CARLA CRISTINA MARQUES ARCE

INTERACAO TROFICA ENTRE Meloidogyne javanica E Tuta
absoluta EM TOMATEIRO

Dissertacao  apresentada a  Uni-
versidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Poés-Graduagao em Entomologia, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2010



Ficha catalografica preparada pela Secéio de Catalogacdo e
Classificacio da Biblioteca Central da UFV

T
Arce, Carla Cristina Marques, 1985-
A668i Interacéo tréfica entre Meloidogyne javanica e
2010 Tuta absoluta em tomateiro / Carla Cristina Marques Arce.

— Vigosa, MG, 2010.
xi, 42f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Inclui anexo.

Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliogréficas: f. 33-42.

1. Tomate - Resisténcia a Tuta absoluta. 2. Tuta absoluta
- Comportamento. 3. Relacgo inseto-planta. 4. Enzimas
proteoliticas. 5. Meloidogyne javanica. 1. Universidade
Federal de Vigosa. I1. Titulo.

CDD 22. ed. 635.642978




CARLA CRISTINA MARQUES ARCE

INTERACAO TROFICA ENTRE Meloidogyne javanica E Tuta
absoluta EM TOMATEIRO

Dissertacao  apresentada &  Uni-
versidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagao em Entomologia, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 23 de Julho de 2010.

8
e y
é" i v, >
¥

/Drof Fﬁav1a Maria éa Silva Carmo Prof. José

‘ardo Serrao

1, _ /2,
4 vr/x It B '%df,m 9 o ’
Dr. Anderson Martins Pilon -~ Dr. 3510 Jose Avila

/JL\A&\M:/

Prof. E&aldo Rodr{\éues de Lima
Orientador




i

Dedico a minha irma Claudia pelo estimulo e forga.



1l

AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado forga e sabedoria.

A Universidade Federal de Vigosa e a coordenacao do programa de
pos-graduacao em Entomologia, pela oportunidade e estrutura oferecida.

A CAPES pela consessao da bolsa de mestrado.

A FAPEMIG pelo apoio financeiro para realizagao do projeto.

Ao Prof. Eraldo pela oportunidade, dedicacao e orientacao ao longo
desses anos.

Aos meus co-orientadores: Flavia e Leandro pela ajuda, disponibili-
dade e atencao ao longo desse trabalho.

Ao “Seu Manuel” pela incansavel ajuda em todos os momentos da re-
alizacao deste trabalho.

Aos colegas e ex-cologas do laboratério de Semioquicos: Amanda, An-
dreza, Daniel, Juliana, Livia, Mateus, Silvana, Sandra e Zulma. Pelo convivio, dis-
cussoes e ensinamentos. Muito Obrigadal

Aos estagiarios Ana Marina, Fernando e Gabriel pelo auxilio na con-
duncao dos experimentos.

Aos alunos do Laboratorio de Nematologia, em especial ao Ronaldo,
pela ajuda na conducao dos experimentos.

Aos integrantes do Laboratoério de Enzimologia, em especial ao Gilson,
pela contribuicao na avaliacao de inibidores de protease.

A Carol Muller e Daniel pela ajuda na coleta de dados.



iv

A minha familia, pela dedicagao, for¢a e principalmente por me mostrar
que viver é melhor do que sonhar.

Ao meu grande irmao Paulo, que sempre esteve presente em momentos
importantes me apoiando e também criticando. Muito Obrigada por tudo e princi-
palmente pela amizade.

As grandes e velhas amigas: Aretha, Carol, Marilia e Vanessa que
mesmo longe contribuiram atarvés da torcida.

Ao Danilo pelo companheirismo, carinho e por sempre acreditar em
mim me dando forca.

Aos novos amigos de Vicosa: Ana Paula, Cassiano, Roberta, Damares,
Joanna, Flavia, Silvia e Fabiana, entre outros pelos momentos de descontragao que
possibilitaram bons momentos nestes anos.

A Mirian e Paula, por toda ajuda durante o mestrado.

Enfim, agradego a todos que torceram e apoiaram durante esta etapa.

Muito Obrigadal!!!



SUMARIO

Pagina
LISTA DE FIGURAS . . . . . . . e vii
RESUMO . . . . e ix
ABSTRACT . . . . o xi
1 INTRODUCAO . . . . . 1
2 MATERIAL & METODOS . . ... ... 7
2.1 Cultivodas Plantas . . . . . . . .. . ... .o 7
2.2 Delineamento Amostral . . . . . . . ... oo 7
2.3 Criagao de Tuta absoluta . . . . . . . . . . . . . .. .. ... ... 8
2.4 Teste de Oviposicao . . . . . . . . . . L o 8
2.5 Nitrogénio . . . . . . . oL 9
2.6 Fotossintese . . . . . . . . L 9
2.6.1 Caracterizacao dos parametros de trocas gasosas . . . . . . . . .. .. 9
2.7 Inibidor de Protease . . . . . . . . . ... 10
2.7.1 Andlise enzimatica . . . . . . . ... L 10
2.7.2 Determinacao de proteinas totais . . . . . . . .. ... ... ... ... 10
2.7.3 Determinacao dos inibidores de protease . . . . . . . ... ... ... 11
2.8 Andlisede Dados . . . . .. ... 12
3 RESULTADOS . . . . . 14

3.1 OvIposicao . . . . . . .. 15



3.1.1 10 Dias . . . .. 15
3.1.2 20e30Dias . . . ... 16
3.1.3 Nitrogénio . . . . . . . . . 20
3.1.4 Fotossintese . . . . . . . . 20
3.1.5 Inibidor de Protease . . . . . . . . . . ... ... .. ... ... .. .. 23
3.1.6  Observacoes Fenologicas . . . . . . . . . ... ... ... 25
4 DISCUSSAO . . . .o 26
5 CONCLUSOES . .. ... ... 30
ANEXOS . . 31

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . . . . . . . . . 33



LISTA DE FIGURAS

vii

Péagina

Galhas de Meloidogyne javanica presentes em raiz de Solanum lycopersi-
con. Vigosa-MG. . . . . . ..o
Teste de oviposicao de Tuta absoluta com chance de escolha. Vicosa-MG
Efeito dos niveis de infestacao por Meloidogyne javanica no ntimero de gal-
has por planta (Solanum lycopersicon). (F1 2= 327,93; p<0.001). Vigosa,
MG. . .
Proporcao dos ovos depositados por femeas acasaladas de Tuta abso-
luta em Solanum. lycopersicon com 10 dias de infestacao por ovos de
Meloidogyne javanica nos niveis 0, 1000, 3000 e 5000 ovos. (x1 5s= 337.44;
p<0.001). Vigosa, MG. . . . . . . . . ... .
Proporcao dos ovos depositados por femeas acasaladas de Tuta abso-
luta em Solanum lycopersicon com 20 dias de infestacao por ovos de
Meloidogyne javanica nos niveis 0, 1000, 3000 e 5000 ovos. (x158= 435,93;
p=0.0176). Vigosa, MG. . . . . . . . .. ...
Proporcao dos ovos depositados por femeas acasaladas de Tuta abso-
luta em Solanum lycopersicon com 30 dias de infestacao por ovos de
Meloidogyne javanica nos niveis 0, 1000, 3000 e 5000 ovos. (x1,55= 328,86;
p=0.0321). Vigosa, MG. . . . . . . ... ...
Efeito do Nimero de galhas por planta (Fy 3= 23,99; p<0.001;) e dias
de infestagao (F230= 6,81; p<0.001;) por Meloidogyne javanica na quan-
tidade de Nitrogénio total em folhas de Solanum lycopersicon. Vigosa,
MG. . . e
Efeito do Numero de galhas (F; 3s= 158.05; p<0.001;) por planta e dias
de infestacao (Fq 37= 91.36; p<0.001;) por Meloidogyne javanica na Taxa
Fotossintética Liquida (1 mol COy; m™2 s7') de Solanum lycopersicon.
Vigosa, MG. . . . . . . . .

18

19



10

Efeito do Numero de galhas por planta (Fy 34= 1085.32; p<0.05) e dias de
infestacao (F230= 640.08; p<0.001) por Meloidogyne javanica na quanti-
dade de mg de Tripsina inbida por g de Proteina em Solanum lycopersicon.
Vigosa, MG. . . . . . . . .
Plantas de tomate Solanum lycopersicon de mesma idade infestadas na
parte radicial por Meloidogyne javanica em diferentes estadios reprodu-
tivos. Plantas sem ataque do nematdide (a) e planta atacada pelo ne-
matéide (b). . . . . ..

viil



X

RESUMO

ARCE, Carla Cristina Marques, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2010. Interacao tréfica entre Meloidogyne javanica e Tuta absoluta
em tomateiro. Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima. Co-orientadores:
Flavia Maria da Silva Carmo e Leandro Grassi de Freitas.

Para compreender como o ataque de herbivoros na raiz pode influ-
enciar herbivoros na parte aérea é essencial entender os efeitos que esta herbivoria
pode causar no hospedeiro. Plantas quando atacadas por herbivoros respondem na
tentativa de combaté-los. Dentre as variadas respostas, a inducao de defesa é um
mecanismo bastante utilizado por plantas nestas condigoes. Sendo assim, o objetivo
geral desta dissertacao foi verificar se um dano causado no sistema radicular de uma
planta por um nematdide desencadeia respostas defensivas e como esta inducao de
defesa varia quanto a intensidade da injuria sofrida e ao longo do tempo. Dessa
forma, como espera-se que a resposta defensiva seja sistémica, qual o impacto que
um herbivoro especialista de parte aérea sofrera. Para tal, verificamos: (i) se plan-
tas de tomate Solanum lycopersicon infestadas no sistema radicular por nematoide
Meloidogyne javanica respondem ao ataque pela inducao de defesa e (ii) se plantas
de tomate infestadas no sistema radicular por nematoéide afetam o comportamento
de oviposicao do herbivoro de parte aérea Tuta absoluta. Para obter a variacao da
resposta na indugao de defesa quanto a intensidade do dano e tempo, avaliou-se plan-
tas sob diferentes niveis e dias de infestacao no sistema radicular. Como indicativo
de inducao de defesa quantificou-se inibidor de protease, nitrogénio e fotossintese.
Para verificar o comportamento de oviposicao avaliou-se a porcentagem de ovos em
teste de oviposicao com chance de escolha. Plantas de tomate infestadas no sistema
radicular responderam ao ataque pela indugao sistémica de defesa, através do au-
mento nas quantidades de inibidor de protease, de nitrogénio e com a diminuicao

da taxa fotossintética. Diante destas respostas constatou-se que o comportamento
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de oviposicao do herbivoro especialista na parte aérea foi afetado. Os resultados
obtidos aumentam as evidéncias de que interacoes entre herbivoros separados espa-
cialmente podem ser mediadas pela resposta de inducao de defesa da planta. Assim,

fortalecendo com subsidios a teoria 6tima de defesa de plantas.
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ABSTRACT

ARCE, Carla Cristina Marques, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2010.
Trophic interaction between Meloidogyne javanica and Tuta abso-
luta in tomato. Adviser: Eraldo Rodrigues de Lima. Co-Advisers: Flavia
Maria da Silva Carmo and Leandro Grassi de Freitas.

To understand how the attack on the root herbivores can influence
shoot is essential to understand the effects that herbivory can cause the host. Plants
respond when attacked by herbivores respond in an attempt to combat them. Among
the varied responses, induction of defense is a mechanism frequently used by plants in
these conditions. Therefore, the objective of this thesis was to determine whether an
injury to the roots of a plant by a nematode triggers defensive responses and induction
of defense as it varies in intensity and the injury suffered over time. Thus, as it is
expected that the defensive response is systemic, what impact a specialist herbivore
shoot suffer. For this, we checking: () if tomato plants Solanum lycopersicon infested
by the root nematode Meloidogyne javanica respond to attack by the induction of
defense and (7) if tomato plants infested by nematodes in the root system affect the
behavior of the herbivore oviposition shoot Tuta absoluta. For the response variation
in the induction of defense and the intensity of damage and time was evaluated
under different plants and days feeding on the roots. As an indication of induced
defense was quantified protease inhibitor, nitrogen and photosynthesis. To check the
oviposition behavior evaluated the percentage of eggs in oviposition test with multiple
choice tests. Tomato plants infested root system responded to the attack by inducing
systemic defense by increasing the amounts of protease inhibitors, nitrogen and the
decrease of photosynthetic rate. Given these responses it was found that oviposition
behavior of the specialist herbivore in the shoot was affected. The results increase the
evidence that interactions between spatially separated herbivores may be mediated
by the induction response of plant defense. Thus, strengthening the theory with

subsidies optimal plant defense.



1 INTRODUCAO

Diversos estudos apontam a interdependéncia das dinamicas popula-
cionais de organismos que vivem no solo ou sobre ele e de inimigos naturais, medi-
adas por respostas de defesa em 6rgaos da planta acima e abaixo do solo. Todavia,
a maioria dos estudos focam interagoes que ocorrem acima do solo, geralmente neg-
ligenciando o fato de que organismos separados espacialmente interagem entre si de
formas muito complexas (van der Putten et al., 2001).

As atividades de organismos no solo podem afetar o fendtipo da parte
aérea da planta, e como resposta ocorre a inducao de defesa contra herbivoros e
patégenos (Blouin et al., 2005). Nesse contexto, alguns compostos produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas, que protegem as folhas contra herbivoros, sao
sintetizados nos tecidos das raizes, promovendo assim uma interacao entre raiz e
protegao foliar (Karban, 1997; van der Putten et al., 2001).

O elaborado sistema de defesa das plantas pode atuar de véarias for-
mas, existindo um balanco entre o metabolismo primério e secundéario que promove
respostas da planta ao estresse (Karban & Myers, 1989). Embora plantas possuam
defesas constitutivas (defesas permanentes da planta), é estratégico desencadear as
defesas somente em resposta ao ataque de herbivoros. Assim, a defesa induzida so
ocorre mediante o ataque, promovendo a indugao de compostos defensivos que po-
dem atuar de forma direta e/ou indireta ao agressor (Karban, 1997). A acao direta
da defesa induzida causa um efeito deletério para o herbivoro, como por exemplo

toxinas que podem afetar o desenvolvimeto do inseto (Howe & Schaller, 2008; Dicke
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& Vet, 1999), enquanto que a defesa induzida indireta promove a atracao de inimigos
naturais (van Poecke & Dicke, 2004; Wickers, 2001).

Uma vantagem que a defesa induzida pode proporcionar é o redire-
cionamento de custos biossintéticos na producao de metabdlitos ao evitar que outros
organismos possam explorar as defesas em beneficio préprio (Karban, 1997; Cipollini
et al., 2003; Zangerl, 2003). As defesas devem ser preferencialmente alocadas em
partes valiosas das plantas, resultando em uma alocagao espago-temporal (Rhoads,
1979) e garantindo, assim, uma alocac¢ao 6tima dos produtos de defesa dentro dela
(Iwasa et al., 1996; van Dam et al., 1996; Bezemer et al., 2003). Na auséncia do
herbivoro, a planta pode realocar seus recursos para outras fung¢oes (Berenbaum &
Zangerl, 1999).

Diante de um ataque a planta desencadeia uma cascata de sinaliza-
¢ao que pode resultar na inducao de defesa, podendo ser do tipo morfofisiologicas
(tricomas) e/ou quimicas (toxinas). O mecanismo de indugdo de defesa acionado
pela planta, ird depender do tipo e da intensidade da injiria na qual é submetida,
sendo ativado por uma variedade de sinais emitidos pelo 6rgao lesionado. A ativagao
desses mecanismos geralmente envolve a producao de acido jasmonico, que regula
varios processos envolvidos na indugao de defesa (Wang et al., 2000), ocorrendo
acimulo em plantas atacadas (Baldwin et al., 1997).

A ativacao de genes relacionados a defesa na sua maioria sao induzi-
dos pelo acido jasmonico, que produz uma variedade de compostos defensivos de
plantas, como os inibidores de protease (Farmer & Ryan, 1992). Estes redutores de
digestibilidade estao intimamente relacionados aos mecanismos de defesa contra her-
bivoria e seus niveis podem ser rapidamente elevados quando a planta é danificada
pelo inseto ou mediante a liberagao de elicitores (Rakwal et al., 2001). Além da

resposta local verifica-se que sinais especificos origindrios dos tecidos danificados sao
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transportados via floema, acarretando aumento nos niveis de inibidores de proteases
por toda a planta, caracterizando uma resposta sistémica (Jongsma & Bolter, 1997).
Estes inibidores atuam significativamente nas atividades proteoliticas das proteases
presentes no intestino dos insetos (Hilder et al., 1987; Ryan, 1990). A ingestao de
altas quantidades de inibidores de proteases resulta na hiperproducao de proteases
alimentares, levando a limitagao de aminoacidos essenciais para a sintese protéica
e, consequentemente, reducao do crescimento e desenvolvimento de alguns insetos
(Brodway & Duffey, 1986).

A resposta de inducao de defesa iniciada pela planta quando atacada
por um herbivoro, pode ser considerada a principal resposta para combater a her-
bivoria. Com isso, alguns processos decorrentes da injuria sofrida pela planta podem
impactar a herbivoria, pois como consequéncia do dano a planta pode ter alteracoes
fisiolégicas, um exemplo de processo é a fotossintese, que pode ser alterada (Schmidt
et al., 2009; Tang et al., 2009). O redirecionamento de recursos metabélicos para
defesa pode ser um mecanismo que contribui para uma supressao indireta na foto-
ssintese. Havendo alteracao na fotossintese, o metabolismo primario e o processo de
crescimento da planta sao alterados (Schmidt et al., 2009).

Entre outras mudancas a qualidade nutricional de uma planta sob acao
de herbivoria também pode ser afetada (Gange & Brown, 1989; Masters & Brown,
1992). Crescimento e defesa em plantas requerem recursos similares, como aminoa-
cidos e nutrientes (Herms & Mattson, 1992). Por exemplo, com a agao de herbivoria
em Nicotiana attenuata, 6% do nitrogénio total é alocado para compostos defensivos,
o que reduz a disponibilidade de nitrogénio para o desenvolvimento da planta (Bald-
win, 1998). Dentre os nutrientes disponiveis em uma planta, o nitrogénio destaca-se
por exercer um importante papel no desenvolvimento de herbivoros (Awmack &

Leather, 2002). Dessa forma, considerando que a condi¢do nutricional da planta é
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avaliada pelo herbivoro durante a selecao do mesmo, uma deficiéncia nutritiva na
planta pode torna-la nao hospedeira.

Uma planta sob estresse, seja este causado por fatores bidticos (her-
bivoria) e/ou abidticos (temperatura e luz) (Schoonhoven et al., 2005), podem al-
terar o metabolismo de carbono e nitrogénio (Hamilton & Berenbaum, 2001) e con-
sequentemente a producao de aleloquimicos, tornando-se mais ou menos atrativas
para insetos. Estas respostas de uma planta mediante o ataque de herbivoros po-
dem afetar o comportamento de insetos, tornando-se importantes para selecao de
um hospedeiro. Diante disso, a selecao de uma planta hospedeira pelo herbivoro
envolve a escolha de um hospedeiro adequado para alimentacao, desenvolvimento e
sobrevivéncia (Bernays & Chapmam, 1994).

O tomateiro Solanum lypersicon L. (Solanaceae) é uma das mais im-
portantes hortalicas cultivadas no mundo, podendo ser utilizada como hospedeira
por cerca de 200 espécies de artropodes. Plantas de tomate tem sido utilizadas
como modelo para estudos que envolvem expressao génica (Fung et al., 2006; Kok
et al., 2007), defesas induzidas contra bactérias (Cavalcanti et al., 2006), nematéides
(Molinari & Loffredo, 2006) e voldteis emitidos apés injuria (Farag & Paré, 2002).

Dentre os insetos associados a essa cultura, merece destaque a traca-
do-tomateiro, Tuta absoluta M. (Lepidoptera: Gelechiidae) que ataca folhas, flores
e frutos, podendo ocasionar até a morte da planta, motivos pelos quais passou a ser
considerada uma praga chave desta cultura no Brasil. A primeira ocorréncia de T.
absoluta no Brasil foi verificada em meados de 1979, no litoral do Parana (Muszinski
et al., 1982), e ja no final da década de 80 esta praga era relatada em todos os campos
de produgao de tomate deste pais (Franca, 1993). Em condigdes de laboratério, o
ciclo completo da T'. absoluta varia de 26 a 38 dias, suas larvas minadoras alimentam-

se, inicialmente, do mesdfilo foliar, construindo galerias transparentes.
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Outros organismos que atacam o tomateiro sao os nematdides, que ex-
ploram uma grande variedade de nichos ecoldgicos. De acordo com Semblat et al.
(2000), os nematoides causadores de galhas pertencentes ao género Meloidogyne
(Treud), sao endoparasitas sedentdrios que causam danos extensivos a um vasto
numero de culturas economicamente importantes, incluindo o tomate. As espécies
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica (Chitwood) estdo entre as espécies
mais nocivas a agricultura brasileira (Peixoto et al., 1999).

Segundo Taylor & Sasser (1983) o ciclo de vida de Meloidogyne spp.
comega com o ovo, passando a juvenil (varios estadios), sendo estes juvenis formados
ainda dentro do ovo. Quando o juvenil de segundo estédio (J2) é formado ele comega a
perfurar o ovo com o seu estilete rompendo a casca por onde sai para o solo e migra em
busca de uma raiz. Seguindo um gradiente de concentracao de exsudatos radiculares,
o J2 orienta seu movimento em dire¢do a raiz. Apds a penetragdo, o J2 migra
para o tecido vascular e comeca a se alimentar, introduzindo substancias nas células
da planta que vao altera-las morfo e fisiologicamente. Estas células aumentam de
tamanho, seus nicleos se dividem sem divisao da célula e o metabolismo é acelerado.
As células do cortex se multiplicam desordenadamente e a raiz se engrossa formando
um tumor que recebe o nome de galha. A sintomatologia na parte aérea da planta
causados pelos nematoéides das galhas sao similares aos causados por outros patégenos
que reduzem a quantidade de dgua e nutrientes disponiveis para a planta. As plantas
infectadas mostram crescimento reduzido, com folhas pequenas e amareladas, que
murcham prematuramente.

Sendo assim, o objetivo geral desta dissertagao foi verificar se um her-
bivoro na parte aérea de uma planta é impactado pela resposta na inducao de defesa
gerada pelo ataque no sistema radicular e qual o padrao espago-temporal desta re-

sposta. Para tanto, verificamos: (i) se plantas de tomate Solanum lycopersicon infes-
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tadas no sistema radicular por nematéide Meloidogyne javanica respondem ao ataque
pela indugao sistémica de defesa e (ii) se estas plantas afetam o comportamento de
oviposicao do herbivoro de parte aérea Tuta absoluta. Para obter o padrao espaco
temporal da resposta na inducao de defesa, avaliou-se plantas sob diferentes niveis e
dias de infestagao no sistema radicular. Como indicativo de inducao de defesa quan-
tificamos nitrogénio, fotossintese e inibidor de protease. Apds verificar se a planta
responde ao ataque na raiz, foi avaliado o comportamento de oviposicao de Tuta

absoluta, um inseto especialista da parte aérea.



2 MATERIAL & METODOS

2.1 Cultivo das Plantas

Sementes de tomate (Solanum lycopersicon Mill cultivar Santa Clara
5600 VF), foram semeadas em bandejas de isopor com 100 células contendo substrato
comercial Plantmax® . Apos 25 dias da semeadura, as plantas foram transferidas
para vasos de 3 L. contendo solo esterelizado com brometo de metila, na proporcao
de 1:1 de solo e areia.

As plantas de tomate foram submetidas a inoculacao por ovos de
Meloidogyne javanica, 5 dias apds o trasplante. A coleta dos ovos foi realizada pela
técnica de Hussey & Barker adaptado por Boneti & Ferraz (1981). O inéculo foi

cedido pelo Laboratério de Nematologia/Bioagro/UFV.

2.2 Delineamento Amostral

Para verificar se a resposta da planta ocorre de maneira diferenciada
quanto ao tempo de exposicao e a quantidade da injuria, cada planta foi submetida
a diferentes niveis de infestacao por ovos de M. javanica: 0, 1000, 3000 e 5000 e
avaliadas em diferentes dias apds de infestacao 10, 20 e 30. Para todos os experimen-
tos realizou-se a contagem do numero de galhas (Fig 1) em cada tratamento (1000,
3000 e 5000) nos diferentes dias: 10, 20 e 30, este procedimento foi realizado afim de

confirmar que os niveis de infestacao estavam ocorrendo.



Figura 1: Galhas de Meloidogyne javanica presentes em raiz de Solanum lycopersicon.

Vicosa-MG.

2.3 Criagao de Tuta absoluta

A criacao de T. absoluta foi estabelecida conforme Miranda et al.
(1998), mantida a uma temperatura de 25 £1°C, U.R. 65% e fotofase de 12 horas,

no laboratério de Semioquimicos/UFV. Segundo protocolo de cria¢do em anexo.

2.4 Teste de Oviposicao

Para avaliar a preferéncia de oviposicao de T. absoluta, foi realizado
teste em confinamento, onde fémeas recém emergidas foram confinadas com machos
para ocorréncia do acasalamento. Apds acasaladas essas fémeas foram individual-
izadas dentro de potes plasticos (250 ml), com solucdo agucarada a 10% para alimen-
tacao e mantidas nessas condicoes por 24 horas. Apds esse periodo foram oferecidos
foliolos do tergo superior das plantas de tomate nos tratamentos estudados (Fig 2). A
avaliacao do teste foi realizada através da contagem de ovos depositados nos foliolos,

apos 24 horas do confinamento.



Figura 2: Teste de oviposicao de Tuta absoluta com chance de escolha. Vigosa-MG

2.5 Nitrogénio

A quantificagdo de nitrogénio total foi verificada nas folhas (foliolos
coletados do tergo superior) e raizes das plantas submetidas aos diferentes tratamen-
tos (niveis e dias). Apds coletados, o material foi colocado em estufa a 60 °C para
secagem e encaminhados ao Laboratério de Andlise de Solo e Folha Vigosa Ltda. O

método de quantificagao utilizado foi Kjeldahl.

2.6 Fotossintese
2.6.1 Caracterizacao dos parametros de trocas gasosas

A caracterizacao dos parametros de trocas gasosas foram feitas em
folhas (foliolos coletados do tergo superior), completamente expandidas de plantas
de tomate, submetidas aos tratamentos (niveis e dias). As medigoes foram realizadas

entre 08:00 e 10:00 h, utilizando-se um sistema de determinagoes da concentracao de
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gases no infravermelho (IRGA, Li-Cor Inc. LI-6400, Lincoln, EUA). Determinou-se

a taxa fotossintética liquida (u mol COy m™2 s71).

2.7 Inibidor de Protease
2.7.1 Anadlise enzimatica

A quantificacao de inibidores de protease foi realizada em plantas sub-
metidas aos tratamentos (niveis e dias). Os extratos foram obtidos a partir das
foliolos coletados do terco superior das plantas. Apds coletados, os foliolos foram
imediatamente acondicionadas em isopor contendo nitrogénio liquido, mantidos em
freezer a temperatura de -80 °C até o momento do processamento dos mesmos para
a obtencao do extrato bruto.

No laboratério de Enzimologia/Bioquimica de Proteinas e Pep-
tideos/Bioagro, as amostras foram processadas e o preparo do extrato bruto foi
realizado a 4 °C, de acordo com o método descrito por Ohta et al. (1986). O material
foi pesado em balanca analitica e imediatamente macerado em nitrogénio liquido com
auxilio de pistilo e cadinho. Ao pé obtido foi adicionado o tampao 0,1M Tris-HCI,
pH 8,2 e 20mM CaCl2; 1:3(p/v), homozeneizado e em seguida trasferido para um
ependorf e mantido em gelo.

Posteriormente o material foi centrifugado a 17.200g por 20 minutos a
4°C (adaptado de Batista et al. (2002)). O sobrenadante do extrato bruto foi coletado
e mantido a -20 °C para posterior determinacao da concentracao de proteina total e

inibidores de protease.

2.7.2 Determinacao de proteinas totais

A determinagao de proteina no extrato foi obtida pelo método descrito

por Bradford (1976), utilizando como padrao uma solucao de 0,2 mg/mL de soro de
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albumina bovina (BSA). Primeiramente o extrato foi diluido, sendo 100 pL do extrato
em 900 pL de dgua destilada. A etapa seguinte foi retirar 100 pLi deste extrato diluido
e acrescentar em um novo ependorf contendo 700 ul. de dgua destilada e 200 pL do
reagente Bradford. Para o teste em branco foram adicionados a outro ependorf
800 uL de dgua destilada e 200 uL do reagente de Bradford. Os componentes foram
homogeneizados por agitacao do ependorf e incubados por quinze minutos. A leitura
da absorbancia das amostras foi realizada no comprimento de onda de 595 nm em
um espectrofotometro (Beckman, DU 530 UV/Vis Spectrophotometer, U.S.A). As

amostras foram analisadas em duplicadas.

2.7.3 Determinacao dos inibidores de protease

A presenca de inibidores no extrato foi determinada utilizando tripsina
purificada. Foi realizada a determinacao da atividade da tripsina conforme o seguinte
procedimento analitico: 100 ul. do extrato; 500 pl. do tampao Tris-HC1 0,1M, pH
8,2 contendo 20mM de cloreto de célcio; e 50 uLL da solucao de tripsina 4,7 x10-5 M
foram adicionados em um ependorf. Para o controle da enzima foram adicionados a
outro ependorf, 600 ul. do tampao Tris-HCI 0,1M, pH 8,2 contendo 20mM de cloreto
de célcio; e 50 pL da solucao de 1,25g de tripsina/ImL de dgua Mili-Q.

A mistura contida em cada ependorf foi incubada por cinco minutos.
Apés o tempo de incubagao, 500 uL. dessa mistura foi retirada e adicionada a um
novo ependorf contendo 500 puL Tris-HCI 0,1M, pH 8,2 contendo 20mM de cloreto
de calcio; e 500 pul da solugao estoque de L-BApNA 1,2 mM. Para o preparo da
solugao estoque, foi utilizada 0,026g de BapNA/1mL DMSO (Dimethyl Sulfoxide),
posteriormente 200 pl desta solugao inicial foi retirada e diluida em 10 mL Tris-HCI

0,1M, pH 8,2 contendo 20mM de cloreto de calcio. A absorbancia da solucao foi
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determinada a 410 nm a cada 30 segundos até 2,5 minutos da reagao. Para a leitura
da absorbancia foi utilizado o espectrofotometro (modelo dU65, Beckman).

Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida por

grama de proteina, de acordo com a seguinte equagao:

mg de tripsina inibida/g de proteina =A * B/ P x C % 100 (1)

Onde:

A= (absorbancia em 410 nm do padrao) - (absorbancia em 410 nm da
amostra);

B= Diluigdo da amostra (volume final da solu¢do incubada - volume
da amostra utilizada);

P= Concentragao de proteina dos extratos em g/mlL;

C= Fator de tripsina, ou seja, o produto da atuagao de 1ul de tripsina
ativa sobre o substrato L-BApNA dara a leitura de absorbancia em 410 nm de 0,019
(Kakade et al., 1974).

2.8 Analise de Dados

As anélises foram realizadas através do programa R (R Development
Core Team, 2009), usando Modelagem Linear Generalizada (GLM), seguido por
analise de residuo para verificar a aceitabilidade do modelo utilizado e ocorréncia
de sobredisperssao. A simplificacao dos modelos procederam através da retirada das
variaveis nao significativas, sendo extraidas primeiro aquelas de menor deviancia.

Para avaliar a preferéncia de oviposicao realizada pelo teste com chance

de escolha, realizou-se uma Anélise de Variancia (ANOVA), com distribuicao de erros
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Binomial corrigida a sobredispersao, seguida por Anéalise de Contraste. Esta andlise
agrega os tratamentos da varidvel explicativa (z) que nao sdo significativamente
diferentes uma das outras. A varidvel (y) foi porcentagem de ovos e a variavel (z)
foi nivel de infestacao (0, 1000, 3000 e 5000).

Para checar se a quantidade de nitrogénio total (folha e raiz) foi afetada
pelos niveis e dias de infestacao, realizou-se Analise de Regressao, com distribuigao
de erros Normal. A varidvel y resposta foi nitrogénio (dag/Kg(%)) e as varidveis
explanatérias foram Numero de galhas / Planta (z;), dias de infestagdo (13) e a
interagao entre essas variaveis.

Afim de avaliar se a taxa fotossintética liquida foi afetada pelos niveis e
dias de infestacao, realizou-se Analise de Regressao com distribuic¢ao de erros Normal.
A varidvel (y) resposta foi taxa fotossintética liquida e as varidveis explanatérias
foram Numero de galhas / Planta (z;), dias de infestacao () e a interagao entre
essas variaveis.

Para verificar se a quantidade de inibidor de protease foi afetada pelos
niveis e dias de infestagdo, realizou-se Andlise de Regressao com distribuicao de
erros Normal. A varidvel resposta (y) foi mg de tripsina inibida / g de proteina e
as variaveis explanatérias foram Numero de galhas / Planta (z;), dias de infestagao

(22) e a interac@o entre essas varidveis.
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3 RESULTADOS

Nos experimentos de oviposi¢ao a contagem do nimero de galhas nao
foi realizada pela indisponibilidade de material para tal. Por meio da relagao existente
entre os niveis de infestacao estudados, foi possivel estimar o nimero de galhas de

cada tratamento, sendo esta uma relagao positiva (Fi 2= 327,93; p<0.001; Fig 3).
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Figura 3: Efeito dos niveis de infestacao por Meloidogyne javanica no nimero de
galhas por planta (Solanum lycopersicon). (Fi 2= 327,93; p<0.001). Vigosa, MG.

3.1 Oviposicao
3.1.1 10 Dias

A preferéncia das fémeas de T.absoluta por locais de oviposi¢ao foi
afetada pelos niveis de infestacao de nematodides. A proporcao de ovos depositados
em foliolos de plantas no nivel zero foi maior quando comparada com os niveis de

1000, 3000 e 5000, nao havendo diferenca entre eles (x153= 337.44; p<0.001; Fig 4).
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3.1.2 20 e 30 Dias

Fémeas de T. absoluta tem sua preferéncia por locais de oviposi¢ao
em plantas infestadas pelos nematdides. Os niveis de infestagao 1000, 3000 e 5000
tiveram uma procentagem maior de ovos depositados por fémeas de T. absoluta e
nenhuma diferenca entre estes niveis foi observada. Assim a menor porcentagem
de deposicao de ovos ocorreu em plantas sem infestacao (nivel zero). Este padrao
de oviposicao observado foi encontrado nos experimentos avaliando plantas com 20
(x1,55=435.93 ; p=0.0176; Fig 5) e 30 dias apés infestacao (x1,58=328.86 ; p=0.0321,;
Fig 6).
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Figura 4: Proporcao dos ovos depositados por fémeas acasaladas de Tuta absoluta em
Solanum. lycopersicon com 10 dias de infestagao por ovos de Meloidogyne javanica
nos niveis 0, 1000, 3000 e 5000 ovos. (x1,58= 337.44; p<0.001). Vigosa, MG.
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Figura 5: Proporcao dos ovos depositados por fémeas acasaladas de Tuta absoluta
em Solanum lycopersicon com 20 dias de infestacao por ovos de Meloidogyne javanica
nos niveis 0, 1000, 3000 e 5000 ovos. (x1s8= 435,93; p=0.0176). Vigosa, MG.
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Figura 6: Proporcao dos ovos depositados por fémeas acasaladas de Tuta absoluta
em Solanum lycopersicon com 30 dias de infestacao por ovos de Meloidogyne javanica
nos niveis 0, 1000, 3000 e 5000 ovos. (x158= 328,86; p=0.0321). Vigosa, MG.
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3.1.3 Nitrogénio

Folha

A quantidade de Nitrogénio total presente nas folhas de tomate, foi
afetada significativamente pelo nimero de galhas (F; 34= 23,99; p<0.001; Fig 7) e os
dias de infestacdo (F332= 6,81; p<0.001; Fig 7). As folhas de tomateiro tiveram um
aumento na quantidade de nitrogénio total nas folhas em plantas com maior ntimero

de galhas, entretanto houve diminui¢ao no nitrogénio ao longo do tempo.

Raiz

No sistema radicular das plantas de tomate a quantidade de Nitrogénio
total nao foi afetada pelo nimero de galhas (F; 34= 0,023; p=0.878) nem pelos dias
de infestacao (Fy33= 2.058; p=0.143).

3.1.4 Fotossintese

A Taxa Fotossintética Liquida das plantas foi afetada significativa-
mente pelo nimero de galhas (F;33= 158.05; p<0.001; Fig 8) e os dias de infes-
tacao (Fy 37= 91.36; p<0.001; Fig 8). Houve uma diminuicao da Taxa Fotossintética
Liquida ocasionada pelo aumento do nimero de galhas e com o aumento dos dias de
infestacao. O vigésimo e o trigésimo dias de infestacao nao apresentaram diferencas

entre si.



21

® 7 —— 10 dias
o 20 dias
—A-- 30 dias
B
&
8 A
S © 7
(g & o
=) o
2 o
«@ o
(@] o
E n Ao —m —m e e ———— — — — — — — — —
=] Ao e e e e A —— — —
z <& >
& o Ao a0
N <> ..................... R
< —
A ° A
m —
0 500 1000 1500

Numero de galhas/Planta

Figura 7: Efeito do Numero de galhas por planta (F;s4= 23,99; p<0.001;) e dias
de infestacao (Fa32= 6,81; p<0.001;) por Meloidogyne javanica na quantidade de
Nitrogénio total em folhas de Solanum lycopersicon. Vigosa, MG.
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Figura 8: Efeito do Nimero de galhas (Fy 3s= 158.05; p<0.001;) por planta e dias de
infestagao (F; 37= 91.36; p<0.001;) por Meloidogyne javanica na Taxa Fotossintética
Liquida (4 mol COy m~2 s71) de Solanum lycopersicon. Vigosa, MG.
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3.1.5 Inibidor de Protease

A quantidade de mg de Tripsina inibida por g de Proteina foi afetada
significativamente pelo nimero de galhas (F; 34= 1085.32; p<0.05; Fig 9) presentes
nas plantas e pelos dias de infestagao (Fo30= 640.08; p<0.001; Fig 9). O numero
de galhas presente nas plantas afetou positivamente a quantidade mg de Tripsina
inibida por g de Proteina. A fase inicial de infestagdo (10 dias), apresentou uma
quantidade de mg de Tripsina inibida por g de Proteina intermediaria quando com-
parada com as fases finais de infestacao (20 e 30 dias). No vigésimo dia de infestacao
esta quantidade diminuiu, porém no tempo maximo de infestagao estudado (30 dias)
as plantas apresentaram uma aumento consideravel na quantidade de mg de Tripsina

inibida por g de Proteina.
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Figura 9: Efeito do Nimero de galhas por planta (F; 34= 1085.32; p<0.05) e dias de
infestagao (F 3= 640.08; p<0.001) por Meloidogyne javanica na quantidade de mg
de Tripsina inbida por g de Proteina em Solanum lycopersicon. Vigosa, MG.
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3.1.6 Observagoes Fenolégicas

No vigésimo dia de infestacao foi observada diferencas nos estadios
fenolégicos das plantas de tomate. Plantas infestadas com 5000 ovos do nematoide

apresentavam-se com frutos (Fig. 10b) e plantas sem infestacao estavam sem frutos

(Fig. 10a).

(a) Controle

Figura 10: Plantas de tomate Solanum lycopersicon de mesma idade infestadas na
parte radicial por Meloidogyne javanica em diferentes estadios reprodutivos. Plantas
sem ataque do nematdide (a) e planta atacada pelo nematéide (b).



26

4 DISCUSSAO

O padrao de oviposicao de T. absoluta encontrado neste trabalho pode
ter ocorrido devido a mudanca no perfil de compostos volateis, em decorréncia da
herbivoria sofrida na raiz pelo ataque do nematoéide. Uma vez que plantas possuem
uma mistura especifica de compostos quimicos voldteis e ao sofrer uma injiria este
perfil de volateis pode ser alterado (De Moraes et al., 2001). Estes compostos ao
serem alterados podem passar a exercer a acao de repeléncia ou atragao para insetos
na busca de locais para oviposicao (Baur et al., 1991; Dicke et al., 2003). Além
do perfil quimico, outras caracteristicas, como a qualidade nutricional sao avaliadas
por fémeas de muitos insetos na escolha de individuos especificos dentro de uma
populacao de hospedeiros (Thompson & Pellmyr, 1991; Honda, 1995). Assim, a
disponibilidade de nutrientes pode mudar a atratividade de fémeas em busca de
locais de oviposi¢ao, como observado para Pieris rapae por Wolfson (1980) e Myers
(1985). Caso contrario, ao encontrar um hospedeiro de baixa qualidade, uma fémea
pode modificar seu comportamento de oviposicao através da redugao na postura dos
ovos por planta (Thompson & Pellmyr, 1991).

Uma planta além de responder a herbivoria no sistema radicular pela
indugao de compostos defensivos pode ser prejudicada na capacidade de absorcao de
agua e nutrientes, no entanto a medida que se aumentou a injiria na raiz observa-
mos o aumento na quantidade de nitrogénio foliar (Fig. 7). Segundo Masters et al.
(1993) este prejuizo na capacidade da planta de absorver dgua e nutrientes do solo

pode resultar na reducao relativa do contetido de agua foliar e consequentemente
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um aumento na quantidade de nitrogénio disponivel na folha, mecanismo este que
pode ter gerado o resultado encontrado. Este aumento no nitrogénio foliar nao é
necessariamente uma resposta na qual a planta induziu mediante ao ataque, mas sim
uma consequencia da injuria causada pelo nematoéide.

Para muitos insetos herbivoros o nitrogénio é limitante, podendo afe-
tar positiva ou negativamente seu desenvolvimento. Assim, o aumento de nitrogénio
encontrado neste estudo poderia afetar positivamente o desenvolvimento de T. abso-
luta. Essa correlacao positiva entre nitrogénio e desenvolvimento tem sido observada
por diversos autores (ver Masters, 1992; Gange & Brown, 1989; Masters & Brown,
1992). Mudangas na qualidade nutricional da planta sdo mais provéaveis de afetar a
populagao do herbivoro do que os parametros de crescimento do individuo (Johnson
et al., 2008).

Assim como o nitrogénio, o gradiente de CO5 pode ser detectado por
orgaos sensoriais de mariposas, sendo que a concentracao desse gas pode afetar a
oviposigao, como demonstrado em Cactoblastis cactorum (ver Stange, 1997). Lan-
gan et al. (2001) estudando a preferéncia de oviposicao de Pieris rapae relacionada
a fotossintese e transpiragao na escolha do hospedeiro, encontraram que a preferén-
cia foi maior por plantas com taxa fotossintéticas elevadas, tendo uma relacao com
a escolha de folhas jovens para ovipositar. Dessa forma, nitrogénio e fotossintese
devem estar relacionadas na escolha do hospedeiro por herbivoros, pois geralmente
mariposas preferem ovipositar em folhas mais jovens que possuem maior quantidade
de nutrientes, reforgando o resultado obtido neste estudo.

O balanco entre defesa e fotossintese parece existir, pois ambas ne-
cessitam de recursos energéticos em comum (Tang et al., 2009). Neste trabalho
encontramos que as plantas de tomate infestadas por nematdides tiveram sua taxa

fotossintética reduzida (Fig.8). Uma planta injuriada na raiz pode sofrer alteragoes
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fisiolégicas que comprometam a abertura estomatica, o que resultaria na diminuicao
da taxa fotossintética (Bondada et al., 1995; Schmidt et al., 2009). Esta diminuicao
pode ter ocorrido por um redirecionamento de recursos metabdlicos para defesa que
suprimiu de forma indireta a fotossintese (Tang et al., 2009). Outra resposta pode
ser o aumento na expressao de genes relacionados a defesa em detrimento de genes
relacionados a fotossintese, processo regulado pelo dcido jasmonico (Gorschen et al.,
1997; Schenk et al., 2000).

Dentre as respostas de uma planta mediante ataque de herbivoros,
a inducao de compostos defensivos como redutores de digestibilidade possuem um
papel importante. Nossos resultados mostraram que a quantidade de inibidor de
protease nas folhas de tomate aumentaram de acordo com o nivel de infestacao pelo
nematoide, e uma variagdo ao longo do tempo foi observada (Fig. 9), indicando que
houve resposta ao ataque pela inducao sistémica de defesa para partes nao atacadas
da planta. Inibidores de protease quando presentes em quantidades elevadas na dieta
de herbivoros podem impactar seu desenvolvimento negativamente, como observado
por outros autores (ver Orr et al., 1994; Michaud et al., 1995; Azzouz et al., 2005).
Dessa forma, a maior quantidade de inibidor encontrada neste trabalho em plantas
infestadas pelo nematodide poderiam potencialmente afetar os parametros biologicos
de T. absoluta.

Durante um estresse alguns processos defensivos sao desencadeados
em plantas, que por fim podem levar a ativacao de genes relacionados a producao
de compostos de defesa como inibidores de protease (Melan et al., 1993). O inicio
deste processo pode ter sido desencadeado pelas secrecoes salivares produzidas pelos
nematdides, as quais contém enzimas que sao injetadas dentro das células (Hussey,
1989). Geralmente estas secregoes induzem a producdo de auxinas e lipoxigenases

(LOX) (Giebel, 1982; Waetzig et al., 1999; Leone et al., 2001). As lipoxigenases
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vegetais estao envolvidas na biossintese de compostos que regulam o metabolismo,
ao final da atividade da LOX varios produtos sao formados. Dentre esses produtos
esta o acido jasmonico, o qual é associado a ativagao de genes relacionados a defesa
(Melan et al., 1993; Baldwin et al., 1997). Portanto, o aumento nas quantidades de
inibidores de protease encontrado neste trabalho pode ser resultado do aumento de
acido jasmonico.

Parte aérea e sistema radicular de plantas respondem a herbivoria
através da inducao de defesa que podem constitur uma significante pressao de se-
legdo na evolucdo de estratégias 6tima de defesa da planta (van Dam & Bezemer,
2006). Uma diferenga foi observada no estadio fenolégico entre plantas com e sem
nematdides no vigésimo dia de infestagao (Fig. 10). Esta diferenca pode estar rela-
cionada com o investimento em defesa, como por exemplo, na quantidade de in-
ibidores de protease encontradas ao longo dos dias de infestagao (Fig. 9). As estragé-
gias de defesa redirecionam os recursos da planta para tal, mas uma realoacacao
dos recuros para outras fungoes podem ocorrer (van Dam & Bezemer, 2006; Herms
& Mattson, 1992). Assim, uma realocagdo dos recursos para reprodugao pode ter
ocorrido entre o décimo e o vigésimo dia de infestacao, ja que plantas infestadas aos
vinte dias possuiam frutos e plantas sadias estavam somente com flores.

Por fim, podemos concluir que plantas de tomate atacadas na raiz in-
duziram defesa sistémica em reposta ao ataque do nematoide, afetando os padroes de
inibidores de protease, nitrogénio e fotossintese. Frente a estas respostas o compor-
tamento de oviposicao T. absoluta foi afetado. Portanto interacoes entre herbivoros
separados espacialmente podem ser mediadas através de respostas induzidas pelo
hospedeiro, tal resposta parece estar principalmente envolvida pela acao do acido

jasmonico.
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5 CONCLUSOES

De modo geral, plantas de tomate infestadas por nematéide no sistema
radicular tiveram como resposta a inducao de defesa sistémica através do aumento na
quantidade de inibidor de protease, de nitrogénio e diminuigao da taxa fotossintética.
Devido as alteracoes ocasionadas pelo ataque do nematodide, femeas do herbivoro es-
pecialista na parte aérea da planta tiveram seu comportamento de oviposi¢ao afetado.
Se faz necessario estudos do perfil de volateis em plantas nestas condicoes, para ver-
ificar se este comportamento foi afetado pelos volateis. Este tipo de informacao é
importante para o desenvolvimento de estratégias para o manejo integrado de pra-
gas. Diante dos resultados obtidos aumentam-se as evidéncias de que interagoes entre
herbivoros podem ser mediadas pela resposta de inducao de defesa espaco-temporal

da planta. Assim, fortalecendo com subsidios a teoria 6tima de defesa de plantas.



Anexos

Protocolo de Criacao de Tuta absoluta

Os ovos para o inicio da criacao foram transferidos juntamente com as
folhas de tomate da variedade Santa Clara para gaiolas de madeira com armacao de
tela, medindo 30x20x30 e acondicionadas em um sala com temperatura de (25+2°C),
umidade relativa de 70£10% e fotofase de 12 horas. Apds a eclosao, as lagartas foram
alimentadas com folhas novas desta mesma variedade, substituidas periodicamente
sempre que necessario. Na criagao de T. absoluta, as lagartas foram mantidas em
folhas de tomateiro com os peciolos imersos em frascos de vidro contendo agua com
solucdo nutritiva "ouro verde”(na proporgao recomendada pelo fabricante - 7g/L),
para manter o turgor das folhas. Ao envelhecerem e se tornarem inadequadas para
a alimentacao, as folhas foram dispostas no fundo da gaiola de madeira, permitindo
a migracao das lagartas para o material renovado. Cerca de 7 a 11 dias apds a
eclosao das lagartas, finda a fase larval e considerando que as lagartas tém o habito
de abandonar as folhas verdes e buscar as folhas secas para empupar, as folhas secas
foram cuidadosamente retiradas da gaiola. Apds a triagem das folhas, as pupas foram
cuidadosamente retiradas de dentro das folhas e sexadas segundo método preconizado
por Coelho & Franca (1987). Estas foram enviadas para uma outra sala de criagao,

sem presenca de qualquer tipo de odor proveniente de plantas e as pupas macho e
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féemea foram colocadas em gaiolas separadas. Dentro de cada gaiola foi fornecida

solucao agucarada (10%).
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