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RESUMO

TERENCIANO, Rafaela Montagna, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2020. Resisténcia de acessos de solanum spp. a Tetranychus urticae Koch 1836 (Acari:
Tetranychidae). Orientadora: Maria Elisa de Sena Fernandes.

A obtencdo de plantas resistentes a pragas tem sido foco de pesquisas para auxiliar no manejo
integrado em cultivos agricolas no mundo. Plantas resistentes se defendem dos artrépodes
pragas compensando o ataque (tolerancia), intoxicando e afetando as caracteristicas
bioldgicas destes (antibiose) e/ou ndo sendo preferida para alimentagdo, oviposicdo e abrigo
(antixenose). O tomateiro € suscetivel a diversas pragas, e Tetranychus urticae tem causados
perdas severas em tomateiro em diversas regides, reduzindo a produtividade e aumentando
os custos de controle. Uma alternativa seria localizar acessos de tomateiro com resisténcia a
esta praga e aumentar a autodefesa da planta. Assim o objetivo deste trabalho foi selecionar
acessos de tomateiro do Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de
Vicosa (BGH-UFV) resistentes a T. urticae. Foram realizados bioensaios com e sem chance
de escolha. Para o bioensaio com chance de escolha foram testados 64 genétipos sendo 62
acessos do BGH-UFV, além das duas testemunhas, isto €, ‘Santa Clara’ (padrdo de
suscetibilidade) e PI1134417 (Padrao de resisténcia), com quatro repeti¢des. Para o bioensaio
sem chance de escolha foram testados seis tratamentos, sendo quatro acessos do BGH-UFV
selecionados no bioensaio com chance de escolha mais o padrdao de suscetibilidade e
resisténcia, com oito repeti¢des. No teste com chance de escolha foi avaliado o nimero de
adultos presentes nos foliolos 2 e 6 h ap6s a liberacao e depois foi calculado o indice de nao-
preferéncia por adultos (INPA). No teste sem chance de escolha foi avaliada a sobrevivéncia
das fémeas e oviposi¢do. As causas avaliadas foram anatomicas, espessura da ldmina foliar
e numero de idioblastos com cristais de oxalato de cdlcio e as causas quimicas foram a
presenca de 2-tridecanona e zingibereno. O tratamento P1134417 foi resistente a 7. urticae
tanto nos testes com e sem chance de escolha. Os quatro acessos BGH-327, 813, 2119 e
2123 apresentaram resisténcia varidvel nos testes com chance de escolha, ndo diferindo,
entretanto, entre si nos testes sem chance de escolha. Os tratamentos apresentaram
diversidade genética, e ‘Santa Clara’ e PI127826 foram os que apresentaram a maior

divergéncia genética. As causas que apresentaram maior relacdo com a sobrevivéncia de



fémeas de T. urticae foram o nimero de idioblastos com cristais de oxalato de calcio e os

niveis de 2-tridecanona e de zingibereno.

Palavras-chave: Antibiose. Antixenose. Cristais. Idioblastos. Tomate. Melhoramento

genético. Solanum lycopersicum.



ABSTRACT

TERENCIANO, Rafaela Montagna, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, October, 2020.
Solanum spp. accessions resistant to Tetranychus urticae Koch 1836 (Acari:
Tetranychidae). Adviser: Maria Elisa de Sena Fernandes.

Obtaining pest-resistant plants has been the focus of research to assist in integrated
management of agricultural crops worldwide. Resistant plants defend themselves against
arthropod pests, compensating for the attack (tolerance), intoxicating and affecting their
biological characteristics (antibiosis) and / or not being preferred for food, oviposition and
shelter (antixenosis). Tomatoes are susceptible to several pests, and Tetranychus urticae has
caused severe tomato losses in several regions, reducing productivity and increasing control
costs. An alternative would be to locate tomato accessions resistant to this pest and increase
the plant's self-defense. Thus, the aim of this research was to select tomato accessions from
the Germplasm Bank of Vegetables of the Federal University of Vigosa (BGH-UFV)
resistant to 7. urticae. Bioassays were carried out with and without a choice. For the bioassay
with a choice, 64 genotypes were tested, with 62 accessions from BGH-UFV, in addition to
the two control, that are, 'Santa Clara' (susceptibility pattern) and PI134417 (Resistance
pattern), with four replicates. For the bioassay without a chance to choose, six treatments
were tested, with four accessions of BGH-UFV selected in the bioassay with a chance to
choose plus the susceptibility and resistance pattern, with eight replications. In the test with
chance of choice, the number of adults present in the leaflets 2 and 6 h after release was
evaluated and then the index of non-preference for adults (NPFA) was calculated. In the test
with no chance of choice, female survival and oviposition were evaluated. The causes
evaluated were anatomical, leaf blade thickness and number of idioblasts with calcium
oxalate crystals and the chemical causes were the presence of 2-tridecanone and zingiberene.
The PI134417 treatment was resistant to 7. urticae in both tests with and without a choice.
The four accessions BGH-327, 813, 2119 and 2123 showed variable resistance in the tests
with chance of choice, however, not differing from each other in the tests without chance of
choice. The treatments showed genetic diversity, and ‘Santa Clara’ and P1127826 were the

ones that showed the greatest genetic divergence. The causes that showed a greater



relationship with the survival of 7. urticae females were the number of idioblasts with

calcium oxalate crystals and the levels of 2-tridecanone and zingiberene.

Keywords: Antibiosis. Antixenosis. Crystals. Idioblasts. Tomato. Genetic breeding.

Solanum lycopersicum.
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1. Introducao

A obtencdo de plantas resistentes a pragas tem sido foco de pesquisas para auxiliar
no manejo integrado em cultivos agricolas no mundo (Mymko e Avila-Sakar, 2019; van
Haperen et al. 2019; Heidari et al. 2020). Isto porque, plantas resistentes suportam mais o
ataque destas pragas e t€m maior capacidade de se recuperarem das injtrias e danos ao longo
do ciclo de vida (Smith e Clement, 2012). As plantas se defendem dos artrépodes pragas
compensando o ataque (tolerancia), intoxicando e afetando as caracteristicas bioldgicas
destes (antibiose) e/ou ndao sendo preferida para alimentagdo, oviposicdo e abrigo
(antixenose) (Panda e Krush, 1995; Smith e Clement, 2012). As resisténcias por antixenose
e antibiose tém sido amplamente estudadas com as principais ordens de artrépodes-praga na
agricultura (lepiddpteros, coledpteros e dipteros), com énfase na deteccdo das causas
quimicas e anatomicas da planta (Rioja et al. 2017; Zeist et al. 2018; Villard et al. 2019).

A defesa anatomica da planta, compreende as barreiras fisicas que reduzem o ataque
do artrépode praga (Mitchell et al. 2016). A espessura da lamina foliar e a presenca de cristais
nas células podem reduzir a herbivoria dos artrépodes fitéfagos e proporcionar reducao da
sua populacdo (Nakata, 2012; War et al. 2012; Rioja el al. 2017). Uma maior espessura
foliar, forma um obstdculo a penetracdo do aparelho bucal da praga na epiderme foliar,
levando a uma reducdo na alimentacdo (War et al. 2012; Lobregat et al. 2018). Assim, a
praga se alimenta menos e reduz a sua performance ou morre (Bensoussan et al. 2016; Rioja
et al. 2017). Além disso, as células vegetais podem conter cristais de oxalato de célcio em
seu vacuolo, e, na maioria das vezes, eles estdo relacionados a protecdo contra a herbivoria.
As células que contém os cristais sdo denominadas de idioblastos e eles podem estar
presentes em vdrias formas, como drusas, réfides, estiloides, prismas e cristais de areia
(Horner e Wagner 1980; Nakata 2012; Truffault et al. 2017). Os cristais de oxalato de célcio
nestas células impedem o fechamento da mandibula durante a alimentacdo dos artrépodes
(Gish et al. 2016). Lagartas de Spodoptera exigua Hubner 1808 (Lepidoptera: Noctuidae)
apresentaram desgaste na mandibula quando alimentadas com folhas de Medicago
truncatula L. (Fabales: Fabaceae) que continham cristais de oxalato de célcio (Korth et al.
2006), o que diminuiu a conversao da planta em biomassa do inseto durante a digestao.

Além da defesa anatomica, as plantas se defendem por meio de substancias quimicas
provindas principalmente do metabolismo secundario (Zeist et al. 2018). Os compostos do

metabolismo secundario podem afetar o comportamento, serem téxicos, reduzir ou acelerar


https://link.springer.com/article/10.1007/s11829-019-09690-3#auth-1
https://link.springer.com/article/10.1007/s11829-019-09690-3#auth-2
http://frontiersin.org/people/u/278907
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o ciclo de vida, a fecundidade ou causar a morte de artrépodes praga (Silva et al. 2017). O
zingibereno e a 2-tridecanona sdao exemplos de compostos presentes em tomateiros silvestres
Solanum habrochaites var. hirsutum e S. habrochaites var. glabratum, respectivamente
(Zeist et al. 2018). Com o avango dos métodos de melhoramento visando uma maior
qualidade dos frutos e altas produtividades do tomateiro, houve redu¢do na concentragio
desses compostos nos tomateiros cultivados (Bleeker et al. 2012; Zs6gon et al. 2018). A
redugcdo dos compostos quimicos nos tomateiros proporcionou maior suscetibilidade as
pragas, como os dcaros (Bleeker et al. 2012; Carrilho et al. 2020).

O 4caro-rajado Tetranychus urticae Koch 1836 (Acari: Tetranychidae) € uma praga
agressiva em tomateiro (S. lycopersicum) (Jonckheere et al. 2016; Lucini et al. 2016; Zanin
et al. 2018), estd distribuida em diversas regides do mundo, infestando mais de 1.100
espécies de plantas hospedeiras (Rioja et al. 2017). T. urticae completa seu desenvolvimento
de ovo a adulto em 7 a 12 dias. Durante a fase imatura passa pelos estdgios de larva,
protoninfa, deutoninfa e adulto (Nawar, 2019). A oviposi¢ao ocorre nas duas faces foliares
e para se alimentar, os dcaros extraem o conteudo de células individuais, matando as células
e reduzindo a taxa fotossintética e o vigor da planta (Bensoussan et al. 2016; Rioja et al.
2017), podendo reduzir a produtividade em até 90% (Rakha et al. 2017; Wakgari e Yigezu,
2018).

O controle desta praga € realizado por acaricidas especificos (Gouveia et al. 2018;
MAPA, 2020). Em geral, as aplicacOes destes acaricidas sdo realizadas no final do ciclo da
cultura, periodo que coincide com a época da colheita, que € realizada de duas a trés vezes
por semana. Isso se torna um problema, porque o intervalo de seguranca dos acaricidas
registrados para esta praga varia de 3 a 7 dias (MAPA, 2020), sendo incompativel com o
periodo de colheita (Gouveia et al. 2018; Maciel et al. 2018). Uma alternativa seria localizar
acessos de tomateiro com resisténcia a esta praga e aumentar a autodefesa da planta (Zeist
et al. 2018) para reduzir a populacdo de T. urticae. Estes acessos estdo presentes em bancos
de germoplasma de hortaligas.

Os bancos de germoplasma de tomateiros podem ser fontes de alta variabilidade
genética e podem ser encontrados em varios paises, como China, Estados Unidos, Reino
Unido e Brasil (Jin et al. 2019). Esses bancos sdo utilizados com maior frequéncia em
estudos objetivando a melhoria das caracteristicas agrondmicas do tomateiro, como grau
brix, produtividade e qualidade nutricional, resisténcia a nematoides e patégenos (Laurindo

et al. 2018). O Brasil possui varios bancos de germoplasma com acessos de tomateiros para
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serem utilizados em programas de melhoramento visando a resisténcia a pragas (Araujo et
al. 2017; Alves et al. 2017; Maciel et al. 2020). Assim o objetivo foi selecionar novos acessos
de tomateiro do banco de germoplasma de hortalicas da Universidade Federal de Vigosa

(BGH-UFV) resistentes a T. urticae.

2. Material e métodos

2.1. Obtencao de T. urticae

A populagdo de T. urticae foi obtida a partir de coletas de folhas de tomateiros do
cultivar Santini coletadas em lavouras da regido do Alto Paranaiba, quando as plantas
estavam em fase reprodutiva e se apresentavam infestadas com ovos, larvas, ninfas e adultos.
As folhas foram coletadas aleatoriamente na planta, colocadas em sacos plasticos e
transportadas para o laboratério. No laboratério, as folhas infestadas foram batidas no
interior de uma bandeja plastica branca (30 x 20 cm) e os acaros presentes na bandeja foram
coletados com auxilio de um pincel fino (Keramik 311 02) e transferidos para plantas de
feijoeiro Phaseolus vulgaris L. (Fabales: Fabaceae). As plantas foram mantidas em gaiolas
de criagdo (50 x 50 x 50 cm), revestidas com tela antiafideo em condi¢do de casa-de-
vegetacdo. As plantas de feijao foram irrigadas uma vez ao dia e substituidas por novas
plantas de feijoeiro a cada 10 dias. A transferéncia dos dcaros para as plantas novas foi feita

com auxilio de pincel (Rakha et al. 2017).

2.2. Obtencao das plantas

Sementes de 62 acessos do Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade
Federal de Vigcosa (BGH-UFV), além das testemunhas‘Santa Clara’ (padrao de
suscetibilidade a T. urticae) e P1134417 de S. habrochaites (Padrdo de resisténcia a T.
urticae) (Maluf et al. 1997) foram utilizadas para obtencdo das plantas. Para tanto, foram
semeadas trés sementes por células, em bandejas de isopor de 128 células contendo substrato
(Maxfertil®). Apds a germinagdo, foi feito o desbaste das mudas e aos 30 dias apds a
semeadura, foram transplantadas para vasos plésticos de 5,5 L contendo terri¢o de barranco
+ esterco de boi curtido (2:1). Os vasos foram espacados de 20 cm no interior na casa-de-

vegetacao (10 x 5 m). As plantas foram conduzidas com uma haste e tutoradas verticalmente
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com bambu. A irrigacdo, a adubacgdo (3,14 g de NPK 4-14-8 por vaso) e os tratos culturais
foram realizados de acordo com Almeida et al. (2017) e ndo foram utilizados produtos

fitossanitarios.

Tabela 1. Origem dos acessos de Solanum spp. do banco de germoplasma de hortalicas da
Universidade Federal de Vicosa (BGH-UFV) que foram testados para resisténcia a
Tetranychus. urticae.

Acessos de tomateiro Origem
Estados Unidos
BGHs: 2014, 2017, 2018, 2020, 2021, 2025, 2027,2032,
2034, 2038, 2039, 2040, 2041, 2049, 2054, 2062, 2065,
2071, 2083, 2095, 2112, 2113, 2116, 2119, 2123, 2124,
2127,2128 e 2129

Universidade de Purdue

Brasil
BGH-83 Feira de Santana (Bahia)
BGH-168 Macei6 (Alagoas)
BGHs: 224 ¢ 225 Alagoinha (Bahia)
BGH-327 Estiva (Goias)
BGHs: 603 e 606 Barbacena (Minas Gerais)
BGH-773 Porto Simao (Mato Grosso)
BGH-813 Cuiaba (Mato Grosso)
BGHs: 970, 971, 978, 981, 984, 985, 989, 993, 994 ¢ 996 Campinas (Sao Paulo)
BGH-1019 Belo Horizonte (Minas Gerais)
BGH-1254 Goiania (Goias)
BGH-1258 Sao Gongalo (Mato Grosso)
BGHs: 1490, 1498 e 1706 Sédo Paulo (Sao Paulo)

2.3. Testes com chance de escolha

Foram utilizados 64 tratamentos que consistiram em 62 acessos do BGH-UFV, o
padrdo de suscetibilidade ‘Santa Clara’ e o padrdo de resisténcia P1134417 (Tabela 1). Para
tanto, foi confeccionada uma arena circular de isopor (50 cm de didmetro) recoberta com
papel branco, para melhor visualizagdo do dcaro. Em seguida, um foliolo foi retirado do
terco superior de uma folha completamente desenvolvida de cada um dos 64 tratamentos, e

disposto ao redor da arena, com a parte abaxial voltada para cima. Estes foliolos foram
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espacados um dos outros em 3 mm. Em seguida foram liberados 3 mil dcaros adultos no
centro da arena. Duas e seis horas apds a liberagdo dos dcaros foi contabilizado o ndmero de
acaros por foliolo. O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro
repeticoes. O indice de nao-preferéncia de adultos (INPA) foi calculado pela férmula

proposta por Fenemore (1980) (equagao 1).

A=B 100
A+B (1)

INPA =

Em que, A= nimero de adultos do 4caro no acesso de tomateiro a ser comparado com ‘Santa
Clara’, B= ntimero de adultos do dcaro em ‘Santa Clara’ (padrao de suscetibilidade). O INPA
varia de +100 a -100, sendo que valores positivos significam que os tratamentos foram

preferidos e negativos significam que ndo foram preferidos por adultos de 7. urticae.

2.4. Ensaios sem chance de escolha

Os acessos menos preferidos pelos dcaros no bioensaio com chance de escolha, além
de ‘Santa Clara’ e PI134417 foram selecionados para o bioensaio sem chance de escolha.
Assim, uma folha completamente desenvolvida foi retirada do terco superior de cada planta
(tratamento) aos 90 dias apds a semeadura. Circulos 2 cm de diametro de oito foliolos de
cada tratamento foram retirados do meio da folha e colocados com a parte abaxial voltada
para cima sobre algoddo umedecido em uma placa de Petri (15 cm de diametro x 1,0 cm de
altura). Em seguida, uma fémea com 10 dias de idade de T. urticae foi liberada sobre cada
circulo e diariamente foi avaliado o nimero de ovos e tempo de sobrevivéncia das fémeas
em dias. As fémeas foram transferidas cuidadosamente para novos foliolos a cada trés dias.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito repeti¢des, cada

repeti¢do consistindo em um foliolo com uma fémea de 10 dias de idade.

2.5. Causas da resisténcia

2.5.1. Anatomia Foliar

Para as andlises anatOmicas utilizaram-se como tratamento, Os acessos menos

preferidos pelos acaros, selecionados no ensaio de antixenose, além da ‘Santa Clara’ e o

PI134417. Uma folha completamente expandida foi retirada do terco superior de cada
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tratamento aos 90 dias apos semeadura. Foram realizados cortes da regido mediana do limbo
de cinco foliolos retirados do meio da folha. Os cinco cortes de cada tratamento foram
fixados em FA Aso (Formaldeido, dcido acético e dlcool 50%), desidratados em série etilica
crescente (alcool 60, 70, 85 € 95%) e incluidos em historesina Leica. Foram realizados cortes
transversais de 7 um de espessura em micrétomo rotativo (Leica RM 2255) de avanco
automdtico, corados em azul de toluidina e as laminas montadas em Permount. Em seguida,
as laminas foram fotografadas em fotomicroscépio Olympus BX41, com cimera digital
Olympus Q-color 3 acoplada. Para as avaliacdes micromorfométricas foliares, das
espessuras da epiderme da face abaxial, epiderme da face adaxial, parénquima pali¢cédico,
parénquima lacunoso e espessura total do limbo foram selecionados trés campos de cada
corte (aumento de 20X), e de cada corte, foram realizadas trés medidas, em micrometros,
totalizando nove medidas por folha. Todas as medi¢des anatdmicas foram realizadas no
software Anati Quanti (Aguiaret al. 2007). Foram realizadas cinco repeticdes, cada
repeti¢do foi um corte transversal de foliolo de cada tratamento.

Para a identificacdo e quantificacdo dos idioblastos com cristais de oxalato de célcio
foram selecionados trés campos de cada corte (aumento de 20X). A quantificacdo foi feita
visualmente com o auxilio do microscopio Olympus CX41. Foram realizadas cinco

repeticoes, cada repeticdo foi um corte transversal de foliolo.

2.5.2. Identificacao e quantificacao de compostos quimicos

2.5.2.1. Zingibereno e 2-tridecanona

O zingibereno foi identificado e quantificado pelo método de Freitas et al. (2002).
Neste método, uma folha completamente expandida foi retirada do ter¢o superior de cada
planta (tratamento) aos 90 dias apds a semeadura. Circulos de 1 cm de didmetro de dez
foliolos de cada tratamento foram retirados do meio da folha e colocados em tubos de ensaio
com 2 mL de hexano e agitados em Votex Multifuncional por 30 segundos. Em seguida, os
discos foram removidos dos tubos de ensaio com uma vareta de vidro e os extratos foram
submetidos a leitura de absorbancia em aparelho espectrofotdmetro (Evolution 300 UV-
Visible) em comprimento de onda de 270 nm. Para ajuste da absorbancia zero foram
utilizadas amostras de hexano. O delineamento foi em blocos casualisados com 10

repeticoes, as repeticdes foram os discos de 1 cm de diametro.
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A 2- tridecanona foi identificada e quantificada pelo método descrito por Eigenbrode
e Trumble (1993), com adaptacdes, utilizando o padrao (Sigma, Brasil). Os tratamentos
foram os acessos selecionados no bioensaio com chance de escolha, além de ‘Santa Clara’ e
de PI134417, sendo realizadas trés repeti¢des. Os foliolos utilizados para extracdo foram
retirados do terco superior da planta, sendo utilizada uma folha completamente expandida,
obtida de plantas com 90 dias de idade. Foram usados aproximadamente 30 cm? de foliolos,
cuja area foliar foi medida com auxilio de medidor de area foliar LICOR® 3100 (Licor, NE).
Os foliolos foram pesados em balanga eletronica Sartorius® com precisao de 0,0001 g
(Pereira et al. 2000) e, logo apds, imersos em 10 mL de hexano grau HPLC. Os foliolos
imersos em hexano foram mantidos em agitacao por 90 minutos, e em seguida, a solucao foi
submetida a filtragem em filtro Whatmann n° 4, sendo o filtrado recuperado em 10 mL de
hexano. A andlise foi realizada em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) e integrador modelo QP2010 (Shimadzu). O tipo de inje¢do empregada foi
splitless, em coluna capilar de silica fundida (30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro)
com fase estaciondria Rtx-SMS (0,25 um de espessura de filme). O gas hélio foi o carreador
com fluxo de 1,0 mL min!. A temperatura do injetor foi de 220 °C. A programacio do
aumento de temperatura foi de 80 °C por 3 min, e em seguida, aumento de 10 °C por minuto
até atingir a temperatura de 140 °C, e de 15 °C por minuto até a atingir temperatura maxima
de 280 °C. Os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV, com
varredura de 29 a 400 (m/z). A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagado
dos espectros de massas existentes na biblioteca NIST, interpretag@o visual dos espectros de
massas e com padrao externo de 2-tridecanona com 99% de pureza (Sigma-Aldrich®). O
delineamento foi inteiramente casualizado com trés repeticdes, as repeticdes foram os 30

cm? de foliolo.

3. Analises estatisticas

Os dados obtidos nos bioensaios com e sem chance de escolha e as medidas
anatomicas foliares foram submetidos aos testes de normalidade dos erros e homogeneidade
das variancias, e se atendidos, realizou-se andlise de variancia e teste de agrupamento de
Scott-Knott a P<0,05. Se ndo atendido, foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis a P<0,05. O indice de nao-preferéncia por adultos (INPA) para cada

tratamento foi comparado pela intercessdao do intervalo de confianca a 95% com ‘Santa
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Clara’. Para a andlise de sobrevivéncia aplicou-se o método de Kaplan e Meier para
confec¢do das curvas e o teste log-rank para verificar diferengas entre as curvas usando o
PROC Life test (SAS Institute, 2012).

Para estudar a relacdo entre as medidas anatdmicas dos foliolos e o tempo de
sobrevivéncia das fémeas realizou-se andlise de correlagdo de Pearson a P<0,05 utilizando
0 PROC CORR (SAS Institute, 2012). Para verificar o efeito dos idioblastos com cristais de
oxalato de célcio por foliolo sobre o tempo de sobrevivéncia de fémeas (dias) e o nimero de
ovos de T. urticae por foliolo realizou-se uma regressao ndo linear exponencial com queda.
O teor de zingibereno e o nimero de idioblastos com cristais de oxalato de calcio por foliolo
foram avaliados através do teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) e em seguida foi realizado o

teste de comparagdao multipla por ranks (P<0,05) pelo Software R 1386 3.5.1.
4. Resultados
4.1. Testes com chance de escolha
Duas horas ap6s a liberacdo de 7. urticae o acesso selecionado com maior indice de
nao-preferéncia foi o BGH-813 (Figura 1). E com seis horas apds a liberagdo os acessos

selecionados com o maior indice de ndo preferéncia foram BGHs-813, 2123,2119 e 327

(Figura 1).
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significa o controle ‘Santa Clara’ e linhas pretas tracejadas o limite superior e inferior do

intervalo de confianga a 95%.
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Figura 1. Indice de ndo-preferéncia por adultos (INPA) nos tratamentos, duas e seis horas

apos a
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4.2. Teste sem chance de escolha

As curvas de sobrevivéncia de T. urticae, apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos (log-rank, P<0,001). T. urticae alimentados com folhas do padrdo de
resisténcia PI1134417 morreram em menos de um dia (Figura 2). Ao contrdrio, quando
alimentados com o padrio de suscetibilidade ‘Santa Clara’, sobreviveram por até 26 dias.
Enquanto aos 12 dias nao havia sobrevivéncia em nenhum dos demais tratamentos, em
‘Santa Clara’ a sobrevivéncia foi de 40%. Entre os acessos do BGH-UFV selecionados pelo
bioensaio com chance de escolha (BGHs- 2119, 813, 2123 e 327) houve sobrevivéncia até

os nove, 10, 10 e 11 dias, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si (Figura 2).

100 +~-——
l — — —  BGH-327
| ! a o BGH-813
| BGH-2119
80 | —  BGH-2123
b —— 'Santa Clara'
————— — PI134417
o ___b _
= 60 - L I
= | '
Q |
& bl
> |
Z !
o |
2 40 - b !
n | 1
! |
I_ I
20 |
I— —
|
. |
|
O — _I — I_ — _I_ T T T T T 1
1 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Dias

Figura 2. Curvas de sobrevivéncia para 7. urticae alimentados com foliolos de cada
tratamento, estimadas pelo método de Kaplan—Meier. Letras iguais em cada curva ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de log-rank (P<0,05).
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4.3. Causas da resisténcia

A micromorfometria foliar (um) dos tratamentos apresentou diferenca para espessura
da epiderme da face adaxial (F9,24)=5,33; p=0,002), parénquima palicddico (F924)=3,55;
p=0,015), parénquima lacunoso (F924=2,94; p=0,032), espessura da epiderme da face
abaxial (F2924=3,87; p=0,010) e lamina foliar (F(2924)=3,90; p=0,010). Os tratamentos que
apresentaram maiores médias de espessura da epiderme adaxial foram BGH 2119, 2123 e
‘Santa Clara’. Os acessos BGH 2119 e 2123 foram os que apresentaram maiores médias da
espessura do parénquima palicddico. Na espessura do parénquima lacunoso apenas o
P1134417 diferiu dos demais tratamentos, apresentando a menor média. E para a espessura
da epiderme abaxial o BGH-2123 e ‘Santa Clara’ foram os que apresentaram as maiores
médias. No caso da espessura da 1amina foliar apenas o PI134417 e o BGH-327 diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos, apresentando as menores médias (Tabela 3). A
espessura da epiderme abaxial apresentou correlacdo positiva e significativa com o tempo

de sobrevivéncia das fémeas (P<0,05) (Tabela 4).

Tabela 3. Média + erro padrao da micromorfometria foliar (um) de acessos de tomateiro, e
do padrio de suscetibilidade ‘Santa Clara’ e de resisténcia PI 134417.

Micromorfometria foliar (um)!

Tratamentos  Epiderme da Parénquima Parénquima Epiderme da Lamina
face adaxial  palicadico lacunoso face abaxial foliar

BGH-327  35,81x0,99b 1134£5,63b 152+7,57a 25,51£0,41b 326+11,44b
BGH-813  36,10£1,60b 126£7,37b 181£18,02a 26,07£1,90b 369+27,58 a
BGH-2119 43,43+2.35a 139+10,74a 177421,39a 24,64+2,50a 384+32,40a
BGH-2123 42,10£2,76 a 137+7,60a 1954#9,11a 30,37£1,30b 404+£16,36 a

‘Santa Clara’ 4191+1,14a 121£8,86b 168+21,65a 30,89+1,19a 361+28,60a
PI134417  33,61+1,15b 101+4,15b 112+£18,92b 23,32+1,38b 270+22,99 b

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Skott Knott

a P<0,05.
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Tabela 4. Coeficiente de correlacio de Pearson (r) entre micromorfometria foliar,
sobrevivéncia das fémeas, duracdo das fases larval e ninfal de 7. urticae.

Sobrevivéncia das
fémeas (dias)

Medidas Anatomicas
foliares (um)

Duracao da fase
larval (dias)

Duracao da fase
ninfal (dias)

Epiderme adaxial 0,60 0,25 0,30
Parénquima lacunoso 0,55 0,54 0,77
Parénquima pali¢adico 0,35 0,44 0,68
Epiderme abaxial 0,85* 0,28 0,34
Lamina foliar 0,54 0,50 0,72

*QO simbolo de (*) indica significancia a P<0,05

Os idioblastos com cristais de oxalato de cdlcio apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos (P<0,001). O PI134417 apresentou maior nimero de idioblastos com
cristais por foliolo (4,60 + 0,32) seguido pelo acesso BGH-2119 (2,70 + 0,30). O BGH-2123
(0,20 £ 0,07) e ‘Santa Clara’ (0,10 = 0,05) apresentaram os menores nimeros de idioblastos
com cristais por foliolo (Tabela 5, Figura 3).

O teor de zingibereno apresentou diferencas entre os tratamentos (P<0,001). A maior
concentracdo de zingibereno (2,16 + 0,03) foi detectado no acesso BGH-2119 e a menor
concentracdo foi no P1134417 (1,19 £+ 0,11) (Tabela 5). Os acessos ndo apresentaram teor
significativo de 2-tridecanona. Apenas o PI134417 apresentou concentracdo média de 10,07

ug cm de 2-tridecanona por foliolo.

Tabela 5. Média * erro padrao do nimero de idioblastos com cristais de oxalato de calcio
por foliolo e teor de zingibereno nos tratamentos.

"Variveis
Tratamentos Numero de idioblastos  Teor de Zingibereno (absorbancia a
com cristais de oxalato 270 nm)
de calcio/foliolo
BGH-327 0,80+0,09d 1,85+£0,01d
BGH-813 1,60+0,16¢ 2,01+0,01c
BGH-2119 2,70+0,30b 2,16+£0,03a
BGH-2123 0,20+0,07e 2,08+0,01b
‘Santa Clara’ 0,10+0,05¢e 1,80+0,03¢
PI134417 4,60+0,32a 1,19+0,11f

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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E F

Figura 3. Anatomia foliar de acessos do tomateiro (cortes transversais). A= BGH-327, B=
BGH-813, C= BGH-2119, D= BGH-2123, e E= ‘Santa Clara’ e F= PI134417. EAB=
epiderme da face abaxial, EAD= epiderme da face adaxial, PP= parénquima pali¢ddico, PL=
parénquima lacunoso, Tr= tricomas; Setas pretas no interior das imagens indicam idioblastos
com cristais de oxalato de calcio.

O numero de idioblastos com cristais de oxalato de cdlcio por foliolo apresentou
relagdo com os dias de sobrevivéncia das fémeas (P=0,02) e com o nimero de ovos por
foliolo (P=0,01). O aumento no nimero de idioblastos proporciona reducao da sobrevivéncia
das fémeas (dias) e no nimero de ovos por foliolo. O nimero de idioblastos com cristais por

foliolo maior que quatro os dias de sobrevivéncia e o numero de ovos aproximaram de zero

(Figura 4).
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Figura 4. Tempo de sobrevivéncia (dias) e nimero de ovos por foliolo de 7. urticae em
relacdo ao nimero de idioblastos com cristais de oxalato de célcio por foliolo.
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5. Discussao

No presente estudo, de 62 acessos de tomateiro testados, apenas quatro acessos
(BGHs-327, 813, 2119 e 2123) foram os menos preferidos pelos adultos de T. urticae,
indicando provavel envolvimento de resisténcia por antixenose. A nao-preferéncia pelos
acessos BGHs-327, 813, 2119 e 2123 pode estar relacionada com a anatomia foliar e a
presenca de compostos quimicos. Pois para o 4caro realializar a escolha do melhor
hospedeiro ele faz a picada de prova, para percep¢cao do alimento. Além disso, utiliza as
sensilas para reconhecimento de estimulos, como odores, temperatura, umidade, di6xido de
carbono, radia¢do, ondas sonoras e estimulos mecanicos para selecionar o hospedeiro
(Hallberg e Hansson 1999). As sensilas tém sido utilizadas por outros artropodes, tais como
Tribolium castaneum Herbst 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae) para reconhecimento do
hospedeiro tendo em vista que a sua retirada resultou em prejuizo a deteccdo olfativa do
inseto, com consequente nao reconhecimento de alguns compostos (Ali et al. 2016). Nos
dcaros, assim como em outros insetos, as sensilas auxiliam na percepg¢do das substancias do
ambiente envolvidas no acasalamento, alimentacdo e comportamento especifico em relacao
as plantas hospedeiras (Sakunwarin et al. 2004). Portanto, as sensilas sdo estruturas de
grande importincia para os dcaros na hora da escolha do hospedeiro.

A menor preferéncia de 7. urticae por esses quatro acessos pode ser também devido
a dificuldade na escolha do hospedeiro, visto que esta espécie € polifaga. As espécies
polifagas tétm um amplo numero de opg¢des de escolha, porém, devido ao sistema nervoso
limitado para lidar com muitas opgdes, essas espécies t€ém dificuldade em selecionar o
hospedeiro (Bernays, 2001). A escolha pela planta hospedeira é um processo fundamental
para os herbivoros, porém no caso das espécies polifagas essa escolha torna-se uma tarefa
neurologicamente dificil (Carrasco et al. 2015). Acredita-se que as restricdes neuroldgicas
influenciam na capacidade de tomada de decisdes complexas relacionadas as informagdes
sensoriais emitidas por potenciais plantas hospedeiras (Silva e Clarke, 2019). Apesar da
dificuldade na hora da escolha, 7. urticae possui alta adaptabilidade em novas plantas
hospedeiras, como mostra o estudo realizado por Agrawal (2002), em que 7. urticae
aclimatados a plantas de tomate e feijao, revelaram uma aceitacdo maior do que os que nao
foram aclimatados a estes hospedeiros, indicando uma vantagem para 7. urticae, que amplia

a aceitacdo por novos hospedeiros sem rejeitar o original. Assim a ndo-preferéncia de 7.
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urticae pode estar diretamente relacionada ao fato de os acessos selecionados possuirem
mais caracteres de resisténcia em relacdo aos demais.

A ndo-preferéncia de T. urticae pelos acessos BGHs-327, 813, 2119 e 2123 pode
estar ligada a sua variabilidade genética, ja que eles sdo originados de diferentes regides do
mundo (Tabela 1) e que mesmo em pequenas dreas geograficas, pode haver diversos habitats
ecologicos e diferentes condig¢des climdticas, o que pode contribuir relativamente para maior
ou menor diversidade do tomateiro (Egan et al. 2018; Zeist et al. 2018).

Além de apresentarem resisténcia nos testes com chance de escolha, os quatro
acessos selecionados (BGHs-327, 813, 2119 e 2123) também apresentaram resisténcia nos
testes sem chance de escolha. A resisténcia a duas categorias mostra que estes acessos
possuem resisténcia multipla, ou seja, sdo resistentes tanto pela categoria de antixenose
quanto pela categoria de antibiose. Na categoria antibiose, o dcaro sofre reacOes adversas
causadas pela planta, que o intoxica ou afeta suas caracteristicas bioldgicas (Smith e
Clement, 2012). Algumas causas anatomicas estudadas no presente estudo tais como
espessura da ldmina foliar e presenca de idioblastos com cristais de oxalato de calcio podem
ter envolvimento na manifestac@o de resisténcia por antibiose, bem como as causas quimicas
que incluem a presenca de aleloquimicos. As causas da resisténcia dos acessos a T. urticae,
também podem ser uma combinacdo entre os fatores anatdmicos e quimicos (Silva et al.
2014). A respeito das causas anatdomicas, a espessura do limbo foliar pode ter causado
deterréncia de 7. urticae, uma vez que folhas mais espessas se tornam um obsticulo a
penetracdo do aparelho bucal do dcaro na epiderme da folha, levando a uma reducdo na
alimentacdo e consequentemente, sendo menos afetadas (Guerra et al. 2010). Além disso, a
presenca de idioblastos com cristais de oxalato de célcio, também dificultam a alimentacdo
de T. urticae, por impedir o fechamento da mandibula durante a alimentagdo (Gish et al.
2016).

A sobrevivéncia de T. urticae pode estar ligada as caracteristicas quimicas e/ou
anatomicas dos tratamentos. O PI134417 apesar de ter apresentado as menores espessuras
de todas as medidas anatdmicas entre os tratamentos € o menor teor de zingibereno, foi o
tratamento que apresentou maior nimero de idioblastos com cristais € o Unico tratamento
que apresentou teor detectdvel de 2-tridecanona, fatores que podem ser a causa da menor
taxa de sobrevivéncia de T. urticae nesse acesso. Ja ‘Santa Clara’ foi quem apresentou maior

taxa de sobrevivéncia, com maiores espessuras foliares, baixo nimero de idioblastos com
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oxalato de cdlcio e menor teor de zingibereno. Assim, a espessura do limbo foliar nao afeta
a sobrevivéncia de T. urticae.

Para obten¢@o de plantas resistentes a artrépodes-praga, ¢ importante que a planta
manifeste mais de uma categoria de resisténcia (Stenberg e Muola 2017), tendo em vista que
a manifestacdo de multiplas categorias de resisténcia atrasa a quebra da resisténcia pelos
artropodes. A identificagdo das causas de resisténcia acelera significativamente os ensaios
bioldgicos futuros visando a sele¢@o de fontes de resisténcia. Os idioblastos com cristais de
oxalato de célcio, sdo reconhecidos por reduzirem as taxas de crescimento e aumentarem a
mortalidade de insetos (Korth et al. 2006; Park et al. 2009). Além das causas anatdmicas, as
causas quimicas também podem estar ligadas a resisténcia a T. urticae. Nesse aspecto, 0
teores de zingibereno em plantas t€m uma relagdo direta com o aumento das distincias
percorridas por T. urticae, apresentando, portanto, fungdo arrestante (Gongalves et al. 1998;
Aragio et al. 2000). Portando, causas anatdmicas e quimicas, ou até mesmo uma combina¢do
entre as duas, podem ter causado os efeitos de resisténcia de acessos de Solanum spp. a T.

urticae verificados no presente trabalho.

6. Conclusao

O tratamento PI134417 foi resistente a 7. urticae tanto em testes com chance de
escolha como nos sem chance de escolha. Os acessos BGH-327, 813, 2119 e 2123
mostraram-se resistentes em ambos os testes com e sem chance de escolha. As causas que
apresentaram maior relacdo com a sobrevivéncia foram a presenca de idioblastos com

cristais de oxalato de cdlcio, e a presenca de zingibereno.
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