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RESUMO 

SOLÍS VARGAS, Manuel Antonio. M.Sc, Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 
de 2014. Impacto de Tetranychus evansi, Tetranychus urticae e Tuta absoluta 
sobre a Via das Lipoxigenases do Tomateiro e as Proteases Digestivas 
destes Herbívoros. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. 
Coorientadores: Marcelo Coutinho Picanço e Joel Oliveira e Angelo Pallini. 

 

O ácaro Tetranychus evansi interfere na resposta de defesa pela via das 

lipoxigenases do tomateiro, na qual ocorre a produção de ácido jasmônico que 

ativa os genes que expressam inibidores de proteases os quais afetam a 

capacidade dos herbívoros para digerir proteínas. Ao não induzir inibidores de 

proteases, T. evansi favorece o seu desenvolvimento e reprodução, mas também 

de outros herbívoros como T. urticae. Ate agora não tem sido demostrado quais 

enzimas digestivas e como a suas atividades em este e outros herbívoros podem 

ser afetados por essa interferência na reposta de defensa do tomateiro, o que 

consistiu em nosso objetivo de trabalho. Plantas de tomate foram infestadas com 

ácaros das espécies T. evansi, T. urticae e com a lagarta Tuta absoluta, outras 

foram infestadas com uma combinação de T. evansi com as outras duas espécies. 

Quando T. evansi esteve na mesma planta com T. urticae a reposta de defesa pela 

via das lipoxigenases foi induzida e a concentração de inibidores de proteases 

igual que a indução gerada por T. urticae, o mesmo quando T. evansi esteve junto 

com T. absoluta na planta. A oviposição de T. evansi foi afetada em plantas que 

foram infestadas unicamente com T. urticae, mas em plantas atacadas pela 

combinação de herbívoros ou unicamente por T. absoluta a oviposição não diferiu 

com aquela em plantas limpas, apesar das altas concentrações de IP. Isto sugere 

que a oviposição de T. evansi não é afetada só pelos IP, mas possivelmente pelos 

danos e rastros deixados por T. urticae nas folhas. O perfil das enzimas digestivas 

indica uma maior atividade de serino proteases que de cisteíno proteases, sendo 

as Tripsinas-like as de maior atividade. Nos ácaros as tripsinas incrementam com a 

concentração de IP, possivelmente pela necessidade de superar o efeito deletério 

destes e no caso de T. evansi de digerir mais aminoácidos quando compete com T. 

urticae. As quimotripsinas-like parecem ser mais sensíveis aos IP e diminuir com o 

incremento da atividade das tripsinas. 
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ABSTRACT 

SOLÍS VARGAS, Manuel Antonio. M.Sc, Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2014. . Impact of Tetranychus evansi, Tetranychus urticae and Tuta 
absoluta over the Lipoxygenases Pathway of Tomato and Digestive 
Proteinases of these Herbivores. Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira.    
Co-advisers: Marcelo Coutinho Picanço and Joel Oliveira and Angelo Pallini. 

 

The spider mite Tetranychus evansi interferes in the lipoxygenases pathway of 

plant defenses respond where are produced jasmonic acid that activates 

expressing genes of proteinase inhibitors which affect the capability of digest 

proteins in herbivores. The not PI induction ability of T. evansi promotes his 

performance and reproduction but other species too like the spider mite T. urticae. 

Until now, there has not been study how digestive enzyme activity of these and 

other herbivores could be affected by T. evansi’ interference in tomato defense 

respond neither which digestive enzymes are present in this particular plant-

herbivore relation what became in our research objective. Tomato plants were 

infested with T. evansi, T. urticae or moth larvae Tuta absoluta, while some plants 

were infested with a combination of T.evansi with each one of the other species 

simultaneously. When T. evansi was in the same plant with T. urticae the defense 

respond by lipoxygenases pathway were induced and the proteinase inhibitors were 

equal that plants attacked by only T.urticae, and plants attacked by T. evansi and T. 

absoluta simultaneously. T. evansi oviposition rate were only affected in plants 

previously attacked by T. urticae. In plants previously attacked by the combination 

of herbivores or just T. absoluta the oviposition rate doesn’t differs of rates in clean 

plants, despite of high PI concentration. This suggests that T. evansi performance is 

affected by PI but for T. urticae plant injuries and traces and T. evansi has to 

overcome more factors involved in food competition. Digestive enzymes profile 

suggest a higher serine than cysteine proteinase activity been mainly tripsyn-like 

proteinases. In spider mites, tripsyn-like proteinases increase when PI were higher, 

possible to overcome PI toxic effects plus a higher aminoacids demand in T. evansi 

when competes with T. urticae for food resources. The quimotripsyn-like 

proteinases seems to be sensible to PI and decrease with high tripsyn-like ativity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As pragas do tomateiro reduzem a produtividade da cultura, devido aos 

danos diretos ou indiretos e comprometem o potencial produtivo da planta (VILLAS 

BÔAS et al., 1997). Em certos casos, a alta intensidade do ataque de pragas na 

cultura pode comprometer até 100% da produtividade (ESPINOSA, 1991). Uma 

das principais pragas que atacam a cultura do tomate (Lycopersicon esculentum 

Mill) na América do Sul e em vários países da Europa, África, América Central e 

América do Norte destaca-se o ácaro vermelho Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard e o ácaro rajado T. urticae Koch (Acari: Tetranychidae) (BLAIR, 1983; 

DEMORAES; MCMURTY, 1985a; DEMORAES et al., 1987; FERRAGUT; 

ESCUDERO, 1999; LEITE et al., 2003; EPPO, 2004). Também a traça do 

tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), tem sido 

considerada a praga mais importante desta cultura na América do Sul (PICANÇO 

et al., 2007).  

 

As defesas das plantas podem ser diretas quando exercem impacto negativo 

imediato sobre os herbívoros, ou defesas indiretas, como por exemplo, atração de 

predadores e parasitóides (PRICE et al., 1980). No instante em que o herbívoro 

danifica as estruturas das plantas se desencadeia uma cascada de eventos 

bioquímicos que precedem alterações na expressão de genes de defesas de 

plantas (MAFFEI et al., 2007). Uma das principais formas de defesas direta é 

mediada pela via das lipoxigenases. Na qual ocorre a produção de ácido jasmônico 

que ativa os genes que expressam inibidores de proteases (FARMER e RYAN, 

1992; SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010). Nos herbívoros a capacidade para 

digerir as proteínas pode ser afetada pelos inibidores de proteases e outro 

químicos como taninos e fenóis (BROADWAY et al 1986). Essa interferência na 

digestão diminui a disponibilidade de aminoácidos prejudicando a síntese de 

proteínas necessárias ao crescimento, desenvolvimento e reprodução do herbívoro 

(OLIVEIRA et al., 2005; PILON et al., 2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 

2010). 
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Plantas de tomate atacadas por T. evansi apresentam um baixo nível de 

inibidores de proteases, devido a supressão da via de sinalização do ácido 

salicílico e ácido jasmônico fazendo que as plantas apresentem menores 

quantidades de inibidores de proteases, favorecendo o desenvolvimento e 

reprodução do ácaro. Também T. evansi suprime a liberação de voláteis 

associados com a defesa de plantas e demostraram preferência por plantas 

previamente infestadas por coespecíficos nas quais apresentaram melhor 

desenvolvimento (SARMENTO et al., 2011a). 

 

O ácaro rajado, T. urticae, apresenta melhor desenvolvimento e oviposição 

quando se alimentam de plantas de tomate previamente atacadas por T. evansi, 

mas o dano causado por T. urticae ativa a produção de inibidores de proteases, 

inclusive na presença de T. evansi ou em plantas previamente atacadas por T. 

evansi, afetando a reprodução e desenvolvimento de T. evansi (SARMENTO et al, 

2011a; b; OLIVEIRA, 2012). Outros estudos demostraram que o ataque simultâneo 

de patógenos e herbívoros com distintos mecanismos de alimentação podem gerar 

diferentes expressões de defesa da planta pela via do ácido salicílico e jasmônico 

afetando de igual forma o desenvolvimento dos herbívoros (THALER et al, 2002; 

KAWAZU et al, 2012). Mas, poucos estudos tem demostrado o que acontece 

quando as plantas são atacadas por mais de uma especie simultaneamente e as 

consequências para os herbívoros (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2005). 

 

Até o momento não tem sido demonstrado se a presença de outros tipos de 

herbívoros como lagartas (Lepidoptera; Insecta) junto com T. evansi podem alterar 

a indução da reposta de defesa da planta ou como estas interações influenciam as 

concentrações de inibidores de protease e o desenvolvimento do ácaro T. evansi. 

Também não tem sido estudado como estas interações e a supressão de inibidores 

de proteases modificam a atividade das enzimas digestivas nestes herbívoros. O 

qual é a novidade e objetivos deste trabalho. 
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1.1. Objetivo Geral 

Caracterizar a atividade enzimática nos ácaros Tetranychus evansi, T urticae 

e na lagarta Tuta absoluta em relação à reposta de defesa do tomate pela via das 

Lipoxigenases e avaliar como os Inibidores de Proteases afetam o desempenho 

reprodutivo de T. evansi.  

 

1.2. Objetivos Específicos 

 Avaliar a atividade das lipoxigenases e a produção de inibidores de 

proteases em tomate sob ataque de Tetranychus evansi simultaneamente 

com Tetranychus urticae e Tuta absoluta. 

 

 Avaliar a oviposição de Tetranychus evansi em plantas de tomate 

submetidas ao ataque de T. urticae, Tuta absoluta, e em plantas 

simultaneamente atacadas por T. evansi mais T. urticae e T. evansi mais T. 

absoluta. 

 

 Avaliar a atividade das proteases no sistema digestivo de Tetranychus 

evansi quando se alimenta junto com T urticae ou Tuta absoluta, em plantas 

de tomate. 

 

 Avaliar a atividade das proteases no sistema digestivo de Tetranychus 

urticae quando se alimenta junto com T. evansi em plantas de tomate. 

 

 Avaliar a atividade de proteases no sistema digestivo de Tuta absoluta 

quando se alimenta junto com T. evansi em plantas de tomate. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Tomate 

 

A cultura do tomate, Lycopersicon esculentum Mill, esta amplamente 

difundida em todo o mundo. Tem a sua origem na América do Sul, mas foi 

domesticada no México e introduzido na Europa em 1544 e disseminado para Ásia 

meridional e oriental, África e Oriente Médio (NAIKA et al., 2006, SILVA et al., 

2007). O tomateiro é produzido em todos os estados do Brasil sendo 

comercializado anualmente 4,43 milhões de toneladas, das quais 85% estão 

concentradas nos estados de Bahia, São Paulo, Minas Gerais, Goiás e região Sul, 

sendo Goiás o estado de maior produção com 32,5% do total (AGRIANUAL, 2013). 

O tomate se destaca como a mais importante hortaliça em área cultivada, volume 

produzido, consumo e valor econômico no Brasil (SILVA et al., 2007, MEDEIROS 

et al., 2009). É uma hortaliça de elevada importância socioeconômica, reconhecida 

como poderosa fonte geradora de emprego e renda em todos os segmentos de sua 

cadeia produtiva (SILVA; GIORDANO 2000). Além da importância econômica, essa 

hortaliça possui propriedades alimentícias substancialmente benéficas para a 

saúde humana. O fruto é fonte de ácido fólico, vitamina C, potássio e carotenóides, 

sendo o licopeno (antioxidante) o mais destacado (NAIKA et al., 2006; SILVA et al., 

2007).  

 

A infestação de pragas na cultura do tomateiro pode levar à redução da 

produtividade da cultura devido aos danos diretos que comprometem o potencial 

produtivo da planta em função de serem, em alguns casos, transmissores de 

viroses (VILLAS BÔAS et al., 1997). O tomateiro é atacado por um grande número 

de patógenos e artrópodes-pragas, desde a germinação até a colheita. Os 

estresses bióticos são tão intensos que o tomateiro tem o status de hortaliça líder 

no emprego de agrotóxicos (VILLAS BÔAS et al., 2007). Aragão et al. (2000) 

observaram que inúmeras aplicações de produtos de amplo espectro não só 

elevam o custo da produção da lavoura, como também colabora para o 

ressurgimento de determinadas pragas e o aparecimento de novas até então 

desconhecidas. Devido à complexidade de implantação da cultura do tomate, os 
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produtores utilizam uma grande quantidade de pesticidas para manter a produção. 

Aproximadamente 120 pesticidas e 90 fungicidas são utilizados no Brasil para 

controlar pestes e doenças do tomate e as culturas podem receber até três 

aplicações por semana. Esta intensa aplicação de agroquímicos é necessária para 

obtenção de características dos frutos, como forma, peso, ausência de manchas, 

os quais vão aumentar o valor comercial do produto (ARAGÃO et al., 2000; NAIKA, 

2006; VILLAS BÔAS et al., 2007 ).   

 

Apesar de o tomateiro ser cultivado durante todo o ano, as menores 

produtividades e os maiores preços são obtidos em cultivos realizados em épocas 

quentes. A variação da produtividade e do preço está diretamente relacionada à 

ocorrência de artrópodes-praga que causam grandes perdas e oneram o custo de 

produção (PICANÇO et al., 2004). Entre os artrópodes-pragas que atacam a 

cultura do tomate, os ácaros, principalmente em condições de seca e elevadas 

temperaturas, são considerados um sério problema (ARAGÃO et al., 2002). Os 

ácaros fitófagos incluem espécies que se alimentam da parte aérea e subterrânea 

de plantas (MENEZEZ et al., 2010).  

Entre os eriofídeos, há o ácaro-cinza-do-tomateiro [Aceria lycopersici 

(Wolffenstein)], o ácaro-do-bronzeamento ou microácaro-do-tomateiro [Aculops 

lycopersici (Massee)]. Dentre os ácaros da família Tarsonemidae, tem-se o ácaro 

branco [Polyphagotarsonemus latus (Banks)] e nos tetraniquídeos as espécies de 

destaque são o ácaro vermelho (Tetranychus evansi Baker & Pritchard) e o ácaro 

rajado (Tetranychus urticae Kock) (MORAES; FLECHTMANN, 2008, citado por 

CAVALCANTE, 2010). No Brasil, a traça do tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) 

(Lepidoptera: Gelechiidae) tem sido considerada a praga mais importante desta 

cultura (PICANÇO et al., 2007).entre outras lagartas como Helicoverpa zea, (Bod.), 

Spodoptera exígua (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) e Neoleucinoides 

elegantalis (Guen.) (Lepidoptera: Crambidae) (PICANÇO et al, 2000;LEITE, 2004). 
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2.2. Ácaros 

Ácaros do gênero Tetranychus exibem como comportamento característico a 

produção de teia, fato que dificulta a ação de inimigos naturais, diminui a eficiência 

de agrotóxicos e oferece proteção em caso de condições climáticas adversas 

(GERSON 1985). Seus ovos esbranquiçados são ovipositados na parte inferior das 

folhas e eclodem de quatro a sete dias depois. As larvas são incolores e 

translúcidas com tamanhos semelhantes aos de um ovo da própria espécie. Com o 

início da alimentação, o ácaro apresenta um gradativo escurecimento. Na fase 

adulta, Tetranychus apresentam forma oval e coloração vermelha.  

 

Os machos apresentam menores tamanhos com opistossoma afilado e as 

fêmeas são maiores com o opistossoma arredondado (MORAES; FLECHTMANN, 

2008). Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae) apresenta 

melhor desenvolvimento em temperaturas elevadas e em ambiente seco 

(temperatura mínima de 10 oC, temperatura ótima 34 oC). Quando submetidos a 

uma temperatura de 36 oC o tempo necessário para seu desenvolvimento é menor 

(6,3 dias), já com 25 oC, o ciclo de vida é completado em 13,5 dias (EPPO, 2004; 

MORAES; FLECHTMANN, 2008).  

 

O ácaro vermelho (Figura 1) Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: 

Tetranychidae) foi originalmente descrito de espécimes coletados em plantas de 

tomate (Lycopersicon esculentum Miller) nas ilhas Maurício (BAKER; 

PRITCHARD,1960) e desde então tem sido relatado em várias partes do mundo. 

Atualmente este ácaro é considerado uma praga-chave de solanáceas em diversos 

países do continente africano (KNAPP et al., 2003; SAUNYAMA; KNAPP, 2003) 

com relatos de perdas de até 90% da produtividade no Zimbabué (SARR et al., 

2002). Na maioria dos países onde foi constatada a presença de T. evansi foi 

demonstrada sua pronunciada preferência por solanáceas (MORAES; 

MCMURTRY, 1987). Entretanto, na Europa estes ácaros atacam também plantas 

de diferentes famílias (FERRAGUT; ESCUDERO, 1999).  

Outro ácaro de grande importância agrícola é o ácaro rajado (Figura 1) 

Tetranychus urticae (KOCH, 1836). Devido sua ampla gama de hospedeiros e 

prejuízos causados, T. urticae é apontado como principal espécie praga do gênero 
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Tetranychus. Flechtmann (1985) relacionou as culturas do algodão, amendoim, 

feijão, ervilha, fava, soja, mamona, pessegueiro, flores, folhagens, morangueiro, 

roseira, tomate, berinjela e pimentão como as principais culturas atacadas por este 

ácaro no Brasil. Em tomate, as plantas atacadas por T. urticae apresentam injúria 

mecânica como consequência de sua alimentação. As folhas perfuradas são 

prejudicadas pela perda de água e clorofila resultando em redução na intensidade 

de fotossíntese. 

 

2.3. A traça do tomateiro Tuta absoluta 

A traça do tomateiro (Figura 1) Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: 

Gelechiidae), tem sido considerada a praga mais importante desta cultura na 

América do Sul (PICANÇO et al., 2007). As larvas desse inseto afetam a 

produtividade por reduzir a área fotossintética ao se alimentarem do mesófilo foliar 

(SOUZA; REIS, 1992; BOGORNI et al., 2003, PICANÇO et al., 2007); por afetar o 

crescimento vertical ao broquear o ponteiro e por broquear os botões florais, as 

flores e principalmente os frutos (SOUZA; REIS, 1992; MIRANDA, 1997; PAULA, 

1997; PICANÇO et al., 1997; 2007; LEITE et al., 2001). Seus hospedeiros 

secundários são outras espécies de Solanaceae (BACCI, et al., 2006; MEDEIROS 

et al., 2011). T. absoluta é nativa da América do Sul, e foi introduzida na Europa via 

Espanha e já se dispersa por praticamente todo este continente. Recentemente ela 

também foi introduzida na África e Ásia onde tem causado grandes prejuízos 

(DESNEUX et al., 2010). 

Os ovos são alongados e de cor branca e aparecem agrupados nas folhas e 

ramos. Cada fêmea coloca em média 50 ovos. As lagartas medem no máximo 9 

mm e são verdes com uma mancha parda no dorso. As lagartas possuem 

coloração pardacenta e cabeça marrom-clara. Nos restos dos vegetais a pupa fica 

protegida por um casulo de seda. As pupas são de coloração marrom, das quais 

surgirão os adultos. As mariposas são pequenas, de coloração cinza-prateada com 

pontuações escuras nas asas e com cerca de 10 mm de envergadura.  

O ciclo de vida da T. absoluta, desde a postura dos ovos até a emergência 

dos adultos, varia de 76,3 a 23,8 dias a temperatura média de 14 a 27˚C, 

respectivamente (BARRIENTOS, 1998), ocorrendo numerosas gerações 
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anualmente em regiões de clima tropical (SOUZA; REIS, 1992). As lagartas 

penetram nas folhas em 20 a 45 minutos após a eclosão (COELHO; FRANÇA, 

1987). Na fase larval a traça do tomateiro passa por quatro instares e preferem o 

estrato mediano do dossel (LEITE et al., 1999a; TORRES et al., 2001). No quarto 

instar podem abandonar os tecidos internos das folhas e migrar, através de um fio 

de seda, para outros órgãos da planta (COELHO; FRANÇA, 1987; IMENES et al., 

1990).  

O período larval varia de 10,95; 13,0 e 19,17 dias em temperaturas médias 

de 27,0; 22,8 e 18,55˚C, respectivamente (COELHO; FRANÇA, 1987; IMENES et 

al., 1990). A alta capacidade de injúria dessa praga aliada à exigência estética do 

produto pelo mercado consumidor determina o elevado número de aplicações de 

inseticidas no agroecossistema tomateiro, aumentando assim o custo de produção 

e prejuízos ao meio ambiente e ao consumidor (PICANÇO; MARQUINI, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 9 - 

 

     

                        

    
 

Figura 1 – Herbívoros pragas do tomateiro, alvo do presente estudo; Tetranychus 
evansi, o ácaro vermelho (superior). Tretanychus urticae (medio); Tuta absoluta 
(inferior). 
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2.4. Defesa das plantas 

Muitos são os tipos de estresses que os vegetais estão sujeitos, como 

oscilações drásticas de temperatura, umidade, radiação solar, ataque de pestes ou 

patógenos, dentre outros. Ao longo de uma coexistência de pelo menos 100 

milhões de anos, plantas e insetos desenvolveram uma série de interações que 

podem ser benéficas ou maléficas (STOTZ et al., 1999), em uma relação 

constante, complexa e que é observada nos mais diversos ecossistemas. Esta 

interação pode ser mutuamente benéfica, quando os insetos propiciam às plantas 

atividades como polinização e defesa e quando as plantas propiciam aos insetos 

abrigo, local para reprodução e alimentação. Por outro lado, alguns insetos atacam 

as plantas e prejudicam seu desenvolvimento. No entanto, a capacidade das 

plantas responderem seus agressores parece ser bem desenvolvida, apresentando 

estratégias de defesa contra organismos como vírus, bactérias, fungos, 

nematoides, ácaros, insetos e até mesmo mamíferos (DICKE et al., 2003).  

 

Suas habilidades em resistir ao ataque de insetos são baseadas em defesas 

constitutivas e induzidas, que visam reduzir o desempenho dos herbívoros 

(ARIMURA et al., 2005). Essas defesas precisam ser sincronizadas tanto no tempo 

e no espaço, através de complexas redes regulatórias que são influenciadas por 

interações com outras vias de sinalização. O resultado dessa integração de vias é 

um padrão característico de expressão gênica resultando, entre muitas outras 

atividades, na produção de fitoquímicos que vão agir contra herbívoros ou 

patógenos. Na defesa constitutiva, a planta expressa resistência de forma continua 

e este mecanismo de defesa não está ligado à presença ou ação de herbívoros. O 

aparato que compreende este tipo de defesa é formado por compostos químicos e 

estruturas morfológicas que dificultam o acesso dos insetos a planta, podendo 

prejudicar alguns parâmetros do ciclo biológico, como reprodução e 

desenvolvimento do herbívoro (KARBAN; BALDWIN, 1997). Esses componentes 

podem ser encontrados em todas as partes das plantas, geralmente suas 

concentrações e quantidades variam com a idade da mesma (GOULD, 1998). 

 

Defesas induzidas estão relacionadas às mudanças morfológicas e aumento 

do nível de metabólitos secundários ou proteínas relacionadas à defesa. Como tais 
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eventos reduzem a qualidade do hospedeiro para os herbívoros, são consideradas 

como defesas diretas (KANT et al., 2004). A investigação de mecanismos de 

resistência endógena das plantas ao ataque dos insetos herbívoros é uma 

ferramenta para a aplicação nas estratégias alternativas de controle de pragas 

(GATEHOUSE, 2002; FERR et al., 2004). Um importante elemento envolvido na 

transdução de sinal após o ferimento no tecido vegetal por herbívoros é 

representado por uma rede de fitormônios. Através de interações sinérgicas e 

antagônicas, herbívoros e plantas envolvidas fornecem uma resposta que regula a 

expressão gênica e assim controla a indução de proteínas de defesa (MAFFEI et 

al., 2007). 

 

Uma das principais formas de defesas direta das plantas contra o ataque de 

insetos é mediada pela via das lipoxigenases. Nessa via ocorre a produção de 

ácido jasmônico que ativa os genes que expressam inibidores de proteases 

(FARMER; RYAN, 1992; SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010). Farner e Ryan 

(1992) propuseram que em folhas de tomateiro, os jasmonatos são responsáveis 

por regular a expressão dos genes que codificam inibidores de proteases. No 

esquema proposto na Figura 2, uma importante etapa ocorre na interação dos 

sinais extracelulares com os receptores da membrana plasmática, levando a 

ativação de lipases com posterior liberação do ácido linolênico dentro do 

citoplasma. O ácido linolênico é convertido pela Via das Lipoxigenases a ácido 

jasmônico, o qual reage com um receptor que ativa a expressão de genes de 

inibidores de proteases. 

 

A ingestão de inibidores de proteases pelos insetos interfere no processo de 

degradação de proteínas no intestino médio. Os inibidores são considerados 

agentes antimetabólicos, pois levam os insetos a uma deficiência proteica. Essa 

interferência na digestão diminui a disponibilidade de aminoácidos prejudicando a 

síntese de proteínas necessárias ao crescimento, desenvolvimento e reprodução 

do inseto (SILVA-FILHO E FALCO, 2000; XAVIER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 

2005; PILON et al., 2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010). Outra 

possibilidade de interferência no desenvolvimento dos insetos é a atuação de 

forma indireta dos inibidores, via um mecanismo de retroalimentação, que levaria a 
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um aumento na produção de proteases digestivas para compensar os baixos níveis 

de aminoácidos disponíveis.  
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Figura 2 - Mecanismo da ativação da produção de inibidores de proteases por 
ferimento em folhas de tomate. PK=Proteína Cinase (FARMER & RYAN, 1992). 
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Os aminoácidos seriam deslocados para síntese de mais serino-proteases 

ou de outras proteases em detrimento de outras proteínas essenciais a seu 

crescimento, desenvolvimento e manutenção (OLIVEIRA et al, 2005) Em 

contrapartida, como resultado da coevolução das interações planta-inseto, estes 

também desenvolveram mecanismos para se defenderem dos efeitos deletérios 

provocados pelos inibidores de proteases produzidos pelas plantas, através do 

aumento da síntese enzimática, tanto da classe que está sendo inibida como de 

enzimas insensíveis aos inibidores, tentando burlar esse efeito inibitório (OLIVEIRA 

et al., 2005; SRINIVASAN et al., 2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010)  

 

A ativação destas respostas específicas requer o reconhecimento e 

respostas apropriadas ao ataque inimigo e a maioria destes eventos leva por fim à 

ativação de genes por vias de sinalização celular em poucos minutos (MAFFEI et 

al., 2007). Os danos causados pelos herbívoros podem gerar modificações 

químicas e morfológicas na fisiologia da planta as quais são específicas ao tipo de 

artrópode (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2005). Expressão genica pela ativação do 

ácido salicílico e jasmônico podem-se manifestar de formas distintas quando as 

plantas são atacadas por diferentes patógenos e herbívoros.  

 

Thaler et al., (2002) avaliaram a relação (cross-talk) entre as vias de 

sinalização do ácido salicílico e jasmônico em tomate selvagem e o efeito da 

relação nos herbívoros em tomate cultivado. No tomate selvagem encontraram que 

a expressão gênica compostos de defesa não apresentou efeito sob o 

desenvolvimento da lagarta Spodoptera exígua, enquanto no tomate cultivado a 

indução da proteína de defesa polyphenol oxidase incrementa o desenvolvimento 

da lagarta Trichoplusia ni, mas não de outras pragas como tripes (Frankliniella 

occidentalis), a lagarta Manduca sexta, o ácaro rajado (Tetranychus urticae) e a 

bactéria Pseudomonas syringae. Kawazu et al, 2012 compararam a expressão de 

genes induzidos dos ácidos salicílico e jasmônico em tomate quando as plantas 

são atacadas pelos mesmos herbívoros do caso anterior incluindo a mosca 

minadora Liriomyza sativae e acharam variação na indução dos genes avaliados: 

Spodoptera e Frankiniella ativaram principalmente genes do ácido jasmônico; o 

ácaro rajado ativo apenas um dos genes do ácido jasmônico e dois genes do ácido 
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salicílico; e quando as lagartas da mosca minadora começaram alimentar os genes 

do ácido jasmônico e a defesa da planta por esta via aparentemente foram 

suprimidos pela ativação dos genes do ácido salicílico.  

 

Fêmeas adultas de ácaros no gênero Tetranychus produzem de 50-70% de 

seu peso corporal em ovos por dia. Por enquanto a conversão de alimento é maior 

em fêmeas adultas e a taxa de oviposição esta fortemente relacionada ao 

crescimento populacional (SARMENTO et al., 2011a). Por conseguinte uma baixa 

qualidade de alimento pode resultar numa baixa taxa de oviposiçao. Sarmento et 

al., (2011a) demonstraram que o ácaro vermelho do tomateiro, Tetranychus evansi 

tem a capacidade de interferir no mecanismo de defesa do tomate suprimindo a 

indução da via de sinalização do ácido salicílico e jasmônico fazendo que as 

plantas apresentem menores quantidades de inibidores de proteases favorecendo 

o desenvolvimento e reprodução do ácaro. Também T. evansi suprime a liberação 

de voláteis associados com a defesa das plantas Os ácaros demonstraram 

preferencia por plantas previamente infestadas por coespecíficos nas quais obtém 

melhor desenvolvimento 

 

Trabalhos recentes mostram que T. evansi possui uma diversidade 

bacteriana endossimbionte superior ao T. urticae. Indivíduos de T. evansi tratados 

com tetraciclina e livres de bactérias endossimbiontes estimularam respostas de 

defesa em plantas de tomate (aumento da atividade de lipoxigenases e aumento 

da concentração de inibidores de proteases) similares a T. urticae e 

significativamente superiores a indivíduos de T. evansi com bactérias 

endossimbiontes. Estes resultados sugerem que as bactérias poderiam auxiliar os 

ácaros T. evansi na manipulação da defesa das plantas, deixando-as mais 

susceptíveis ao ataque e à alimentação (CAVALCANTE, 2010; RIBEIRO, 2011). 

Mais ate agora os possíveis efeitos dessa alta diversidade simbiótica não tem sido 

esclarecido. 

 

2.5. Enzimas digestivas de artrópodes 

As enzimas digestivas dos artrópodes são hidrolases e classificadas de 

acordo com o substrato que degradam. Os principais grupos de enzimas digestivas 
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dos insetos são constituídos pelas lipases, carboidrases e proteases, sendo este 

último grupo melhor caracterizado. Estas são subdivididas em endopeptidases, 

proteases, que clivam ligações peptídicas internas na cadeia polipeptídicas e 

exopeptidases, que removem aminoácidos da região C–terminal ou N–terminal do 

polipeptídeo (JONGSMA; BOLTER, 1997; FAN; WU, 2005). 

 

As proteases são amplamente distribuídas em quase todas as plantas, 

animais e microorganismos (VALUEVA; MOSOLOV, 2004; HAQ et al., 2004; 

MOSOLOV; VALUEVA, 2005; CHRISTELLER, 2005; JOANITTI et al., 2006). 

Portanto uma determinada espécie de inseto muitas vezes possui múltiplas 

proteases digestivas em seu trato intestinal, pertencentes a diferentes ou ao 

mesmo grupo mecanístico serino, cisteino, aspartil o metalo, embora normalmente 

utilize um tipo principal no seu papel digestivo (ZHU-SALZMAN et al., 2008; AHN; 

ZHU-SALZMAN, 2009).  

 

Estas proteases digestivas são encontradas na região do intestino médio 

dos insetos e catalisam a clivagem de ligações peptídicas das proteínas ingeridas 

através do processo de hidrólise, liberando peptídeos e aminoácidos. Estão 

envolvidas em vários processos fisiológicos e bioquímicos incluindo ativação de 

proteínas, ativação de proenzimas, produção de peptídeos bioativos, além da 

digestão de alimentos, coagulação sangüínea e fibrinólise, controle do tamanho de 

proteínas, resposta imune e apoptose (TERRA; FERREIRA, 2000; LEUNG-TOUNG 

et al., 2002; KANOST; CLARKE, 2005; CHOU; CAI,  2006). 

 

Quase um terço de todas as proteases é classificado como serino proteases, 

assim nomeadas por apresentarem o resíduo nucleofílico de serina no sítio ativo. 

Essa classe de proteases foi originalmente distinguida pela presença do sistema 

―relé de cargas‖ ou ―tríade catalítica‖ Asp-His-Ser. Mais recentemente, serino-

proteases com outras tríades e díades catalíticas foram descobertas, incluindo Ser-

His-Glu, Ser-Lys/His, His-Ser-His (HENDSTROM, 2002). As serino-proteases são 

as enzimas mais bem estudadas, tanto em eucariotos quanto em procariotos, e em 

vírus. Seus representantes mais conhecidos são a tripsina e a quimotripsina 

(PAGE; DI CERA, 2008). 
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Em artrópodes herbívoros, as serino-proteases participam de processos 

fisiológicos que incluem a digestão e a resposta à defesa de plantas, bem como a 

resposta imune dos insetos; a sinalização e amplificação de sinal; a ativação de 

cascatas; a indução de peptídeos antimicrobianos; a atividade antimicrobiana e a 

ativação de mecanismos específicos de melanização e coagulação (LEVY et al., 

2004; HERRERO et al., 2005; PAGE; DI CERA, 2008). 

 

O intestino médio das larvas de lepidópteros hospeda um complexo 

ambiente proteolítico com atividades do tipo quimotripsina, tripsina, elastase, 

catepsina-B, aminopeptidases e carboxipeptidases, dentre outras, todas 

responsáveis pela digestão proteica. Serino-proteases são conhecidas por dominar 

o ambiente intestinal das larvas e contribuem com cerca de 95% da atividade 

proteolítica total (SRINIVASAN et al., 2006).  

 

As serino-proteases tripsina-like são sintetizadas nas células do intestino 

médio na sua forma ativa, e estão associadas com as membranas de vesículas. 

Estas vesículas, então, migram para o ápice celular e os precursores de tripsina 

são processados a uma forma solúvel antes de serem secretadas. Parece que os 

insetos controlam a atividade de suas proteases digestivas através da ligação das 

proteases a membranas, onde permanecem até serem liberadas no lúmen do 

intestino médio e não usando formas inativas ou zimógenos (TERRA; FERREIRA, 

1994). Enzimas tripsina-like do intestino médio de insetos têm sido caracterizadas 

em várias espécies de lepidóptera: Anticarsia gemmatalis (OLIVEIRA et al., 2005; 

XAVIER et al., 2005; Reis, 2009), Alabama argillacea (VIDAL et al., 2005), 

Anagasta kuehniella (RAMOS et al., 2009), Plodia interpunctella (AMORIN et al., 

2008), Spodoptera litura (BHATTACHARYYA et al., 2007), Mamestra brassicae 

(CHOUGULE et al., 2008). Tripsinas com massas moleculares maiores foram 

encontradas por Wagner et al., (2002) em estudos com  Melolontha melolontha 

(Coleoptera) apresentando massas moleculares de 56 e 63 kDa e por Ahmad et al., 

(1980) com massa de 53 kDa em Spodoptera litura (Lepidoptera). 

 

As quimotripsinas são serino proteases, que clivam proteínas nos grupos 

carboxilas presentes nos aminoácidos aromáticos. A atividade destas enzimas é 
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baixa no intestino médio de lagartas da ordem Lepidoptera e tem sido 

caracterizada com detalhes somente em Pieris brassicae (LECADET; DEDONDER, 

1966). A sequência da quimotripsina-like de Vespa orientalis foi determinada e 

mostrou semelhança com a de quimotripsina de vertebrados (JANY et al, 1983) 

 

 As cisteíno prteases ocorrem tanto em procariotos como em eucariotos 

(RAO et al, 1998). O mecanismo de ação das cisteíno proteases é muito 

semelhante ao das serino proteases. A presença de um resíduo de asparagina 

conservado na proximidade com a histidina catalítica cria a tríade Cys-His-Asn que 

é considerada análoga a tríade Ser-His-Asp arranjo encontrado em serino 

proteases (RAO et al, 1998). Estas enzimas desenvolvem um papel importante na 

degradação de proteínas de estoque durante a germinação. Na germinação de 

sementes, o requerimento de aminoácidos para a síntese de proteínas é fornecido 

pela proteólise de proteínas de reserva (POMPE-NOKOVAK et al, 2002). Também 

tem um importante papel no sistema de defesa de plantas contra insetos 

herbívoros e estão envolvidas na morte celular programada de soja, induzida por 

estresse oxidativo. Em mamíferos, cisteíno proteases desenvolvem um importante 

papel na degradação lisossomal de proteínas e têm sido relatadas com a invasão 

de células cancerígenas e com a apresentação de antígenos, as células do sistema 

inmune (ALAVAREZ-FERNANDEZ et al, 1999). Cisteíno proteases de parasitas da 

malária e da esquistosome são consideradas potentes alvos para o 

desenvolvimento de novas drogas contra as infecções parasitarias (McKERROW et 

al, 1999)  

 

Nos ácaros, grande parte das informações detalhadas sobre a digestão tem 

sido obtida dos membros da ordem Ixodida (garrapatos) e da alergenicidade 

provocada por ácaros da ordem Astigmata (EVANS, 1992; NISBET; BILLINGSLEY, 

2000). As enzimas digestivas em ácaros incluem cisteíno proteases, serino 

proteases e amilases, as estruturas e natureza celular dos sistemas digestivos 

parecem ser semelhantes aos dos carrapatos. Os principais locais de digestão são 

o ventrículo e ―caecae‖, e a hidrólise enzimática ocorre dentro das células 

digestivas após a fagocitose e pinocitose do conteúdo do intestino (EVANS, 1992; 

MOTHES; SEITZ, 1981). 
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 Embora poucos trabalhos detalhasse o tipo de enzimas digestivas em 

ácaros fitófagos, Carrillo et al (2011); descreve a atividade enzimática dos ácaros 

Tetranychus urticae e Brevipalpus chilensis atacando variedades transgênicas de 

milho. Estes ácaros apresentaram atividade de catepsina-B, elastase, 

aminopeptidases, e carboxipeptidases, mas não apresentaram atividade de 

tripsinas nem quimotripsinas. Estes resultados concordam com o estudo prévio de 

Nisbete e Billingsley (2000) no qual T. urticae foi alimentado com pimenta doçe 

(Capsicum annuum). e também determinaram ausência de atividade de serino 

proteases, mas sim de cisteíno proteases.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Local de realização dos experimentos 

Os tomateiros da variedade Santa Clara I-5300 foram cultivados em 

ambiente protegido em casa de vegetação do Departamento de Fitotecnia da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV) (Figura 3; a-c) conforme Silva e Xavier 

(2007). Os ácaros Tetranychus evansi foram criados no Laboratório de Acarologia 

e as lagartas Tuta absoluta no Laboratório de Manejo Integrado de Pragas, do 

Departamento de Entomologia da UFV. Os ácaros Tetranychus urticae foram 

criados no Laboratório de Criação de Insetos do Departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular da UFV. As análises bioquímicas foram realizadas no 

Laboratório de Enzimologia, Bioquímica de Proteínas e Peptídeos do Instituto de 

Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), UFV e as avaliações 

biológicas foram realizadas no Laboratório de Acarologia/Entomologia, UFV. O 

experimento foi executado na mesma casa de vegetação do Departamento de 

Fitotecnia na qual foram cultivadas as plantas. 

 

3.2. Produção das plantas de tomate 

Para a obtenção de plantas de tomate foram utilizadas sementes da 

variedade Santa Clara I-5300, plantadas em substrato comercial, composto por 

vermiculita e adubo orgânico (Plantmax, Eucatex Agro), em bandejas de isopor (8 x 

16 células) e mantidas em casa de vegetação dentro de gaiolas de cano de PVC 

revestidas com organza (Figura 3; a-c). Aos 23 dias após a semeadura, as plantas 

foram transplantadas para vasos plásticos (1,5 L) contendo o mesmo tipo de 

substrato, sendo irrigadas diariamente e adubadas a cada 7dias após transplante 

com fertilizante (20:5:20 N-P-K) ate o momento dos experimentos. Para os 

experimentos foram utilizadas plantas com 45 dias de idade e com quatro folhas 

completamente desenvolvidas. 

 

3.3. Criação dos ácaros 

Os ácaros foram criados em folhas de tomate da variedade Santa Clara I-

5300 e mantidos a 25 ± 5ºC, U.R. 70 ± 5% e fotoperíodo de 12h. As folhas de 

tomate coletadas nas quais os ácaros desenvolveram, foram colocadas em potes 
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plásticos contendo agua e dentro de badejas de plástico contendo agua com 

detergente para evitar o escape dos ácaros e contaminaram outras criações.  

 

3.4. Criação das lagartas de Tuta absoluta 

Os insetos utilizados no estabelecimento da criação foram coletados em 

lavouras comerciais de tomate em Viçosa, MG. Esta criação foi mantida no 

Laboratório de Manejo Integrado de Pragas conforme Leite et al., (1998) e Galdino 

et al., (2011). As lagartas foram alimentadas com folhas de tomate do cultivar 

Santa Clara I-5300, cultivada em casa de vegetação sem uso de pesticidas. 

 

3.5. Experimentação 

Os experimentos foram constituídos dos seguintes tratamentos: 1- Plantas 

de tomate limpas (sem herbívoros); 2- Plantas sob ataque de T. evansi; 3- Plantas 

sob ataque de T. evansi e T. urticae simultaneamente; 4- Plantas sob ataque de T. 

urticae; 5- Plantas sob ataque de T. evansi e Tuta absoluta simultaneamente; 6- 

Plantas sob ataque de T. absoluta. 

 

Cada planta constituiu uma unidade experimental e o delineamento 

experimental foi em blocos casualizados com quatro repetições. Para as análises 

de atividade de lipoxigenases e produção de inibidores de proteases foram 

coletadas amostras em dois tempos; o tempo 0 (antes da infestação) e o tempo 1 

(após sete dias de infestação). As plantas foram infestadas (figura 3; d;f) na 

segunda folha de baixo para cima com 100 ácaros adultos (100 por espécie nos 

tratamentos 2, 4 e 5 e 50 ácaros por espécie no tratamento 3 ) e 3 lagartas de 

segundo instar de T. absoluta (tratamentos 5 e 6). As plantas foram expostas ao 

ataque dos herbívoros por sete dias, e logo, foram retirados três folíolos atacados, 

os ácaros de cada espécie e as lagartas de cada planta (Figura 3; g-l).  

 

As amostras foram armazenadas a -80˚C o material vegetal e -20 ˚C os 

ácaros e insetos para análises posteriores. O restante dos folíolos foi levado para o 

Laboratório de Acarologia e recortados em discos de 1,5 cm de diâmetro para 

iniciar os ensaios de avaliação biológica do ácaro T. evansi (Figura 3; o-q). 
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3.6. Análise da Atividade Enzimática nas Plantas 

 

3.6.1. Obtenção do extrato foliar 

Os extratos foliares dos tomateiros foram obtidos a partir da folha coletada 

(segunda folha desenvolvida). As folhas foram limpas com o auxílio de um pincel 

para retirada das lagartas, dos ácaros, teia e fezes. Os folíolos foram cortados com 

uma tesoura e acondicionados em caixas de isopor em envelopes de alumínio, 

cobertas com nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a -80°C para serem 

processadas posteriormente (Figura 3; g-i). 

 

O preparo do extrato folhar foi realizado a 4°C, de acordo com o método 

descrito por Ohta et al (1986). O material vegetal foi pesado em balança analítica 

macerado com o auxílio de pistilo e almofariz com nitrogênio líquido até a obtenção 

de um fino pó ao qual foi adicionado uma solução tampão Tris-HCl 0,1M, pH 8,2 e 

20mM CaCl2 (inibidor de proteases e concentração de proteína) o de tampão 

Fosfato de sódio 0,05M pH 6,5 (lipoxigenases); 1:3 (p/v). O extrato foi 

homogeneizado e colocado em eppendorf de 2 mL e em seguida centrifugado a 

17.200 g por 60 minutos a 4°C (BATISTA et al., 2002). O sobrenadante foi utilizado 

para a determinação da atividade de lipoxigenases, da concentração de proteína 

total e da concentração de inibidores de proteases. 

 

3.6.2. Determinação dos inibidores de proteases. 

A presença de inibidores no extrato foliar foi determinada utilizando tripsina 

purificada. A determinação foi baseada no seguinte procedimento analítico: 50 µL 

do extrato foliar; 500 µL de Tris-HCl 0,1M, pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl2 e 50 

µL da solução de tripsina 4,7 x 10-5 M, adicionados em um tubo de ensaio. Para o 

controle da enzima foram adicionados, a outro tubo de ensaio, 550 µL de Tris-HCl 

0,1M; pH 8,2 contendo 20 mM deCaCl2; e 50 µL da solução de tripsina 4,7 x 10 -5 

M.  

A mistura contida em cada tubo (teste e controle da enzima) foi incubada por 

cinco minutos à temperatura ambiente para a tripsina atuar com o tampão. Após o 

tempo de incubação, 500 µL dessa mistura e do respectivo controle serão retirados 

e adicionados a outro tubo contendo 500 µL Tris-HCl 0,1M pH 8,2 contendo 20 mM 
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de CaCl2 e 500 µL da solução de L-BApNA 1,2 mM. A absorbância da solução foi 

determinada a 410 nm a cada 30 segundos durante 2,5 minutos de reação.  

 

A determinação da concentração de proteína do extrato foi obtida pelo 

método descrito por Bradford (1976) utilizando como padrão uma solução de 0,2 

mg/mL de soro albumina bovina (BSA). Os resultados obtidos foram convertidos 

em mg de tripsina inibida por grama de proteína de acordo com a seguinte 

equação: 

 

mg de tripsina inibida/grama de proteína  =    

 

Em que: 

A = absorbância em 410 nm do controle – absorbância em 410 nm do teste; 

B = diluição da amostra; 

P = concentração, em g/mL, de proteína dos extratos; e  

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuação de 1µL de tripsina ativa 

sobre o substrato L-BApNA dará a leitura de absorbância em 410 nm de 

0,019 (KAKADE et al., 1974). 

 

3.6.3. Determinação da atividade de lipoxigenases. 

A atividade de lipoxigenase sobre o ácido linoléico foi determinada segundo 

o método descrito por Axelrod et al., (1981). Nesse método é determinado o 

aumento da absorvância a 234 nm, resultante da formação de um sistema de 

duplas ligações conjugadas no hidroperóxido formado. 

 

Foi preparada uma solução estoque de linoleato de sódio 10 mM, utilizando-

se ácido linoléico, aproximadamente 99% de pureza (SIGMA), como se segue: a 

um erlenmeyer envolvido por papel alumínio contendo aproximadamente 10 mL de 

água deionizada, previamente fervida, adiciona-se 78 L de ácido linoléico e 90 L 

de tween 20 (SIGMA). Em seguida, a solução foi homogeneizada com auxílio de 

uma pipeta automática, tomando o cuidado para não formar bolhas. Para o 

clareamento da solução foram adicionadas gotas de solução de NaOH 0,5M. Após 

o clareamento, a solução foi transferida para um balão volumétrico de 25 mL 
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envolvido por papel alumínio e o volume aferido. A solução estoque de linoleato de 

sódio foi armazenada em tubos plásticos de 1,5 mL com tampa envolvidos em 

papel alumínio e armazenados a -20 oC. 

 

Para as análises das atividades de lipoxigenases, foram misturados 1,0 L 

do extrato bruto foliar e 4,0 L da solução estoque de linoleato de sódio em 1,0 mL 

de tampão fosfato 50,0 mM, pH 6,5. A absorvância da mistura de reação foi 

determinada a cada 30 segundos a 234 nm por um período de 2,5 minutos. Todas 

as análises foram realizadas em triplicatas. A partir dos valores de absorvância 

obtidos a 234 nm foram calculadas as velocidades de formação dos produtos 

utilizando-se a seguinte equação: 

 

Velocidade de formação de produto =  

 

onde : 

A234 = absorvância a 234 nm 

 = 25000 M-1.cm-1 (coeficiente de extinção molar dos hidroperóxidos do 

ácido linoléico a 234 nm). 

t = 120 segundos (tempo de incubação). 

l = 1,0 cm (caminho ótico). 

 

3.7. Análise da Atividade Enzimática nos Herbívoros 

 

3.7.1. Obtenção do extrato enzimático. 

De acordo com Cerna et al., (2010), a quantidade de fêmeas adultas para a 

obtenção das melhores leituras de concentração de proteínas são entre 30 a 100 

indivíduos. Neste trabalho, cinquenta fêmeas adultas de Tetranychus evansi e T. 

urticae e três lagartas entre segundo e terceiro instar foram coletadas em tubos 

plásticos de 1,5 mL contendo 1 mL de solução HCl 10-3 M a 4 ºC (Figura 3; l-n). No 

laboratório, os ácaros foram maceradas com bastão de vidro estéril, e as lagartas 

em almofariz com auxílio de um pistilo, sobre banho de gelo adicionando 1 mL de 

solução HCl 10-3 M a 4 ºC e centrifugado a 10.000 g por 10 min a 4ºC (PILON et 

al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). O sobrenadante contendo o 
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material solúvel, chamado de extrato bruto, foi utilizado para análises posteriores. 

 

3.7.2. Determinação da concentração de proteína. 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford 

(1976) utilizando-se BSA na faixa de concentração de 0-0,2mg/mL como padrão. 

 

3.7.3. Determinação de atividade de proteases totais. 

A atividade proteásica foi determinada segundo o método descrito por 

Tomarelli et al., (1949) utilizando-se azocaseína 2% (p/v) como substrato em 

tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, 37°C. A mistura reacional consistiu em 50 μL de 

substrato e 60 μL de extrato enzimático, sendo incubada por 30 minutos a 37°C. A 

reação foi interrompida pela adição de 240 μL de ácido tricloroacético (TCA) 10% 

(p/v). Após a parada de reação as amostras foram homogeneizadas em vortex e 

mantidas em repouso no gelo por 15 minutos. Em seguida, os tubos plásticos de 2 

mL com tampas contendo as amostras foram centrifugados a 8.000 g por 5 minutos 

a 25°C para remoção da proteína precipitada. Uma alíquota de 240 μL do 

sobrenadante foi transferida para tubos contendo 280 μL de NaOH 1M. As 

absorbâncias foram determinada a 440 nm e os valores divididos entre a 

concentração de proteínas totais expressadas em mg/mL para a obtenção da 

atividade específica. O experimento foi realizado em uma série de quatro 

repetições por tratamento e em triplicatas. 

 

3.7.4. Determinação de atividade de serino-proteases. 

 

3.7.4.1. Tripsinas-like 

A atividade amidásica foi determinada segundo o método descrito por 

Erlanger et al., (1961), utilizando-se o substrato cromogênico para tripsina-like L-

BApNA (N-α-Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride) 60 mM diluído em 

tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 com CaCl2 20 mM a 25 °C, obtendo-se uma 

concentração final de substrato de 1,2 mM. A mistura reacional consistiu de 500 μL 

de tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, 500 μL de substrato e 10 μL de extrato 

enzimático. Após a adição do extrato enzimático a absorbância da amostra foi 
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obtida a 410 nm em função do tempo (2,5 min) a 25 °C. A atividade foi determinada 

pela formação do produto p-nitroanilida, utilizando-se para os cálculos o coeficiente 

de extinção molar de 8800 M-1cm-1. A partir dos valores de absorbância obtidos a 

410 nm foram calculadas as atividades de formação dos produtos em M/s 

utilizando-se a seguinte equação: 

 

A =  

onde : 

A410 = absorbância a 410 nm 

 = 8800 M-1.cm-1 (coeficiente de extinção molar). 

t = 150 s (tempo de incubação). 

l = 1,0 cm (caminho ótico). 

A atividade específica foi obtida dividindo os valores das atividades (M/s) 

pela concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a µmol/s/mg de proteína  

 

A atividade esterásica foi determinada utilizando-se o substrato L-TAME (N-

α-Tosyl-L-arginine methyl ester hydrochloride) na concentração final de 0,1 mM a 

25 oC em tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,2 contendo 20 mM CaCl2. A mistura 

reacional consistiu de 500 μL de tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, 500 μL de 

substrato e 10 μL de extrato enzimático. Após a adição do extrato enzimático a 

absorbância da amostra foi obtida a 247 nm por 2,5 minutos utilizando-se para os 

cálculos o coeficiente de extinção molar de 540 M-1cm-1. A partir dos valores de 

absorbância obtidos a 247 nm foram calculadas as atividades de formação dos 

produtos em M/s utilizando-se a seguinte equação: 

 

A =  

onde : 

A247 = absorvância a 247 nm 

 = 540 M-1.cm-1 (coeficiente de extinção molar). 

t = 150 s (tempo de incubação). 

l = 1,0 cm (caminho ótico). 

A atividade específica foi obtida dividindo os valores das atividades (M/s) 

pela concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a µmol/s/mg de proteína  
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3.7.4.2. Quimotripsinas-like 

A determinação da atividade de quimotripisina foi realizada pelo método de 

Erlanger et al., (1961),utilizando-se o substrato cromogênico para quimotripsina-like 

L-BTpNA (N-Benzoil-L-tyrosine p-nitroanilide) 60 mM diluído em tampão Tris-HCl 

0,1 M, pH 8,2 com CaCl2 20 mM a 25 °C, obtendo-se uma concentração final de 

substrato de 1,2 mM. A mistura reacional consistiu de 500 μL de tampão Tris-HCl 

0,1 M pH 8,0, 500 μL de substrato e 10 μL de extrato enzimático. Após a adição do 

extrato enzimático a absorbância da amostra foi obtida a 410 nm em função do 

tempo (2,5 min) a 25 °C. A atividade foi determinada pela formação do produto p-

nitroanilida, utilizando-se para os cálculos o coeficiente de extinção molar de 8800 

M-1cm-1. A partir dos valores de absorvância obtidos a 410 nm foram calculadas as 

atividades de formação dos produtos em M/s utilizando-se a seguinte equação: 

 

A =  

onde : 

A410 = absorvância a 410 nm 

 = 8800 M-1.cm-1 (coeficiente de extinção molar). 

t = 150 s (tempo de incubação). 

l = 1,0 cm (caminho ótico). 

A atividade específica foi obtida dividindo os valores das atividades (M/s) 

pela concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a µmol/s/mg de proteína  

 

3.7.5. Determinação de atividade de cisteíno-proteases. 

A atividade amidásica de cisteíno-proteases foi realizada pelo método 

descrito por Erlanger et al., (1961) com modificações conforme Mendonça et al., 

(2011 e 2012), utilizando-se 500 µL do substrato cromogênico N-benzoil-L-arginil p-

nitroanilina (L-BapNA) na concentração final de 0,5 mM,  a 25°C e 500 µL de 

tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,2 contendo 20mM de CaCl2 e 5mM de Ditiotreitol 

(DTT) para garantir que o resíduo de cisteína esteja reduzido. Ao extrato foi 

adicionado 100 µL do inibidor de serino-protease benzamidina na concentração 

final de 1mM, a qual corresponde ao Ki de inibição de tripsinas-like por 

benzamidina. A reação foi realizada durante 2,5 minutos com leitura de 

absorbância a 410 nm a cada 30 segundos. Para a determinação da atividade foi 
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utilizado o coeficiente de extinção molar do produto formado, p-nitroanilina, 8800 M-

1.cm-1.  A partir dos valores de absorvância obtidos a 410 nm foram calculadas as 

atividades de formação dos produtos em M/s utilizando-se a seguinte equação: 

 

A =  

onde : 

A410 = absorvância a 410 nm 

 = 8800 M-1.cm-1 (coeficiente de extinção molar). 

t = 150 s (tempo de incubação). 

l = 1,0 cm (caminho ótico). 

A atividade específica foi obtida dividindo os valores das atividades (M/s) 

pela concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a µmol/s/mg de proteína  

 

3.7.6. Análises estatísticas 

Os valores obtidos foram transformados para raiz quadrada de ―x‖ com a 

finalidade de reduzir o coeficiente de variação. A normalidade dos dados foi 

verificada pelo teste Kolmogorov–Smirnov para concentração de inibidor de 

proteases (D = 0,1254; p = 0.8006), atividade de lipoxigenases (D = 0,1436; p = 

0.6537) atividade proteases totais (D = 0,1282; p = 0.7472), atividade amidásica de 

tripsinas-like (D = 0,1455; p = 0.5941), atividade esterásica de tripsinas-like (D = 

0,0844; p = 0.9885), atividade amidásica de quimotripsinas-like (D = 0,1691; p = 

0.3588) e cisteino proteases (D = 0,1714; p = 0.3829). 

 

 Em todos os analises, foram verificadas as pressuposições para analise de 

variância (ANOVA) de um fator de interesse pelo teste F a 5% de significância e 

comprovar diferenças entre tratamentos. Comprovadas as diferenças, as medias 

dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey HSD (p<0,05) para os valores 

de inibidores de proteases e lipoxigenases entre os tratamentos. No caso dos 

valores de atividades de proteases, foram avaliados os dados obtidos para cada 

espécie de herbívoro entre todos eles por médio de uma ANOVA (de um fator), 

mas como as variâncias dos tratamentos dentro e entre as espécies foram muito 

discrepantes procedeu-se a comparar as variâncias dos tratamentos de cada 

espécie de herbívoro pelo teste F a 5% de significância.  
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Assim comprovado se as variâncias dos tratamentos comparados foram 

homogêneas ou heterogêneas as medias dos tratamentos foram comparadas com 

o teste t-Student a 5% de significância. Os perfis de atividade das serino e cisteino 

proteases foram submetidas a uma analise de correlação de Pearson (p<0,05) para 

determinar quais foram mais semelhantes com o perfil de atividade de proteases 

totais. Os procedimentos estatísticos foram realizados através do software Excel de 

Micorsoft e o software estatístico R version 3.0.2 (R Core Team, 2013).  

 

3.8. Avaliação Biológica 

Os ensaios foram conduzidos a 25 ºC, 70 ± 5% de umidade relativa e 

fotoperíodo de 12 horas. Como substrato, foram avaliadas folhas de tomateiros, 

pré-infestadas por sete dias, tal como nos tratamentos. Para avaliar a oviposição, 

foram feitos discos das folhas expostas aos tratamentos, 4 repetições por 

tratamentos, cada repetição constituída de 8 discos (192 discos no total) nos quais 

foi colocada uma fêmea adulta por disco obtidas da criação massal sendo essas 

fêmeas de 2 dias de idade e acasaladas (Figura 3; o-q). 

 

 As fêmeas ovipositaram por quatro dias que é o tempo em que T. evansi 

atinge a maior taxa de oviposiçao e os ovos contabilizados a cada dia. Os discos 

foram mantidos com a parte superior (adaxial) em contato com algodão hidrófilo 

umedecido com água destilada no interior de placas de Petri (14 cm de diâmetro x 

2 cm de profundidade). 

 

4.8.1 Análise estatística 

Os valores de oviposição de cada dia foram analisados e determinou-se que 

os valores dos dias 2 e 4 foram corretos de acordo ao esperado. A normalidade 

dos dados foi verificada pelo teste Kolmogorov–Smirnov para os dados do dia 2 (D 

= 0.112, p = 0.03105), dia 4 (D = 0.0972, p = 0.08665) e a oviposição foi analisada 

obtendo a media de ovos por dia por fêmea em cada tratamento (D = 0.0757, p = 

0.2971), assim contando 28 repetições para o tratamento I, III e IV; 30 para 

tratamento II; 27 para tratamentos V; e 25 para tratamento IV.  
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Com a finalidade de testar a diferença entre as médias dos tratamentos para 

a oviposição, os valores das medias foram transformados para raiz de ―x‖ e logo 

verificadas as pressuposições foi feito o teste F a 5% de significância através de 

análise de variância ANOVA de um fator e o teste Tukey HSD foi aplicado a 5% de 

significância para comparação de médias dos tratamentos.  
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Figura 3. Metodologia de experimentação: Detalhe das gaiolas de PVC com 
organza, onde foram cultivadas as plantas e aplicado o experimento em 6 
tratamentos (a-c). Coleta dos ácaros e lagartas assim como infestação das plantas 
(d-f). Coleta das amostras de folíolos para análises de PI e LOX (g-k). Detalhe dos 
danos causados por ácaros e as lagartas assim como coleta das amostras de 
herbívoros para análises de proteases digestivas (l-n). Seleção de fêmeas e 
disposição dos discos folhares para experimento de oviposição (o-q). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO  

 

4.1. Reposta de defesa do tomate 

 Observaram-se diferenças significativas na atividade de lipoxigenases 

(F5;17=14,27; p<0,001) e concentração de inibidores de proteases (F5;17=17,31; 

P<0,001). Os valores de atividade específica de lipoxigenases das plantas antes de 

serem submetidas aos tratamentos (tempo 0) foram muito baixos e com pouca 

variabilidade, confirmando que as plantas posteriormente infestadas apresentavam 

todas os níveis semelhantes de compostos a serem avaliados e estavam livres de 

danos que ativam as repostas de defesa. Após sete dias de infestação dos 

herbívoros nas plantas, os danos causados ativaram a reposta de defesa pela via 

das lipoxigenases, atingindo diferentes graus de atividade correspondente ao tipo 

de herbívoro ou a combinação deles nas plantas (Figura 4).  

 Plantas que foram atacas apenas pelo o ácaro vermelho T. evansi 

não diferem das plantas controle nem das plantas coletadas no inicio do 

experimento (tempo 0), ou seja se comprova que o ácaro vermelho não induz a 

reposta de defesa pela via de sinalização do ácido jasmônico (SARMENTO et al., 

2011a). Da mesma forma se comprova que o ácaro rajado Tetranychus urticae 

ativa esta via de reposta de defesa no tomateiro (THALER et al, 2002; KANT et al., 

2004; SARMENTO et al., 2011; KAWAZU et al, 2012) em um nível ate 3,5 vezes 

mais atividade de LOX que a lagarta minadora, Tuta absoluta e 7 vezes que o nível 

normal da planta sem ataques por herbívoros.  

Aparentemente a particularidade de supressão da reposta de defesa por T. 

evansi consegue reduzir significativamente a atividade de LOX quando atacam 

plantas de tomate simultaneamente com T. urticae, comparando com plantas 

atacadas apenas por T. urticae embora as repostas fossem induzidas e à atividade 

de LOX ate 4 vezes mais que em plantas limpas. Entretanto no caso de ataques 

simultâneos de T. evansi com Tuta absoluta a atividade de LOX aumento 

significativamente em comparação a atividade induzida pela lagarta. Mas estes 

valores (T. evansi+T. absoluta; Figura 4) não diferem da atividade de LOX nas 

plantas atacadas por T. evansi e T. urticae simultaneamente. 
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Figura 4. Atividade específica de LOX (µmol.s-1)/(mg.ml-1) de plantas de tomate 
antes de serem infestadas (0 dias) e após 7 dias de infestação de acordo com 
tratamentos. Médias dos tratamentos (+ SEM; n= 4) seguidas pela mesma letra 
não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significância. 
 

Para os valores de concentração de inibidores de proteases nas plantas 

coletadas antes da infestação (tempo 0) apresentaram concentrações muito baixos 

e com pouca variação entre os tratamentos, confirmando que as plantas infestadas 

apresentaram inicialmente todas níveis semelhantes dos compostos a serem 

avaliados e estiveram livres de danos que ativam as repostas de defesa antes de 

serem submetidas aos tratamentos. Após sete dias de ataque pelos herbívoros a 

reposta de defesa pela via das LOX foi induzida e a atividade tríptica (IP) 

apresentou diferentes níveis de acordo com os tratamentos. Da mesma forma que 

na atividade de LOX, as plantas atacadas unicamente pelo ácaro vermelho T. 

evansi, expressaram a mesma concentração de IP que as plantas limpas após sete 

dias de infestação. Não obstante Sarmento et al., (2011a) descreveram que plantas 

atacadas por T. evansi apresentaram concentrações de IP inferiores (-2 vezes) aos 

de plantas limpas, os resultados do presente trabalho mostram que igualmente T. 

evansi não induziu a produção de IP (Figura 5). 

A pesar dos valores de IP plotados apresentarem um comportamento similar 

que das LOX, a concentração de IP não tiveram diferença significativa entre as 
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plantas atacadas por T.urticae e T. absoluta, nem plantas atacadas por estes 

herbívoros simultaneamente com T. evansi. Isto devido ao alto coeficiente de 

variação nos dados. A presença de T. evansi em plantas atacadas por T. urticae, 

aparentemente reduz os níveis de IP conferindo com os resultados de Oliveira 

(2012), quem demostrara que plantas atacadas simultaneamente por estas duas 

espécies de ácaros induziram níveis de IP inferiores aos níveis induzidos por T. 

urticae, pelo que o efeito de não indução de IP T. evansi consegue nivelar essa 

reposta.  

Os níveis de IP em plantas atacadas por T. absoluta não diferem de plantas 

atacadas por esse herbívoro mais T. evansi. Embora o padrão do perfil de IP da 

interação de T. evansi com os outros herbívoros seja semelhante ao perfil da LOX, 

os dados mostram que o ataque simultâneo de T. evansi junto a herbívoros com 

diferentes mecanismos de alimentação, não apresentam variações na 

concentração de IP. 
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Figura 5. Concentração de IP (g de tripsina inibida/g de proteína) de plantas de 
tomate antes de serem infestadas (tempo 0) e após 7 dias de infestação de acordo 
com tratamentos. Médias dos tratamentos (+ SEM; n= 4) seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significância. 
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 Tem sido atribuído às lipoxigenases de plantas, além das funções de defesa 

(BLÉE, 2002), o envolvimento em processos de crescimento e desenvolvimento 

(HILDEBRAND, 1989; SIEDOW, 1991; BLEE, 2002), senescência (ROUET-

MAYER et al., 1992; BLÉE, 2002) e reserva vegetativa (TRANBARGER et al., 

1991; BUNKER et al. 1995). Isso justifica a atividade destas enzimas nas plantas, 

que não receberam ataque de herbívoros. O aumento da atividade nestas plantas 

provavelmente está relacionado a funções fisiológicas da planta. 

 No tomateiro a indução da reposta de defesa é regulada pela expressão de 

genes e o nível de reposta depende tanto do dano causado como do tipo de 

herbívoro (STOUT et al., 1998). O ácaro T. urticae e Tuta absoluta apresentaram 

atividade de LOX significativamente maior que das plantas limpas. Estes 

herbívoros induziram a via da resposta ao estresse pelo que ocorre degradação 

sequencial de lipídeos pela lipoxigenases, estes formam hidroperóxidos de ácidos 

graxos, que são rapidamente metabolizados para formar vários produtos (SILVA et 

al.  2001). Entre eles estão a traumatomina, envolvida na resposta a ferimentos a 

na indução da divisão celular e formação de calos (SIEDOW, 1991); e o ácido 

jasmônico, associado à ativação de genes que codificam para a síntese de 

proteínas de reserva e inibidores de proteases (MELAN et al. 1993).  

 O nível de indução do gene WIPI-II, que é dependente de ácido jasmônico e 

ativado após ataque de herbívoros foi avaliado por Sarmento, et al.(2011a) em 

plantas atacadas pelos ácaros T.evansi, T. urticae independentemente e em 

plantas limpas. T. urticae induziu expressivamente os níveis deste gen. Porem em 

plantas atacadas por T. evansi e plantas limpas não houve indução deste gene. Os 

resultados dos níveis de LOX e IP do presente trabalho, relativos a plantas 

atacadas por T. evansi e T. urticae concordam com os resultados de Sarmento e 

colaboradores. Precisa-se realizar a avaliação destes e outros genes para entender 

melhor a relação da expressão génica com atividade das LOX e concentração de 

IP na interação de T.evansi e T. absoluta. Assim para determinar quanto da 

atividade das LOX esta expressando a ativação de genes relacionados à produção 

de IP e genes relacionados a outras funções como divisão celular e formação de 

calos. 
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Kawazu et al, (2012) compararam os perfis de genes induzidos dos ácidos 

salicílico (AS genes PRb-1b e GluB) e jasmônico (AJ genes Pin2 e LapA1) em 

tomate quando as plantas são atacadas por diferentes herbívoros entre eles a 

mosca minadora Liriomyza sativae e acharam variação na indução dos genes 

avaliados. Assim, lagartas Spodoptera litura, S. exigua e tripes Frankiniella 

occidentalis ativaram principalmente genes do ácido jasmônico em níveis similares 

a danos mecânicos; o ácaro rajado T. urticae ativo só um dos genes do ácido 

jasmônico (LapA1) e dois genes do ácido salicílico; e quando as moscas minadoras 

ovipositaram nas folhas ativaram os genes induzíveis do AJ. Mas quando as 

lagartas começaram alimentar estes genes e a defesa da planta por esta via 

aparentemente foram suprimidos pela ativação dos genes do AS. Ao ser T. 

absoluta uma lagarta minadora de folhas de tomate poderia estar acontecendo 

uma situação similar com a mosca minadora, o que poderia explicar a variação da 

expressão das LOX com respeito à expressão de IP. 

 Por extenso, T.evansi manipula a reposta de defesa do tomateiro, fazendo 

com que a planta não expresse genes que codificam a produção de IP e assim o 

ácaro consegue obter maiores taxas de oviposiçao e sobrevivência de adultos 

(SARMENTO et al., 2011 a; b). Esta manipulação pode significar um custo 

fisiológico e ecológico para T. evansi, por exemplo, a baixa da defesa da planta 

pode beneficiar outros herbívoros como T. urticae (SARMENTO et al., 2011b; 

OLIVEIRA, 2012) que poderia competir com T. evansi incrementando ou 

melhorando o desenvolvimento o que poderia afeitar a estrutura da comunidade de 

herbívoros em plantas atacadas por T. evansi. Mas, para o caso de Tuta absoluta 

parece não ser assim, devido a o incremento da atividade de LOX e IP quando 

estas estão junto a T. evansi na planta. 

 

4.2. Efeito da resposta de defesa do tomate na taxa de oviposição de T. 

evansi 

 A quantidade de ovos colocados por fêmea em cada disco foliar foi 

contabilizada por quatro dias obtendo-se a media de oito fêmeas por repetição em 

quatro repetições por tratamento (Figura 6). Observaram-se diferenças 

significativas na media de ovos colocados no segundo dia (F5;159=4,84; p<0,001), 
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no quarto dia (F5;159=4,04; p<0,001) e para a media geral de ovos colocados por 

fêmea por dia (F5;159=5,82; p<0,001).  

A maior taxa de oviposição apresentou-se nos discos das folhas que foram 

previamente atacados por coespecíficos e significativamente diferentes dos outros 

tratamentos exceto do controle (plantas limpas). A menor taxa de oviposição foi em 

discos de plantas previamente atacadas por T. urticae, significativamente menores 

que em plantas limpas e plantas atacas unicamente por T. evansi. Ainda para este 

tratamento a taxa de oviposição foi menor que para tratamentos em que as plantas 

foram atacadas por dois herbívoros simultaneamente (evansi+urticae; evansi+tuta) 

e T.absoluta, mas estes não apresentaram diferencias significativa com o controle 

(Figura 7). 

 

4

5

6

7

8

9

10

Dia1 Dia2 Dia3 Dia4

O
v
o

s
 c

o
lo

c
a

d
o

s
 p

o
r 

d
ia

Clean T.evansi
evansi+urticae T.urticae
evansi+tuta T.absoluta

 

Figura 6. Media de ovos colocados por fêmea em cada dia de avaliação sobre 
discos foliares de plantas infestadas por sete dias de acordo aos tratamentos. 
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Figura 7. Media de ovos colocados (fêmeas/dia) por T. evansi sobre discos foliares 
de plantas infestadas por sete dias de acordo aos tratamentos. Médias dos 
tratamentos (+ SEM; n= 25, 27 e 30) seguidas pela mesma letra não diferem entre 
si pelo teste Tukey a 5% de significância. 
 

 As plantas podem ser atacadas por mais de uma espécie de herbívoro, e as 

interações das plantas com estes herbívoros podem afetar as preferencias e 

desenvolvimento dos herbívoros e inimigos naturais, dependendo da identidade e 

quantidade das espécies de artrópodes que se alimentam na planta (RODRIGUEZ-

SAONA et al., 2005). Sarmento et al.,(2011a) relatam que T. evansi apresentou 

maiores taxas de oviposição em plantas previamente atacadas por coespecíficos 

que em plantas limpas e maiores que em plantas atacadas previamente por T. 

urticae. O que sugere que T. evansi é sensível às defensas induzidas por T. 

urticae. Também determinaram que o efeito negativo no desenvolvimento de 

T.urticae nestas plantas foi de acordo aos altos níveis de inibidores de proteases, 

concluindo que os altos níveis de IP afetaram o desenvolvimento de T. evansi. O 

mesmo pode-se inferir dos resultados obtidos no presente trabalho, pelo menos 

para os tratamentos controle (plantas limpas com baixo nível de IP), plantas 

atacadas por T. evansi (baixo nível de IP) e plantas atacadas por T. urticae (alto 

nível de IP) (Figura 5).  

No entanto em plantas atacadas por T. absoluta na ausência e presença de 

T. evansi assim como em plantas atacadas por T. evansi e T. urticae 

simultaneamente apresentaram altos níveis de IP, mas também taxas de 



- 38 - 

 

oviposição igual a plantas limpas (Figura 5). A diferença de resultados anteriores 

em que a oviposição de T. evansi no quarto dia foi significativamente menor em 

plantas atacadas por T. evansi e T. urticae simultaneamente que em plantas limpas 

(OLIVEIRA, 2012). Nossos resultados podem sugerir que os IP não tem total efeito 

no desenvolvimento de T. evansi, mas por outras defesas da planta tais como as 

vias de sinalização do ácido salicílico possivelmente induzidas por T. urticae 

(SARMENTO, et al., 2011a), e o efeito dos rastros deixados por este. Pero não 

parecem ter efeito quando estas duas espécies interagem ao mesmo tempo na 

planta, possivelmente por causa da teia produzida por T. evansi a qual reduz a 

capacidade de T. urticae de se alimentar e desenvolver (SARMENTO 2011b). Essa 

competitividade não parece acontecer o induzir outras vias de defesa na relação 

com a lagarta T. absoluta. 

Nossos resultados sugerem que o ataque simultâneo de mais de um 

herbívoro em plantas de tomate induz alterações fenotípicas mais complexas que o 

ataque de uma única espécie de herbívoro o que poderia afetar o desenvolvimento 

de T. evansi (van ZANDT; AGRAWAL, 2004; DICKE et al., 2009). 

 

4.3 Atividade de enzimas digestivas dos herbívoros em relação a reposta de 
defesa do tomate. 

 As proteases totais, serino e cisteíno proteases foram avaliadas para cada 

uma das espécies de herbívoros e os valores das atividades para cada espécie de 

acordo as interações. Ainda que alguns estudos avaliassem atividade de enzimas 

digestivas em ácaros, e para o caso de herbívoros como T. urticae não foram 

detectadas serino proteases do tipo tripsina-like e quimotripsina-like (NISBETE; 

BILLINGSLEY, 2000; CARRILLO et al., 2011), essas enzimas foram detectadas no 

presente trabalho. 

 Para as proteases totais obteve-se que T. evansi apresentou menor 

atividade quando foi a única espécie alimentando-se na planta quando comparado 

com a presença de T. urticae ou T. absoluta. (t=-3.1576, g.l=4.751, p=0.027). 

Também apresentou menor atividade que T. urticae sem a presença de T. evansi 

(t=-8.338, g.l=4.989, p=0.00041) e menor atividade que T. absoluta quando estava 

na presença de T. evansi (t=4.4871, g.l=5.278, p=0.0056). No caso de T. urticae e 
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T. absoluta as interações com T. evansi não foram significativas para estas 

espécies (Figura 8).  
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Figura 8. Atividade de proteases totais (Absorvância 440 nm/mg de proteína) 
para as espécies de herbívoros de acordo as interações. Médias dos 
tratamentos (+ SEM; n= 4) entre as espécies seguidas pela mesma letra não 
diferem entre si pelo teste t-Student a 5% de significância. 

 

 

A atividade das serino e cisteíno proteases foi correlacionada com a atividade 

das proteases totais, sendo as serino proteases Trisina-like tanto na atividade 

amidásica (r=0,83) como esterásica (r=0.88) as que apresentaram maior 

porcentagem de correlação (Figura 9). Ainda foram estas as proteases que mais se 

ajustaram ao perfil das proteases totais, só a atividade amidásica do ácaro T. 

urticae foi maior que T. evansi (t =-2.93, g.l.=5.989, p=0.026) e que T. absoluta (t =-

4.8838, g.l=6, p=0.0027) (Figuras 10 e 11). 
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Figura 9. Correlação das atividades amidásicas e esterásicas de serino proteases 
Tripsina-like com atividade de proteases totais pelo índice de Correlaçao de 
Pearson. 
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Figura 10.Atividade amidásica de Tripsinas-like (µmol/s/mg de proteína) para as 
espécies de herbívoros de acordo as interações. Médias dos tratamentos (+ SEM; 
n= 4) entre as espécies seguidas pela mesma letra, não diferem entre si pelo teste 
t-Student a 5% de significância. 
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Figura 11.Atividade esterásica de Tripsinas-like (µmol/s/mg de proteína) para as 
espécies de herbívoros de acordo as interações. Médias dos tratamentos (+ SEM; 
n= 4) não diferem entre si pelo teste t-Student a 5% de significância. 
 
 

Para a atividade amidásica de Quimotripsinas-like o ácaro T. evansi não 

apresenta diferença na atividade quando estava alimentando-se em interação com 

outro herbívoro ou sozinho na planta. Mas apresenta maior atividade que T. urticae 

(t=-2.9244, gl=5.663, p=0.0283) e maior atividade que T. absoluta (t=3.0154, 

gl=4.658, p=0.032). A atividade em T. absoluta quando infestava a planta junto com 

T. evansi foi mais alta que quando esta lagarta estava sozinha alimentando-se na 

planta (t=5.3285, gl=5.51, p=0.0023) (Figura 12). 

Para as cisteíno proteases, os valores que apresentaram diferença 

significativa foi entre uma maior atividade de T. absoluta em interação com T. 

evansi com a atividade da mesma espécie sendo o único herbívoro na planta 

(Figura 13). Esta tendência é correspondente ao observado nas atividades de 

quimotripsinas-like, tripsinas-like e proteases totais. 
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Figura 12.Atividade amidásica de Quimotrpisinas-like (µmol/s/mg de proteína) 
para as espécies de herbívoros de acordo as interações. Médias (+ SEM; n= 4) 
dos tratamentos entre as espécies seguidas pela mesma letra, não diferem entre 
si pelo teste t-Student a 5% de significância. 
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Figura 13. Atividade de Cisteíno proteases (µmol/s/mg de proteína) para as 
espécies de herbívoros de acordo as interações. Médias dos tratamentos (+ SEM; 
n= 4) entre as espécies seguidas pela mesma letra, não diferem entre si pelo teste 
t-Student a 5% de significância. 
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O perfil enzimático de T. absoluta pode sugerir que reflete a adaptabilidade 

da lagarta contra a defesa da planta, pois no tratamento 5, (plantas infestadas com 

T. evansi e T. absoluta simultaneamente), apresentara uma alta concentração de 

IP, estes causando interferência na digestão e diminuindo a disponibilidade de 

aminoácidos prejudicando a síntese de proteínas necessárias ao crescimento, 

desenvolvimento e reprodução do herbívoro (OLIVEIRA et al., 2005; PILON et al., 

2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010).  

A atividade enzimática de T. absoluta sendo o único herbívoro na planta foi 

sempre significativamente menor que na presença de T. evansi, contrariamente ao 

esperado nesta interação. Além que a lagarta tem que superar os efeitos tóxicos 

dos IP (BROADWAY et al 1986) parece que T. evansi utiliza outras estratégias 

para afeitar a capacidade de digestão de proteínas em T. absoluta. Sendo este 

refletido num aumento de atividade de serino e cisteino proteases pela a atuação 

de forma indireta dos inibidores, via um mecanismo de retroalimentação, que 

levaria a um aumento na produção de proteases digestivas para compensar os 

baixos níveis de aminoácidos disponíveis (OLIVEIRA et al, 2005). Os aminoácidos 

seriam deslocados para síntese de mais serino-proteases ou de outras proteases 

em detrimento de outras proteínas essenciais a seu crescimento, desenvolvimento 

e manutenção (OLIVEIRA et al, 2005). Mas para poder assegurar isto, devem-se 

avaliar parâmetros biológicos da lagarta, que correspondem a possíveis efeitos no 

desenvolvimento como tamanho e peso antes e depois dos tratamentos.  

 Para T. urticae a atividade enzimática, especialmente de tripsinas-like e 

ligeiramente de cisteíno proteases, sempre foi maior quando esta espécie foi o 

único herbívoro na planta, sugerindo adaptabilidade do ácaro aos efeitos 

antimetabólicos dos IP (OLIVEIRA et al., 2005; PILON et al., 2006; PILON et al., 

2009; SCOTT et al., 2010). Mas quando este ácaro infestou a planta com T. evansi 

obteve uma ligeira vantagem pela capacidade do ácaro vermelho de suprimir a 

reposta de defesa da planta na qual a concentração de IP foi menor (Figura 5) o 

qual gera uma vantagem para o desenvolvimento de T. urticae (SARMENTO et al., 

2011b). 
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O perfil de atividade das quimotripsinas-like e cisteíno proteases, indica que 

T. evansi apresenta maior atividade destas proteases, contrariamente ao T.urticae 

o qual poderia sugerir que nestes ácaros, estas enzimas sejam mais ativas na 

digestão de proteínas, devido a pouca interferência pela menor concentração de IP 

nas plantas que se alimentou T. evansi e uma alta interferência dos IP nestas 

enzimas em T. urtcae. Ou seja, que nos ácaros, as quimotripsinas-like podem ser 

enzimas sensíveis aos IP e a ação antimetabólica destas gera um detrimento 

destas enzimas, pelo aumento de outras como as tripsina-like (OLIVEIRA et al., 

2005).  

O perfil de proteases totais de T. evansi e a correlação com a atividade 

estarásica de tripsinas-like sugerem que quando este ácaro interage com seu 

competidor interespecífico T. urticae as atividades destas proteases incrementam 

como indicativo a adaptabilidade das condições de estresse como poderia ser a 

competência. Sarmiento et al., (2011b) demostraram que quando T. evansi 

compete com T. urticae na mesma planta, o primeiro aumenta a produção de teia a 

qual impossibilita a oviposiçao e alimentação do segundo, posteriormente a 

população de T. urticae é extinta da planta.  

O gasto energético deste mecanismo de defesa de T. evansi poderia ter um 

alto custo energético devido a que a seda produzida pelos ácaros para construção 

da teia consiste de proteínas (HAZAN et al., 1975). A produção da seda pode 

assim significar um gasto de aminoácidos que poderia ser utilizado para 

crescimento e reprodução (SARMENTO et al., 2011b), e a necessidade de 

sintetizar mais aminoácidos para compensar esse gasto, pode-se refletir num 

aumento da atividade das proteases tripsinas-like e detrimento de das 

quimotripsinas-like e cisteino proteases, como demostrado no presente trabalho 

(Figura 8 a12). Experimentos dirigidos em responder claramente esta possível 

relação do custo de defensa por atividade enzimática nestes ácaros devem ser 

feitos. 
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5. CONCLUSOES 

 

 Tetranychus evansi não induze a resposta de defesa do tomateiro pela via 

das lipoxigenases, ao contrario são induzidas pelo competidor 

heteroespecífico com mesmo mecanismo de alimentação. Quando as duas 

espécies se alimentam na mesma planta, a reposta induzida ativa a via de 

sinalização do ácido jasmônico, mas à atividade das lipoxigenases é 

reduzida. O ataque simultâneo de T. evansi e Tuta absoluta faz que a 

atividade de LOX incrementa em comparação a atividade induzida só por T. 

absoluta. 

 A não indução das lipoxigenases mediada por T. evansi reflete na 

concentração de inibidores de proteases proporcionalmente. Igualmente que 

a indução de IP mediada por T. urticae e a interação destas duas espécies 

de ácaros na mesma planta. A concentração de IP induzida por T. absoluta 

e em interação com T. evansi é maior em proporção a atividade das LOX. 

 A oviposição e êxito reprodutivo de T. evansi incrementam pela não indução 

da reposta de defesa direta do tomateiro e afetada tanto por uma alta 

concentração de inibidores de proteases como por outros rastros da 

presença do competidor heteroespecífico T. urticae.  

 A concentração de IP não é um fator maléfico no desenvolvimento de T. 

evansi em plantas atacadas por este ácaro com outras espécies de 

herbívoros e por Tuta absoluta, pois a oviposição não é inferior que em 

plantas limpas. Outras estratégias contra competidores deve assegurar o 

sucesso reprodutivo de T.evansi. 

 O perfil da atividade de proteases se correlaciona principalmente com o 

perfil das tripsinas-like tanto da atividade amidásica como esterásica. As 

serino proteases apresentaram maior atividade que as cisteíno proteases. 

 Tanto serino como cisteíno proteases são afetadas pela concentração de 

inibidores de proteases nas lagartas e reflete a adaptabilidade do inseto a 
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baixa qualidade do alimento. Quando T. evansi ataca a planta junto com 

este herbívoro a atividade destas proteases aumenta  

 Nos ácaros as quimotripsinas-like e cisteíno proteases são mais ativas na 

digestão de proteínas pelo que são afetadas pelos inibidores de proteases e 

em detrimento pelo incremento das tripsinas-like para compensar a falta de 

aminoácidos utilizados na produção de seda quando T. evansi compete com 

T. urticae.  
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