeas de 12 a 24 horas de vida em um Gnico grupo.
Apbs 20 minutos o papel filtro foi retirado, deixando apenas o composto volatilizado
dentro da gaiola para, em seguida, aguardar 24 horas antes do inicio da extracdo de
MRNA.

b) Extracdo de mMRNA e sintese de cDNA

A extragdo, purificagdo e quantificacdo do RNA total das fémeas proveniente de
cada um dos tratamentos e dos grupos-controle foram realizados conforme metodologia
descrita no topico ‘a’, item 1. O RNA total extraido foi quantificado por
espectrofotometria a 260 nm em NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific®), avaliando-se a presenga de contaminantes (fenol e proteinas) pela razdo das
absorbancias 260/280 nm e 260/230 nm. O RNA total (3,6 a 5,8 ug) foi tratado com

DNase I/RNase-free (Thermo Scientific) de acordo com manual do fabricante, utilizando
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uma unidade de DNase para cada micrograma de RNA total, e armazenadas em
ultrafreezer a -80°C. A sintese do DNA complementar (cDNA) para cada amostra foi
realizada utilizando-se o kit SuperScript® Ill First-Strand (Synthesis Supermix), de
acordo com o protocolo do fabricante, e armazenadas em freezer a -20°C. Para cada
reacao do Kit foi convertido 0,5 pg de RNA total em 20 pL de volume final de cDNA,

normalizando o produto final entre os tratamentos.

c) Analise da expressao génica

A analise da expressao génica nos diferentes tratamentos foi realizada por PCR
quantitativo em Tempo-Real (RT-gPCR, do inglés Real Time quantitative PCR). Foram
desenhados um par de oligonucleotideos (primers) para cada potencial transcrito
relacionado a olfacdo de T. podisi e para os candidatos a genes de referéncia, utilizando-
se 0 programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) e sua capacidade de
anelamento no programa Sequence Manipulation Suite

(http://www.bioinformatics.org/sms2/). Cinco candidatos a genes de referéncia foram

selecionados por potencialmente possuirem expressdo constitutiva e ndo sofrerem
alteracdo da expressdo génica em funcdo dos tratamentos a serem testados, sendo eles:
actina, miosina, tubulina, ribossomo 40S e citocromo P450. As sequéncias de todos os
oligos constam na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Oligonucleotideos desenhados para analise da expressao por RT-gPCR dos
potenciais transcritos completos relacionados a olfacdo de semioquimicos e de genes de
referéncia no parasitoide T. podisi. Produtos de amplifica¢do de 100 pb.

Genes-Alvo Produto de Amplificagdo Sequéncia (5'-3')
Referéncia Miosina Forward GCTCTGCTGGACGAGGAATG
Miosina Reverse ACTTCGGATGCACGTTGTGT

Ribossomo 40S Forward  CTGCTCTTCGTGCTTTGGCT
Ribossomo 40S Reverse ACCACCCTTTCTGCGAGTTG
Citocromo P450 Forward GCGGCCACTGAGAAACAAAC
Citocromo P450 Reverse  CCGCACACTCGATGAGAATGT

Tubulina Forward CCATCAGGGTGAGAAACTGC
Tubulina Reverse TGAATGACACAGAACGAAACCT
Actina Forward AAATCTCAGCGACCTCATCG
Actina Reverse GCCAGAGTCCTTATCCTTTGC

OBP TpodOBP1 Forward GGTCCAGATGGTACACGACC
TpodOBP1 Reverse TGGTCATCCGCTGGGAAGAT
TpodOBP3 Forward AGCACACAGAGCGGCAAATC
TpodOBP3 Reverse GTTGTAACATTTAAGACCCGAACGA
TpodOBP2 Forward TGATGAAGCAGCCAAAGCCA
TpodOBP2 Reverse ATTCACATTGGTCAGGGCCA

Os pares de oligonucleotideos desenhados foram testados através da técnica de
PCR em gradiente a fim de testar a temperatura ideal de anelamento (Tm) para cada um
deles. Para cada reacdo de PCR foi utilizado 2,5 pL de solucdo tampéo 10X, 0,75 uL de
MgCl> a 50 mM, 0,5 pL de dNTPs a 10 mM, 3 pL do par de oligonucleotideos
(Ipmol/uL), 1,5 pL de cDNA, 0,75 pL de Taq polimerase e 16 pL de &gua filtrada,
totalizando 25 pL (Invitrogen). As reacGes de amplificacdo foram realizadas no
termociclador MyGenie 96 ThermalBlock de acordo com o programa de desnaturacédo
inicial a 95°C por dois minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento com gradiente de temperatura de 45°C até 65°C por 45 segundos, extensdo a
72°C por 45 segundos, e extensdo final a 72°C por seis minutos. Os produtos de
amplificacdo foram visualizados em eletroforese em gel de 1% de agarose e marcado com

GelRed para visualizacdo em fotodocumentador.

As reacdes para analise da expressdo génica propriamente dita foram montadas
em placas de 96 pogos para PCR de volume final de 0,1 mL. Em cada placa foram
montadas reagdes para amplificacdo dos genes de referéncia (em triplicata técnica) e das

potenciais OBPs (em duplicata técnica) de todos os tratamentos. Em cada um dos pogos

37



havia 6,2 pL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (ThermoScientific),
0,9 L de oligonucleotideo forward, 0,3 pL de olinucleotideo reverse, 1-2 uL de cDNA
(exceto no NTC, do inglés No Template Control) e 2,6-3,6 pL de agua livre de nuclease,
totalizando 12 L. As reacdes de amplificacdo foram realizadas no equipamento Applied
Biosystems Real Time PCR-system StepOne™ com programa de desnaturacio inicial a
95°C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 10 segundos, anelamento a
60°C por 30 segundos e extenséo a 72°C por 30 segundos, e extensao final a 72°C por seis

minutos.

Para cada reacdo foram obtidos os ciclos de amplificacdo cuja fluorescéncia foi
superior ao ruido (também conhecido como Cq, do inglés Quantification cycle). Para a
selecdo dos genes de referéncia, os valores de Cq foram analisados nos programas
NormFinder (Andersen et al., 2004) e BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Enquanto o
programa BestKeeper faz uma analise comparada pareada dos Cq dos genes de referéncia
em cada tratamento, através do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e do célculo da
média geometrica, o programa NormFinder hierarquiza um nidmero de candidatos a genes
de referéncia a partir de um valor de estabilidade na expressdo génica entre tratamentos
em um determinado experimento, sendo que quanto mais proximo de 0 for o valor, maior
a sua estabilidade. Ambos os métodos tém sido utilizados na validacdo de genes de
referéncia de forma complementar (de Boer et al., 2009; Shen et al., 2010; Ponton et al.,
2011).

Apds a selecdo dos genes de referéncia, os dados brutos de fluorescéncia (Rn),
tanto dos genes de referéncia quanto dos genes OBPs-alvo em todos os tratamentos e
grupo-controle, foram analisados no programa LinReg (Ramakers et al., 2003; Ruijter et
al., 2009). O LinReg foi desenvolvido para realizar o calculo de eficiéncia dos pares de
oligonucleotideos sem utilizar uma curva de calibracdo. Esse método estima a
concentracdo inicial de RNA mensageiro na amostra (ou seja de cDNA, aqui também
referido como No) e a eficiéncia de amplificacdo de um dado par de oligonucleotideos
através da regressao linear dos Rn obtidos por ciclo de amplificagdo na fase exponencial.
A comparagdo da eficiéncia média de amplificacdo dos genes de referéncia e das
potenciais OBPs, bem como do No entre os tratamentos foi realizada pela ANOVA
inteiramente casualizada e, no caso de diferenca significativa entre pares de médias, pelo

teste de Tukey, utilizando-se o programa Winks (v.7.0.6). A taxa relativa de expresséo
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entre pares de tratamentos com diferenca significativa no nivel de expressao génica foi
obtida pelo método de eficiéncia calibrada de Pfaffl (2001).
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RESULTADOS

1. Anélise do transcriptoma e prospeccdo de transcritos relacionados a

olfacéo

O numero total de reads de boa qualidade obtidos no sequenciamento do

transcriptoma do parasitoide T. podisi foi de 10.519.096 (pareadas) e 11.282.464 (nédo

pareadas). Essas reads foram utilizadas para reconstruir as sequéncias nucleotidicas dos

RNA originais presentes na amostra obtida de T. podisi, havendo a formagéo de 51.106

contigs com tamanho maximo de 12.696 pb. Os dados brutos do sequenciamento podem

ser acessados no GenBank utilizando o codigo PRINA246261, bem como o conjunto de

contigs formados pelo cédigo GBEU01000000.

A andlise de categorizacdo das fungdes moleculares dos transcritos identificados

no transcriptoma de T. podisi revelou a existéncia de 13 tipos de atividade molecular,

(Figura 2.2). As de maior abundancia foram as de ligacdo (p.ex. a ions e odores) e

cataliticas.
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Figura 2.2 — Categorizagdo das fungdes moleculares dos transcritos identificados no

transcriptoma de T. podisi (categorizacdo de nivel 2) pela analise do GeneOntology (GO)

do corpo inteiro de fémeas com vinte dias (n=7.171 contigs).

39



Varios himenopteros, dentre outras especies, apresentaram similaridade de
transcriptoma com T. podisi. A maior similaridade foi observada com a vespa parasitoide
Nasonia vitripennis (Pteromalidae) (Figura 2.3).

8000

6000
1%}
=
T
2 4000
|—
Q
©
ol
=2
2000 “ll
0 II--__________
v A o 1% v ~ w5 'S T L v own
2232353522 EEYYLY L YT T SESSSE eeLs
< = s O S 3 = o =]
:.g.s-‘_Q':""S\ﬁ‘iw-smeT@QQmQ:wBAus_EgQa:
Y eE 23R 2csd2S5EFTSsEgT LT v g 3 g
S ES TSR EsiiTEesiessTa¥s st s
3 2 2 3 £ s 2 32 0 v
£ 0 E o« & 9 o 229 0 588§ 9E £8 o S S v g
- L) =
s s alaeY2988§gsESydagssssessiessyg
S = 3% 5 0 S 3 2 g3 =8 3 IS S T o = @ «» 5]
8 3§ = < < v I S [S] u th-CB .v;u,§
SSE 228 E £E8 323§ S §° 353 S & 25 2
mugm’:; S 3 =535 8 S S = = 3 o v 2 =
S D o 9 Q@ »w 9 T g £ Q o o Q
«Q q & Q = S < < o Q<
=3 2 ¢ SR~ < 83 5 3 2
Q = Q
3 ng = < S 2 S T st
T3 < q e © S
Q 2]

Figura 2.3 — Espécies com maior similaridade com o transcriptoma de T. podisi de
fémeas com 20 dias de idade. As barras indicam o nimero de hits de similaridade (n=
31.619, 10,4%, BLASTX hits).

Ao todo foram identificadas no transcriptoma de T. podisi sete potenciais
transcritos OBPs, cinco CSPs e sete ORs. Os contigs correspondentes a todas essas

sequéncias olfativas obtidas estdo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Regibes consenso identificadas no transcriptoma do parasitoide T. podisi
(20 dias) com similaridade para genes relacionados a olfacdo. As regifes consenso que
continham as OBPs full-length estdo representados com o cddigo de acesso em negrito.

Caédigo de Acesso Similaridade Tamanho (pb) Hits \I\jIT:r;IcE) Similaridade Média (%)
GBEU01002338 CSP 1039 10 1,6E-17 71,1
GBEU01000146 CSP1 425 1 6,4E-9 75,0
GBEU01044678 CSP1 301 10 2,5E-10 79,9
GBEU01046987 CSP1 416 2 4,0E-16 62,0
GBEU01043137 CSP2 392 10 2,5E-10 53,5
GBEU01036727 OBP 472 5 1,7E-62 66,8
GBEU01002747 PBP1 727 10 6,7E-15 67,8
GBEU01004571 PBP3 522 10 6,1E-20 66,1
GBEU01026442 PBP3 496 10 1,3E-14 49,6
GBEU01046281 PBP3 606 7 1,0E-11 51,6
GBEUO01005726 OBP4 541 10 4,2E-44 66,6
GBEUO01035794 OBPal10 781 10 2,9E-38 79,9
GBEU01035690 OR2-like 618 2 4,9E-9 53,0
GBEU01036816 OR13a 365 2 3,2E-16 81,0
GBEU0104899 OR13a-like 395 10 3,9E-14 62,8
GBEU01050959 ORG63a-like 352 10 9,2E-16 59,7
GBEU01046354 OR257 399 10 1,1E-11 58,3
GBEU01049919 OR289 314 3 6,9E-24 65,3
GBEU01050340 OR289 349 3 2,3E-14 56,3
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Das sete potenciais OBPs identificadas, apenas trés estavam com a sequéncia
codificante completa. Isso pode ter ocorrido pela: (1) presenga de RNA mensageiros com
aregido inicial (5”) ou terminal (3”) faltante(s), (2) baixa cobertura de sequenciamento ou
(3) erros de montagem dos contigs. As trés sequéncias completas foram nomeadas pela
primeira letra do género em letra maidscula, seguida das trés primeiras letras do nome da

espécie em minusculo e um numeral em ordem crescente (TpodOBP1, TpodOBP2 e

TpodOBP3) e estdo apresentadas na Figura 2.4.

TpodOBP1

atgaagtcactacacgtcttgtgcctcctaggggtcttcecgcgetecgectecgggagttgag
M K S L H v L C¢C L L G VvV F A L A S G V E
ataccggatgaactgaaagagatggtccagatggtacacgaccaatgtacaggggaaact
I p D EL K EMV O M V H D o C T G E T
ggagcaagtaatgatgcaatcgaagcaacaaaaaaaggaatcttcccagcggatgaccaa
G A S N D A I E A T K K G I F P A D D Q0
aaattaaagtgctatttaaaatgcatttatggcaacatgggtgcgatttcagacgaaggt
K L K. ¥ L K ¢ I ¥ G NM G A I s D E G
gaattagatgctgaagcattttcatccgtgatgccagaagaattaggggctgttttaaat
E L. Db A EAPF S SV M P E E L G A V L N
ccaatgattaataaatgcaaaggagtcactggtgcagatggttgtgaattggccttcaac
p M I N K ¢ K 6 v T G A D G C E L A F N
ttcaacatttgcttgtacaatgcagatcctaagaactacctcgtcatataa

F NI C L Y N A D P K N Y L VvV I -

TpodOBP2

atgaagggaatcacaactgtttttgcggtaactttggtgctcactaccataaaggctgaa
M K 6 I T T Vv F A V T L Vv L T T I K A E

gaaagtttaaaaacaaaaataatgagagtttttaataactgtaaggaaaagaatcctatc
E s L K T K I M R V F N N C K E K N P I

acggatgctgaacttgcagcatttaggagtgcagatataagttttggttactcacatgat
T b A E L A A F R S A D I S F G Y S H D

gcaaagtgtatgctctcatgtatgcttgaagagggaaaaatgcttaaagatggaagatat
A K C M L s ¢C ML EE G K M L K D G R Y

ttgaaagataatgccttaataatggccgatgtttttcatatggatgattttgatgaagca
L. X b N AL I M A DV F H M D D F D E A

gccaaagccagaaaagtaattgaaaattgcgcaaccgaagttcctgaagttggccecctgac
A K A R K V I BE N C A T E V P E V G P D

caatgtgaatttgcctatgaaatcgctgtatgtggagcaaatgaagctaaaaaacttgga
Q ¢ E F A Y E I A V C G A N E A K K L G

atgaaggagcacgatttttttgaataa

M K E H D F F E -
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TpodOBP3

atgaaaaattcaactaggctgtctgtttggttgatcattggtcttcaaattgcagcaata
M K N S TR L s VvV W L I I GG L ©© I A A I
tattgcaaattatcaatcaaagatttaagtgaaatgaccaaacgattggggcaagcaaaa
y ¢ K L s I K D L S E M T K R L G QO A K
tgtttaaaagaaagtggagctaaactcgaacaagttgtagcagcccgatctggaacattt
c L K E s G A K L £E ©Q VvV V A A R S G T F
gccaatgataataagttaaaatgttactacaaatgtattttggaacaaatgaaaatgatg
AN DN K L K C Y Yy K C I L E O M K M M
aaagatggtcgatttcaagtagagcacacagagcggcaaatcaaaaacgttatgaaggat
K b 6 R F 0OV E H T E R © I K N V M K D
tcattacatgaaccattaattcgttcgggtcttaaatgttacaacaaaagaacaaagtct
s L H E P L I R S G L K C Y N K R T K S
gaaccttgtgaattatcttttgaggctgtaaaatgttggtacaactcgaatccttcgtac

F P C E L S F E A V K C W Y N S N P s Y
ttctttttctaa
F F F -

Figura 2.4 — Sequéncia nucleotidica das trés potenciais OBPs identificadas para o parasitoide

T. podisi e sequéncia deduzida de aminoacidos correspondente.

A caracterizagdo in silico das TpodOBPs est descrita na Tabela 2.3. As trés
potenciais OBPs apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e estruturais de outras
OBPs identificadas em outros insetos, sendo TpodOBP3 a Unica exce¢do pelo ponto
isoelétrico basico. A modelagem tridimensional in silico das TpodOBPs obtidas ndo pode
ser realizada devido & auséncia de homologos com similaridade maior que 50% em algum

banco de dados.

Tabela 2.3 — Caracteristicas preditivas das potenciais OBPs identificadas no
transcriptoma de T. podisi. pl — ponto isoelétrico; MW — massa molecular (Da); pb —

Pares de base.

. Cisteinas L . . -
Nome GenBank Codigo de Acesso Aminoacidos pb pl MW  Peptideo-Sinal a-hélice
Conservadas
TpodOBP1 KM213237 6 136 411 4,46 14627,9 Amino-Terminal 6
TpodOBP2 KM213238 6 148 447 5,02 16547,1 Amino-Terminal 6
TpodOBP3 KM212339 6 143 432 9,41 16592,5 Amino-Terminal 6

As OBPs de outras especies de insetos depositadas no GenBank de maior
similaridade com as identificadas em T. podisi estdo apresentadas na Tabela 2.4. Das
sequéncias retiradas pbéde-se observar que em TpodOBP1l (n=11) 63% delas eram

provenientes de coledpteros, 18% para hemipteros, 9% ortopteros e 9% tisanopteros. No
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caso de TpodOBP2 (n=10) todas as sequéncias eram provenientes de hemipteros e, por

ultimo, TpodOBP3 (n=6) apresentou 50% de sequéncias de himenopteros e 50% de

sequéncias de coledpteros. A variagdo dos valores de identidade foi de 30% (Osmia

cornuta (Latreille) — Hymenoptera para TpodOBP3) até 89% (E. heros — Hemiptera para

TpodOBP1) (Tabela 2.4) e apresentaram media de 43% para todas as sequéncias

observadas.

Tabela 2.4 — Sequéncias selecionadas para analise de similaridade com as TpodOBPs.

Ordem Acesso Legenda Espécie Areade Valor-E |dentidade
GenBank Cobertura (%) (%)
TpodOBP1 Thysanoptera  AEP27187.1 Focc_PBP Frankliniella occidentalis 86 5E-26 42
Orthoptera AEX33161.1 Lmig_OBP5 Locusta migratoria 80 2E-22 41
Hemiptera AD024165.1 Eher_OBP2 Euschistus heros 70 6E-55 89
Hemiptera ACZ58030.1 Alin_OBP4 Adelphocoris lineolatus 85 1E-38 57
Coleoptera BAC07270.1 Hpic_OBP1 Heptophylla picea 83 9E-20 35
Coleoptera AAC63437.1 Aosa_PBP Anomala osakana 83 1E-20 38
Coleoptera EFA04687.1 Tcas_OBP8 Tribolium castaneum 99 6E-22 36
Coleoptera AAQ96921.1 Rpal_OBP4' Rhynchophorus palmarum 83 5E-26 40
Coleoptera EFA04594.1 Tcas_OBP6 Tribolium castaneum 84 3E-27 46
Coleoptera EFA04593.1 Tcas_OBP7 Tribolium castaneum 96 2E-27 42
Coleoptera AGZ93682.1 Acor_PBP Anomala corpulenta 99 7E-21 36
TpodOBP2 Hemiptera ADJ18275.1 Eher_OBP Euschistus heros 99 8,00E-79 82
Hemiptera ACZ58027.1 Alin_OBP1 Adelphocoris lineolatus 86 1,00E-35 49
Hemiptera ACZ58034.1 Alin_OBP16 Adelphocoris lineolatus 86 2,00E-34 48
Hemiptera ACZ58033.1 Alin_OBP15 Adelphocoris lineolatus 85 4,00E-34 49
Hemiptera AHF71035.1 Llin_OBP8 Lygus lineonaris 86 9,00E-32 45
Hemiptera AHF71036.1 Llin_OBP9 Lygus lineonaris 87 7,00E-26 41
Hemiptera AFJ54048.1 Aluc_OBP7 Apolygus lucorum 86 7,00E-26 39
Hemiptera AHF71033.1 Llin_OBP6 Lygus lineonaris 81 2,00E-26 42
Hemiptera AEQ19907.1 Lstr_OBP1 Laodelphax striatellus 77 1,00E-11 31
Hemiptera AHF71034.1 Llin_OBP7 Lygus lineonaris 72 3,00E-17 38
TpodOBP3 Hymenoptera XP_001603497.1 Nvit_GOBP83 Nasonia vitripennis 84 1,00E-13 32
Hymenoptera  AGI05201.1 Ocor_OBP2 Osmia cornuta 83 1,00E-12 30
Coleoptera EFA04594.1 Tcas_OBP6 Tribolium castaneum 81 5,00E-13 36
Coleoptera AAQ96921.1 Rpal_OBP4 Rhynchophorus palmarum 81 4,00E-12 32
Coleoptera EFA04593.1 Tcas_OBP7 Tribolium castaneum 95 2,00E-13 31
Hymenoptera NP_001035316.1 Amel_OBP11 Apis mellifera 91 6,00E-13 35

O alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos das trés potenciais

TpodOBPs evidenciou a baixa similaridade entre si (de 16,3 a 27,5%), e adicionalmente

mostrou o posicionamento conservado de seis cisteinas e padrao de estrutura primaria M-
K-X38-C-X12-A-X12-K-C-X3-C-X9-D-X31-C-X11-C-E-X7-C-X2-N (Figura 2.5).
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¥

TpodOBP1 SLHVLCLLGVFALASGVEIPDELKEMVOMVHDQ@TGETGASNDAIERTKKG-I 54
TpodOBP3 MINSTRLSVWLIIGLOQIAATIYCKLSIKDLSEMTKRLGQAKGLKESGAKLEQVVEARSG-T 59
TpodOBP2 G-——————- ITTVEAVTLVLTTIKAEESLKTKIMRVENN@KEKNPITDAELARNFRSADI 53
¥y 3 ¥
TpodOBP1 FPADDQKLiS®Y LK@TYGNMGAIS|®---EGELDAEAFSSVMPEELGAVLNP--MINK@KG- 108

TpodOBP3 FANDN-KLIN®Y YK®T LEQMKMMKBGRFOQVEHTERQIKNVMKDSLHEPLIR--SGLK@YNK 116

TpodOBP2 SEFGYSHD LS@MLEEGKMLK|BGRYLKDNALIMADVFHMDDEDEAAKARKVIEN@ATE 113
¥ ¥

TpodOBP1 VIGADG--([@HLAFNEFNI®LYNADPKN-—-———— YLVI- 136

TpodOBP3 RTKSEP--@ALSFEAVKE®NYNSNPSY—————— FEFF-- 143

TpodOBP2 VPEVGPDO@FAYE IAV@GANEAKKLGMKEHDFFE-—- 148

Figura 2.5 - Alinhaménto da sequéncia deduzida de aminoécidos das trés TpodOBPs
identificadas em T. podisi de 20 dias de idade (ClustalW2). As setas indicam os residuos

conservados de cisteina.

O alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos de cada TpodOBP
com as de OBPs que apresentaram maior valor de identidade no GenBank (>30%) e com
as nove OBPs de percevejos, confirmaram sua similaridade pelo posicionamento
conservado dos seis residuos de cisteinas. Esse padrao classico de uma OBP sugere que
as TpodOBPs sdo proteinas distintas e produzidas por genes diferentes, descartando a
hip6tese de splicing por possuirem baixa identidade entre si (Figura 2.6)

==p Tpod OBP1l VOMV-HDQ@TGETGASND
Eher OBP2 GATDD
Alin OBP4 AQGL-HDS@VEETGVDNG
Rosa_PBP AKQL-HND@VAQTGVDEA
Acor PBP ¥VAQTGVDEA
Hpic_OBP1 AKQL-HDD@VGQTGVDEA
Tcas_OBPS VNQL-HST@VAETGVSED
Tcas_OBP6 ANTL-HAT@VDETGVSED
Rpal_ OBP4 ¥/ SETGTTED
Tcas_OBP7 TGETGATDD
Focc_PBP SMAETGVDEA
Lmig OBP5 MDOL-HOT@VGESGVSEG
CubiOBP3 SRSSENVTDD
EherOBP3 LRSQ-LEE@KSSFNVSED

==p Tpod OBP2 IMRV-FNN@KEKNPITDA
Eher_ OBP ®KEKHPVTDD
Alin OBP1 VAKA-FNK@REEFPISDD
Alin OBP16 VAKA-FNK@REEFPISDD
Alin OBP15 SREEFPISDD
Llin_OBP8 HGEFPIGDD
Llin_OBP9 ®1GEFPIGDD
Aluc_OBP7 VAKA-FNK@FGEFPLGDD
Llin_ OBP6 ®KETWPVTDE
Llin_OBP7 KETWPVTRR
Lstr_ OBP1 MLTV-FNK@RDETSATED CEABAC
CubiOBP1 PRQP-PNC@DOPYPTDHMRKOLVACIRQYGAPSSAVLTEKS IRERRS@VEE@VYRSAGE T
EherOBP6 8DOPYPSDEMRKHLVSCIRQFVAPTSAVLTEKS IRERRS®
Amel OBP1l_PREC_ IGETKTTIE

=) Tpod OBP3 TKRLGQAK®LKESGAKLE
Ocor_OBP2 AKGM-RNV@LOKIHTTEA
CubiOBP2 @K NOHNIDSD
CubiOBP4 MADGNITES
EherOBP4 AKEHNAELK
Dme10BP3 MKTL-RNM@MPKSGVSKE

EherOBP5 IKQALLQERLEVLGEPKE
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— Tpod_OBP1 SDE-GELDAEAFSSVMP-—-—-——-— IKCGVTG—————————— ADG
Eher OBP2 SDD-GELDAEAFSSVMP------EDLGAVLNPMIEK@KGVTG---=-=-————— PDSl®
Alin OBP4 SDE-GELDAEAFGSILP----—-- yGGTTG-————————— SDP@DLAM 115
Aosa_ PBP GDD-GVVDIEAAVGVMP-———--- @GVIPG-—————————— ANP@DNVY 99

Acor_ PBP GDD-GVVDVEAAVGVLP------DEYKAKAEPVIRK@GVKPG-————-—-——-—— ANP@DNVY 118
Hpic OBP1 GDD-GVVDVEAAVGVLP-———-- IGVKPG-————————— ANP@DNVY 97
Tcas_OBPS8 SDD-GVVDVEATIALLP------EDMKAKTTPVIRS@GAKMG-—-—-—-—-————— ANP@ESAW 116

Tcas_OBP6 DDE-GIIDVEATIAVLP----—-- @CTKIG---——————— ANA@DNAF 116

Rpal OBP4 DEE-GRIDVEAMIAVLP------ ®DTITIG-———————-— ANASDNVI 96
Tcas_OBP7 TDD-GKVDSEAVIAVMP------PELADKIASTVRGE-TEVG-——------- ANPOETAW 119
Focc_ PBP DDD-GVVDADMLLTMLP-----~- JKEMRG-———————-~- ADA®DNAM 121
Lmig_ OBP5 SDD-GVFDADTAIAMLP--—--~- MK GEKG-———————-— SDA@DTAF 148
CubiOBP3 TEE-GQMNSEGMKGLVREIPDIKETELKKLEQVADKS LGEDREENAV 121
EherOBP3 TEE-GKMNAEGMKGVVREI PNIKESDLKKLEKVADKS LGEDR@ENAV 121
==p Tpod_OBP2 KD--GRYLKDNALIMADVFHMDDFDEAAKARKVIENS VGPDO@EFAY 126
Eher OBP KD--CGKYLKENALIMADVFHIDDFDEAAKARKVIENS®
Alin OBP1 RD--GKYEKENALIMADVLNKDDPASADKAKQLVET@AGKVGTD
Alin_OBP16 RD--GKYEKENALIMADVLNKDDPATADKAKQLVET
Alin OBP15 RD--GKYEKENALIMADVLNKDDPASADKAKQLVET
Llin OBP8 RD--GKYEKENATVMADVLNKDDPAAADKAKQLVET
Llin OBP9 RD--GKYEKENAIVMADVLNKDDPAAADKAKQLVET@ATQVGSD
Aluc_OBP7 RG--GKYELENAILMADVLNKNDHAATDKAKQLIET@AAQVGTD
Llin OBP6 RD--GEYNKENAELMADVLYKDEPEHAXKSKQI IEMS
Llin OBP7 RD--GEYNKENAELMADVLYKDEPEHAEKSKQI IEM@SAELGTK
Lstr OBPl KD--GKYDSEGALKLVGQVFADNPIKLGKARQLING@TDEVK
CubiOBP1 NKEDSVLQREAIEEQLKSVAG--DSWEKAISESLNASFKEAEEI
EherOBP6 NKDDNVLOREAIEKQLQSVAG--KSWGKAITASLDA®
Amel OBP11 PREC DKKNGKIRYNLLKKVIP-——--- JSNVDS——————————
= Tpod OBP3 B KD--GRFQVEHTERQIKN
Ocor_OBP2 KN--GAIDFNMTMKQIDMSMP--ADMATRMKETVRK@SELEIT---------

CubiOBP2 KD--GKVDLDRILELNRKKFK-DPENLGKADE IANR@ANVES—————-—-——
CubiOBP4 ADD-GKIDWKKLDEINKVEYLD-PEQEKKALEVSVT@SKSVP-0Q
EherOBP4 TDN--KVDWEKVKALNPQKYDT-PELVEKVNQVTDE@AKVVTG————-—--—
DmelOBP3 KN--GKISMTMVKNQITKMVD--PTWGAKLVATFES@SNVEG-—-—----—-—-——

EherOBPS

==p Tpod_OBPl
Eher OBP2
Alin OBP4
Aosa_PBP
Acor_ PBP
Hpic_OBP1
Tcas_OBP8
Tcas_OBP6
Rpal_ OBP4
Tcas_OBP7
Focc_PBP
Lmig OBP5
CubiOBP3
EherOBP3

== Tpod OBP2
Eher OBP
Alin OBP1
Alin OBP16
Alin OBP15
Llin OBP8
Llin OBPY9
Aluc_OBP7
Llin OBP6
Llin OBP7
Lstr OBP1
CubiOBP1
EherOBP6
Amel OBP1l PREC

==p Tpod OBP3
Ocor_OBP2
CubiOBP2
CubiOBP4
EherOBP4
DmelOBP3 IS————————m ESVFMKL-—--TKMHL— == === == —mmmm e 141
EherOBP5 D—m—m—mmmm oo LEMEVSKQIEETCGILP-———————======— ===~~~ 172

Figura 2.6 — Alinhamento parcial das regides de TpodOBPs, OBPs obtidas no GenBank
(identidade >30%) obtidas pelo pelo BLASTx (ClustalW?2) e de percevejos. As colunas

destacadas com fundo negro demonstram a similaridade entre elas pela representacéo dos
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residuos de cisteina conservados. As setas em vermelho indicam a localizacdo das
TpodOBPs. Eher — Euschistus heros; Alin — Adelphocoris lineolatus; Focc —
Frankliniella occidentalis; Lmig — Locusta migratoria; Aosa — Anomala osakana; Acor
— Anomala corpulenta; Hpic — Heptophylla picea; Tcas — Tribolium castaneum; Rpal —
Rhynchophorus palmarum; Llin — Lygus lineonaris; Aluc — Apolygus lucorum; Lstr —

Laodelphax striatellus; Amel — Apis mellifera; Ocor — Osmia cornuta.

A relagdo filogenética para T. podisi foi feita a partir da comparagéo de 217 OBPs
hipotéticas de 36 espécies com grande representacdo de Solenopsis spp. (18 espécies), N.
vitripennis (90 sequéncias) e Apis spp. (42 sequéncias) (Anexo Il). As trés TpodOBPs
foram alocadas em diferentes partes da arvore filogenética e provavelmente séo produtos
de genes diferentes e estdo associadas ao reconhecimento de odores diferentes. Os valores
obtidos de Bootstrap para as relaces cladisticas mais proximas (TpodOBP1 — 27,
TpodOBP2 — 60 e TpodOBP3 — 56) ndo foram suficientes para se estabelecer alguma
relacdo entre as OBPs obtidas por T. podisi e as demais sequéncias utilizadas (Figura 2.7).
A histdria evolutiva das OBPs de T. podisi deve ter ocorrido de forma independente as

outras OBPs identificadas em himendpteros.
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27 TpodOBP1 +—
4 NvitOBP30(CCD17799.1)
NvitOBP60(CCD17829.1)
2| 55 NvitOBP62(CCD17831.1)
NvitOBP4(CCD17773.1)
NvitOBP58(CCD17827.1)
a1 HsalGOBP56d(EFN84434.1)
94 NvitOBP17(CCD17786.1)

15

15 NvitOBP25(CCD17794.1)
NvitOBP42(CCD17811.1)
NvitOBP A10(XP 001600111.2)
3 PdomOBP1(AAP55718.1)
TpodOBP2 ~+——

60 OcorOBP4(AGI05203.1)

—

TpodOBP3 S —
SinvOBP5(ADX94401.1)
39| NVitGOBP LUSH(XP 001603472.2)
87 | NvitOBP83(CCD17852.1)

56| — AfloGOBP LUSH(XP 003690412.1)
—— AdorGOBP99b(XP 006616939.1)

AmelOBP5(NP 001011588.1)

E' AmelOBP ASP5(AF393497 1)

99
4

(5]

Figura 2.7 — Arvore parcial das relacdes filogenéticas entre as potenciais OBPs de T.
podisi e de outras 217 OBPs de himenopteros. A arvore foi construida utilizando o
método de neighbor-joining (MEGA 6.06). Os numeros de acesso do GenBank estdo

incluidos entre parentéses logo ap6s 0 nhome das OBPs.
2. Expressdo das TpodOBPs em func¢do das experiéncias olfativas

Os genes de referéncia selecionados foram: Tubulina, Actina, Miosina e
Ribossomo 40S. No entanto, a analise para validagdo dos genes de referéncia utilizando
0s programas BestKeeper e NormFinder demonstrou que os melhores candidatos para
analise de expressdo relativa foram Miosina e Actina (Tabela 2.5). Além disso, a
eficiéncia media de todos os pares de oligonucleotideos foram: Tubulina — 1,468; Actina
—1,414; Miosina — 1,433; Ribossomo 40S — 1,677; TpodOBP1 — 1,542; TpodOBP2 —
1,493; TpodOBP3 - 1,536.
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Tabela 2.5 — Dados obtidos atraveés dos programas BestKeeper e NormFinder para

validagéo de genes de referéncia.

BestKeeper NormFinder
Média . N Coeficiente de Valor de
L. Desvio-Padrdo . P N
Geométrica (Cq) Determinagdo Estabilidade
Tubulina 30 31,07 0,61 0,29 0,002 0,021
Actina 30 32,18 0,35 0,41 0,001 0,005
Miosina 30 24,03 0,28 0,6 0,001 0,005
Ribissomo 40S 30 19,77 0,43 0,21 0,01 0,022

Em relacéo ao nivel de expresséo das trés TpodOBPs ndo houve diferenca no
de expressdo em nenhum dos tratamentos pela ANOVA (TpodOBP1 — F44=2,11; P =
0,2438; TpodOBP2 — Fs4 = 1,15; P = 0,4478; TpodOBP3 - F44 = 2,56; P = 0,1926).
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DISCUSSAO

No presente trabalho foram prospectados transcritos relacionados a olfacdo do
parasitoide de ovos T. podisi de adultos com 20 dias de idade com foco na obtencéo de
potenciais OBPs. O transcriptoma apresentou categorizacao funcional equivalente com
0s demais transcriptomas de insetos e similaridade mais alta com transcriptomas de
himendpteros. Ao todo foram obtidos 51.106 contigs, dos quais foram identificados 19
transcritos potencialmente associados a olfagéo (sete OBPs, cinco CSPs e sete ORs, sendo
trés OBPs completas). Nishimura et al. (2012) obtiveram 17.238 contigs para a vespa
parasitoide Cotesia vestalis (Hymenoptera: Braconidae) através do pirosequenciamento
das antenas e encontraram 22 OBPs e 6 ORs. O nimero de OBPs obtidas no presente
trabalho também foi menor do que a anélise gendmica de outros himendpteros, como no
caso de Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) com 12 OBPs hipotéticas (Wurm
et al., 2012), Apis mellifera 21 OBPs (Hymenonptera: Apidae) (Foret e Maleszka, 2006)
e o parasitoide N. vitripennis 90 OBPs (Hymenoptera: Pteromalidae) (Vieira et al., 2012).
No entanto, o numero encontrado para T. podisi foi maior do que o obtido no
sequenciamento do transcriptoma de Osmia cornuta (Hymenoptera: Megachilidae) (Yin
etal., 2013), por exemplo, no qual de 85.143 contigs, apenas seis OBPs hipotéticas foram
identificadas. Os resultados obtidos podem ser justificados pela idade dos parasitoides
utilizados que pode ter afetado a expressdo de genes relacionados a olfacdo e/ou ao fato
de ndo ter sido utilizada uma biblioteca de sequenciamento de RNA das antenas do

parasitoide, tendo em vista que seu tamanho diminuto dificultou esse processo.

A caracterizacdo in silico das TpodOBPs completas mostrou que apresentam
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da familia protéica das OBPs, seguindo
padrdo classico de seis residuos de cisteina em posi¢cdes conservadas na estrutura primaria
(Vogt et al., 1991; Pikielny et al., 1994; Pelosi e Maida, 1995; Pelosi et al., 1996;
Maibeche-Coisne et al., 1998).

A comparacéo intraespecifica das TpodOBPs mostrou que elas apresentam baixa
similaridade entre si, indicando baixa probabilidade de serem produtos do mesmo gene,
como variedades de splice e que provavelmente reconhecem diferentes particulas de odor.
De modo geral, a identidade das OBPs analisadas nesse trabalho variou
consideravelmente. Hua et al. (2012) também reportou ampla variedade de homologia
entre OBPs (8% até 98%), 0 que de acordo com Steinbrecht (1996) se deve ao fato das

OBPs se ligarem aos compostos quimicos de estrutura semelhantes ou ndo, ou seja, ao
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contexto ecologico e ndo necessariamente apenas ao historico evolutivo. Vale ressaltar
que a similaridade entre as TpodOBPs e as OBPs encontradas em outras espécies mostra
que elas podem reconhecer odores idénticos ou similares (TpodOBP1 x EherOBP2:
88,5% e TpodOBP2 x EherOBPL1: 82,4%), evidenciando molecularmente a possibilidade
de que o parasitoide perceba pistas quimicas dos hospedeiros. Os resultados de homologia
funcional das OBPs do inimigo natural e do hospedeiro foram corroborados pela analise
filogenética, tendo em vista que as TpodOBPs ndo apresentaram valores de Bootstrap
significativos (>95) com as OBPs de 36 espécies de himendpteros, dentre as quais

estavam OBPs de vespas parasitoides.

A maioria dos ort6logos (Tabela 2.4) com alguma similaridade com as potenciais
TpodOBPs ainda néo foi validada funcionalmente, dificultando a predigéo funcional mais
detalhada. A validacdo funcional de potenciais OBPs tem sido realizada atraves de
ensaios de ligacdo com potenciais ligantes (alomonios e sinomdnios, p.ex.) (Ban et al.,
2002; Tegoni et al, 2004; Biessmann et al., 2010). No entanto, para iSso é necessario
realizar a clonagem, a expressdo heter6loga e a purificacdo de tais OBPs-alvo, o0 que
excederia 0 prazo de conclusdo do mestrado. Dos 19 transcritos selecionados, apenas trés
foram validados funcionalmente (Wojtasek et al., 1998; Nagnan-Le et al., 2004; Ji et al.,
2013), no entanto a similaridade entre elas e as TpodOBPs néo foi alta o suficiente (<
60%) para poder realizar tal associacdo. Apesar das analises preditivas sugerirem
fortemente que as potenciais TpodOBPs de T. podisi sdo relacionadas a olfacdo, ndo
observou-se alteracdo na expressdo génica de tais TpodOBPs quando as fémeas foram
expostas aos compostos feromonais dos hospedeiros. Trés hipdteses podem ser tracadas
para justificar esse resultado. A primeira estaria relacionada a nenhuma das TpodOBPs
estarem relacionadas a percepc¢do de feromonios sexuais desses hospedeiros, a segunda
gue o inseto ndo associou o volatil presente no bioensaio a alguma recompensa que
poderia alterar sua expressdo e, por ultimo, que a utilizacdo do corpo inteiro do inseto
para identificacdo de OBPs pode ter reduzido as chances de identificar aquelas
relacionadas a olfacdo de pistas liberadas pelos seus hospedeiros. Considerando as duas
primeiras hipbteses sugeridas, Farias et al. (2014) demonstraram através de RT-gPCR
gue a expressao de EherOBP1 e EherOBP2 é maior em percevejos machos do que fémeas,
sugerindo que a funcdo ecoldgica dessas proteinas nao esteja associada a percepgéo de
algum dos compostos do feromonio sexual de E. heros, considerando que sdo os machos

que liberam o feroménio sexual e as fémeas interpretam esses sinais. Assim sendo,
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TpodOBP1 e TpodOBP2 poderiam estar relacionadas ao reconhecimento de um

feromonio de alarme.

Justice et al. (2003) demonstraram que experiéncias prévias em Anopheles
gambiae (Giles) (Diptera: Flebotomidae) podem alterar o perfil de expressdo de algumas
OBPs, associando-0 a aspectos comportamentais da espécie. No entanto, ainda nao foram
realizados trabalhos que mostrem mudancas no perfil de expressdo de OBPs para

estimulos que ndo estejam associados a uma recompensa.
CONCLUSAO

Como esperado, T. podisi produz transcritos relacionados potencialmente a
olfacéo, dentre os quais, essas OBPs tiveram similaridade maior com as de hospedeiros
em potencial do que as identificadas em outros parasitoides, sugerindo a capacidade do
mesmo em captar pistas relacionadas aos hospedeiros preferenciais. No entanto, as OBPs

identificadas néo estdo relacionadas a olfacdo de compostos feromonais dos hospedeiros.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho observou a resposta olfativa de duas vespas parasitoides, T.
podisi e Tr. basalis, em relacdo ao feromonio sexual de hospedeiros (E. heros, P. guildinii
e N. viridula) em bioensaios de olfatometria. Os resultados demonstraram que 0s
parasitoides séo atraidas pelos feroménios sexuais de possiveis hospedeiros, dependendo
da sua concentracdo ou do componente utilizado na mistura e que essas espécies
respondem diferencialmente a cada um dos tratamentos. O parasitoide T. podisi possuli
genes que potencialmente estdo relacionados a olfacdo de semioquimicos. No entanto,
ainda ndo foram identificados aqueles relacionados a olfacdo de alguns compostos

feromonais dos hospedeiros preferenciais.
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Figura 3.1 — Cromatograma (GC-FID) representando a mistura feromonal completa de E. heros (Eherl). 1 -
(2E,4Z)-decadienoato de metila (53%), 2 - 2,6,10- trimetil dodecanoato de metila (3%), 3 - 2,6,10- trimetil

tridecanoato de metila (44%) e 4 — Padrao Interno (PI) para quantificacdo Hexadecanolideo.
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Figura 3.2 — Espectro de massas dos compostos sinteticos utilizados na mistura feromonal de E. heros. A -

(2E,4Z)-decadienoato de metila (53%) (indice de Kovats: 1399), B - 2,6,10- trimetil dodecanoato de metila

(3%) (indice de Kovats: 1660), C - 2,6,10- trimetil tridecanoato de metila (44%) (indice de Kovats: 1745).
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Figura 3.3 — Cromatograma representando a solugéo Pgui. 1 - 7R-(+)-p-sesquifelandreno e 2 — Padr&o Interno

(P1) para quantificacdo Hexadecanolideo.
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Figura 3.4 — Espcetro de massas do feromdnio sintético de P. guildinii 7R-(+)-B-sesquifelandreno (indice de

Kovats: 1537).
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Figura 3.5 — Cromatograma (GC-FID) representando a solucdo Nvir. 1 — trans (Z) — epoxibisaboleno, 2 — cis

(Z) — epoxibisaboleno e 3 - Padrdo Interno (PI) para quantificacdo Hexadecanolideo.
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Figura 3.6 — Espectro de massas dos compostos feromoénais de N. viridula obtidos por aeracdo de machos

(A.1 e B.1) comparados com espectro de massas dos compostos sintéticos (A.2 e B.2) — A trans (Z) —
epoxibisaboleno (indice de Kovats: 1607) e B cis (Z) — epoxibisaboleno (indice de Kovats: 1617).
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Figura 3.7 - Arvore total das relacdes filogenéticas entre as potenciais OBPs de T. podisi
e de outras 217 OBPs de himenopteros. A arvore foi construida utilizando o método de

neighbor-joining (MEGA 6.06). Os nimeros de acesso do GenBank estdo incluidos entre

parentéses logo apds o nome das OBPs.
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