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RESUMO

CHEDIAK, Mateus, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2013.
Caracterizagao biolégica e metabdlica da antibiose de espécies do
tomateiro a Tuta absoluta e impacto destas espécies no predador
Blaptostethus pallescens. Orientador: Derly José Henriques da Silva.
Coorientadores: Marcelo Coutinho Picango, Adriano Nunes Nesi.

A traga do tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) € praga
chave desta cultura. Esta praga é responsavel por danos significativos pelo
ataque a cultura, pelo custo de seu controle. O desenvolvimento de plantas com
resisténcia a pragas € um processo dificil € que se iniciar identificando gendétipos
resistentes e caracterizando esta resisténcia. Apesar de serem descritos
genotipos resistentes a traca do tomateiro, nenhum trabalho descreve a
atividade destes gendtipos na biologia desta praga bem como na modificagdo do
comportamento de inimigos naturais quando em contato com estas plantas.
Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar gendtipos resistentes a T. absoluta,
determinar a atividade desta resisténcia no predador B. pallescens (Hemiptera:
Anthocoridae) e caracterizar os metabdlitos presentes e contrastantes entre os
genotipos. Para isso foram confeccionadas tabelas de esperanga de vida e
tabela de fertilidade para T. absoluta em trés gendétipos reconhecidamente
resistentes (BGH — 674, Pl — 134417 e Pl — 127826) bem como nos cruzamentos
entre BGH — 674 com Pl — 134417 e com Pl — 127826. Foram estudadas as
modificagdes no comportamento do predador de B. pallecens. A caracterizagcao
metabdlica foi realizada utilizando analise de perfil metabdlico e foram
identificados e quantificados. Foi observada uma redugéao da sobrevivéncia de
T. absoluta nas plantas de PI-134417, PI1-127826 e nas plantas resultantes do
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cruzamento destas plantas com BGH-674. Estas plantas foram responsaveis por
uma elevada mortalidade de lagartas de T. absoluta principalmente nos
primeiros instares. Estas plantas foram responsaveis também pela reducio na
reproducao de adultos e fithess de larvas que obtiveram um menor peso quando
empuparam. Nos testes comportamentais pode-se observar que nas plantas de
Pl1-134417 e PI-127826 o predador B. pallescens diminuiu sua atividade de
caminhamento quando comparado com a testemunha Santa Clara como quando
comparado com o BGH-674. Ja no teste de livre escolha de alimentagdo o
predador B. pallescens diminuiram a alimentagao de ovos de T. absoluta apenas
nos testes pareados com Santa Clara. As avaliacdo quimicas resultaram na
identificacdo de 102 compostos sendo que apenas a Arabinose, Acido citrico,
Acido eicosatetraenoico, Acido heptadecanoico, Hexadecano, Octacosano,
Acido octadecanoico, Sacarose e Acido tetracosanoico se correlacionaram com
a mortalidade real (100gx) de lagartas de T. absoluta. Estes metabdlitos
compuseram os dados para construgcédo do diagrama da analise de componentes
principais juntamente com a Fertilidade especifica, Peso de pupas, Razao
infinitesimal de aumento, Mortalidade real e nimero de insetos na planta. Dentre
estes compostos apenas a Arabinose, Acido citrico, Acido eicosatetraenoico,
Acido heptadecanoico, Hexadecano e Ocatecano se correlacionaram
significativamente com um ou mais compostos da tabela de vida de T. absoluta.
Portanto estes compostos podem estar envolvidos na resisténcia encontrada nas
plantas de PI-134417 e P1-127826.
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ABSTRACT

CHEDIAK, Mateus, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2013.
Metabolic and biological characterization of antibiosis species of tomato to
Tuta absoluta and impact of these species on predator Blaptostethus
pallescens. Adviser: Derly José Henriques da Silva. Co-advisers: Marcelo
Coutinho Picango, Adriano Nunes Nesi.

The tomato leafminer, Tuta absoluta ( Meyrick ) ( Lepidoptera : Gelechiidae ) is key pest
of this crop . This pest is responsible for significant damage to the crop by the attack, at
the cost of their control . The development of pest resistance in plants is a difficult
process and to begin identifying and characterizing resistant genotypes this resistance .
Despite being described genotypes resistant to the tomato leafminer, no study describes
the activity of these genotypes in the biology of this pest as well as the modification of
the behavior of natural enemies when in contact with these plants . The objective of this
work was to identify genotypes resistant T. absolute, determine the activity of this
predator resistance in Blaptostethus pallescens (Hemiptera: Anthocoridae) and
characterize the metabolites present and contrasting between genotypes. To this were
made tables of life expectancy and fertility table for T. absolute in three known genotypes
resistant (BGH - 674 , Pl - and Pl 134417 - 127826) and in crosses between BGH - 674
Pl - and Pl 134417 - 127826 . We studied the changes in the behavior of the predator B.
pallecens. The characterization was performed using metabolic analysis and metabolic
profile were identified and quantified . It was observed a reduction in the survival of T.
absolute in plants of Pl- 134417 , PI- 127826 and plants resulting from crossing these
plants with BGH -674 . These plants were responsible for a high mortality of larvae of T.
absolute especially in the early instars . These plants were also responsible for the
reduction in reproductive fitness of adults and larvae that had a smaller weight when
empuparam. In behavioral tests it can be seen that in plants Pl 134417 and Pl — 127826,
B. pallescens pathway decreased their activity when compared with control Santa Clara
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as compared to the BGH -674 . Already in a free choice test feeding the predator B.
pallescens decreased feeding eggs of T. absolute only in the tests paired with Santa
Clara . The assessment resulted in the identification of chemical compounds 102 and
only the Arabinose , Citric acid , eicosatetraenoic acid , heptadecanoic acid ,
Hexadecane , octacosane , octadecanoic acid , Sucrose and tetracosanoic acid
correlated with the actual mortality (100gx) of larvae of T. absolute. These metabolites
comprised the data for building the diagram of the principal component analysis along
with specific Fertility, pupal weight , ratio of population increase , mortality and real
number of insects on the plant . Among these compounds only arabinose, citric acid,
eicosatetraenoic acid , heptadecanoic acid , Hexadecane and Ocatecano significantly
correlated with one or more compounds of the life table T. absolute. Therefore these

compounds can be involved in resistance found in plants PI- PI- 134417 and 127826 .



1. INTRODUGCAO

O tomateiro comercial (Solanum lycopersicum L.) € uma planta
pertencente a familia Solanaceae que tem como centro de variabilidade genética
o litoral do pacifico e hoje possui grande importancia no Brasil e no mundo. O
tomateiro possui alto valor devido as caracteristicas nutricionais e farmacéuticas
dos frutos (Agarwal et al., 2001; Rao, 2004) e pelo valor comercial do seu cultivo.
Os frutos desta planta s&o utilizados na alimentacdo humana e séao
nutricionalmente ricos contendo diversos nutrientes como as vitaminas do
complexo A e B além de minerais importantes como fésforo e potassio. As
caracteristicas farmacéuticas importantes do fruto de tomate consistem
basicamente do seu elevado teor de licopeno. Este carotenoide € importante pois
exerce agao antioxidante (Valero, 2011), além de ser utilizado em diversos ramos
da farmacologia como oncologia (Linda et al., 2002; Lu et al., 2011), cardiologia
(Collins et al., 2004), urologia (Gupta & Kumar, 2003), endocrinologia
(Mackinnon et al., 2011).

Entre as principais pragas desta cultura esta a traga do tomateiro, Tuta
absoluta Meyrick (Lepidoptera, Gelechiidae). A tragca do tomateiro foi constatada
no Brasil no inicio da década de 80 (De Moraes & Normanha Filho, 1982) sendo
encontrada hoje em todas as regides produtoras de tomate (Souza & Reis,
1992). No ano de 2006 esta praga foi encontrada na Espanha de onde se
dispersou para a maioria dos paises da Europa (Desneux et al., 2011) e regido
mediterranea da Africa (Garcia-Mari & Vercher, 2010). No Brasil, a traca do
tomateiro é considerada uma das pragas mais importantes nesta cultura e

apesar de atacar preferencialmente o tomateiro ela pode ocorre também em
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outras plantas como Solanum tuberosum, S. americanum e S. aculeatissimu.
Esta praga compromete seriamente a produtividade devido a sua alta
capacidade destrutiva acarretando perdas importantes na producdo e

consequentes impactos econdmicos, ambientais e sociais.

A traca do tomateiro possui alta capacidade de danificar a planta
hospedeira este pode se alimentar em folhas, meristemas apicais e frutos. Por
este motivo os produtores de tomate realizam varias aplicagdes com inseticidas
a cada ciclo da cultura, o que aumenta o custo de produgao e consequentemente
0s prejuizos ambientais, ao consumidor e ao produtor. Ja foram relatadas até
trés aplicagbes semanais de inseticidas ao longo de todo o ciclo da cultura,
chegando ao extremo de 36 aplicagbes durante uma unica safra (Leite, G. D. L.
et al., 1998; Picanco et al., 1997; Picango et al., 1998; Picanco et al., 2000). Esta
elevada quantidade de aplica¢gdes ainda € utilizada, o que ajuda a promover uma
pressao de selecdo sob os insetos reduzindo a eficiéncia de controle pelos
inseticidas (Guedes et al., 1994; Siqueira et al., 2001). Esta falha de controle ja
€ relatada em alguns trabalhos (Salazar & Araya, 2001; Siqueira et al., 2001;
Liettii et al., 2005; Silva et al., 2011) e levam os produtores a aumentar o numero

de aplicagbes com inseticidas para obter o sucesso no controle de pragas.

Diante destas vantagens, estudos s&o realizados visando identificar
fontes resisténcia do tomateiro aos insetos praga desta cultura. Esses estudos
ocorrem tanto com espécies silvestres de tomateiro (e.g. Lycopersicon hirsutum,
Lycopersicon peruvianum e Lycopersicon pennellii) como plantas oriundas de
bancos de germoplasma (Leite, et al., 1998; Ecole et al., 1999; Suinaga et al.,
1999; Ecole et al., 2000; Ecole et al., 2001; Leite et al., 2001; Azevedo et al.,
2003; Suinaga et al., 2004). Normalmente plantas silvestres possuem um padréo
de resisténcia diferenciado devido aos compostos quimicos presentes em seus
tecidos. Por isso uma das etapas importantes deste estudo consiste em
identificar os compostos quimicos do tomateiro relacionados com a incidéncia de

pragas.

As principais substancias quimicas relacionadas com a resisténcia de
plantas sao metabdlitos secundarios. Estas substancias podem exercer fungao
de protegdo as plantas e podem agir influenciando o comportamento ou

alterando a biologia dos mesmos (Dent, 1991; Resende et al., 2008). Entre os
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fatores que afetam o comportamento dos insetos tém-se os compostos
atraentes, os arrestantes, os estimulantes e/ou deterrentes. Determinados
compostos da planta podem também atuar nos processos fisiologicos dos
insetos como na muda, comunicagdo, reprodugcdo ou mesmo causar
intoxicagdes. A gama de respostas desencadeadas por estas substancias sobre
os insetos sao variadas e complexas (Eigenbrode et al., 1994; Liedl et al., 1995)
e podem ser responsaveis pela resisténcia de determinada planta. Em plantas
de tomate as folhas possuem compostos como glicoalcaléides e compostos
fendlicos que podem apresentar importante papel na suscetibilidade dos
tomateiros a insetos-praga (Elliger et al., 1980; Isman & Duffey, 1982; Kennedy,
2003). O principal glicoalcal6ide envolvido neste processo é a alfa-tomatina,
encontrada em diversas espécies de solanaceas incluindo L. esculentum (Juvik
& Stevens, 1982).

No processo de obtencdo de variedades resistentes as pragas é de
fundamental importédncia se conhecer os mecanismos relacionados com a
defesa. Sao trés estes mecanismos, antixenose, antibiose e tolerancia (Painter,
1951; Leite, et al., 1998; Ecole et al., 1999). A antixenose é o mecanismo pelo
qual o inseto evita determinado hospedeiro, sendo também conhecido como
nao-preferéncia (Painter, 1951). O termo antixenose tem sido preferido por sua
maior abrangéncia e pelo fato de centrar foco na planta, a semelhanca dos
demais mecanismos e ao contrario do termo n&o-preferéncia. Antixenose
significa que a planta é refrataria a “visitantes”, ou seja, os insetos que por
ventura tentem coloniza-la (seja para alimentagdo, oviposi¢do, ou abrigo)
tendem a preferir outra planta. Este tipo de resisténcia pode ocorrer devido a
caracteristicas quimicas ou morfolégicas dependendo dos fatores causadores

da mesma.

Neste tipo de resisténcia, quando duas plantas oferecem igualdade de
condicbes para a colonizagcao de um determinado inseto, aquela que for menos
preferida pelo fitofago é dita como resistente por antixenose. Esta menor
utilizagao pode ocorrer devido a uma menor alimentagéao, reprodugéo ou abrigo.
Na antixenose se reduz a colonizagéo inicial do inseto praga e sua adaptagao
frente a resisténcia da planta, porém este tipo de resisténcia é a mais dificil de
ser obtida (Panda & Khush, 1995).



Uma das causas da menor alimentagdo do inseto praga pode ocorrer
devido a produgao de substancias de elevado peso molecular e, portanto, nao
volateis. Estas substancias podem ser impalataveis aos fitofagos os quais
iniciam a alimentagéo, porém esta € cessada brevemente. A antixenose pode
ocorrer em diversos graus e alguns autores consideram que um elevado grau de
antixenose pode ser compreendido como antibiose. Isto ocorre, pois individuos
alimentando-se exageradamente menos podem apresentar alteragdes em sua
biologia, dando a falsa impressao de antibiose. Resisténcia por nao preferéncia
€ encontrada em alguns acessos de tomate, como nos estudos realizados por
(Oliveira et al., 2009) onde se estudou a resisténcia de 57 acessos objetivando
identificar fontes de resisténcia a traga do tomateiro Tuta absoluta (Meyrick).
Neste trabalho os autores avaliaram o tamanho e numero de injurias feitas por
larvas de T. absoluta e concluiram que entre os acessos estudados, alguns se
mostraram diferentes quanto ao nivel de antixenose. Entre os tratamentos, o
BGH - 674 e BGH — 1497 expressaram um grau de antixenose muito alto e ndo

houve minas nas folhas destes tratamentos.

Ja na antibiose os insetos se alimentam de plantas resistentes e sofrem
acao deletéria apds a alimentagdo. Nesta resisténcia o inseto se estabelece
normalmente na planta, porém ao se alimentar este sofre efeitos letais ou
subletais negativos em sua biologia, prejudicando seu crescimento,
desenvolvimento, reprodu¢cdo ou sobrevivéncia. Os principais sintomas de
antibiose observados mediante o ataque de um fit6fago sdo a morte de larvas,
crescimento anormal, dificuldade de empupar, dificuldade de emergir da pupa,
adultos mal formados e problemas de fecundidade e fertilidade. Estas
interferéncias no seu processo metabdlico normal e, consequentemente na
biologia sdo as caracteristicas basicas da antibiose. Existem inumeros
compostos do metabolismo secundario que podem ser importantes na

resisténcia de plantas por antibiose.

Os quatro grupos principais de compostos quimicos envolvidos na
resisténcia de plantas a artrépodes sao os compostos contendo nitrogénio
(alcaldides e aminoacidos proteicos), glicosideos cianogénicos, terpendides
(terpenos e cardenolides) e fenodis (que incluem taninos, ligninas e poliacetatos).
Alguns destes compostos sdo encontrados em uma ampla gama de espécies

vegetais como os alcaloides, compostos fendlicos, flavonoides e tanino. Outros
4



compostos como os glucosinolatos sdo encontrados em um grupo mais restrito
de plantas como as cruciferas. Alguns metabdlitos como os cianogénicos,
glicosideos e precursores do acido cianidrico sdo considerados como compostos

téxicos de defesa das plantas.

A resisténcia por antibiose é muito estudada, provavelmente pela
facilidade de se mensurar os resultados e selecionar variedades com este tipo
de resisténcia. Contrariamente a antixenose, na resisténcia por antibiose estao
relacionados poucos genes na planta, o que corresponde a poucos genes no
inseto. Esta caracteristica favorece a quebra da resisténcia pelo fato de que a
mutagédo de apenas um gene em um individuo pode promover a resisténcia de

uma populacéo.

Em plantas de tomate silvestres (Lycopersicon hirsutum f. glabratum, L.
hirsutumf£. hirsutum, L. typicum, e L. pennellii) s&o identificados varios compostos
do metabolismo secundarios do tomateiro como metilcetonas (2-tridecanona, 2-
undecanona, 2-dodecanone, 2-pentadecanona), hidrocarbonetos e
sesquiterpeno (zingibereno e curcumeno), e glicolipideos ésteres (agucares),
respectivamente que sao descritos como responsaveis por conferir a estas
plantas resisténcia a insetos e acaros praga. Folhas destes tomateiros selvagens
possuem tricomas glandulares do tipo IV e VI os quais produzem exsudatos
compostos por 2-undecanona e 2-tridecanona e que possuem agao inseticida e
acaricida podendo causar mortalidade de até 80% de insetos imaturos
(Antonious et al., 2001).

Outros fatores, que nao os quimicos toxicos estdo presentes em plantas
influenciando a herbivoria e agindo como antibiéticos. Dentre estes fatores pode-
se listar o baixo valor nutricional das plantas, a dureza dos tecidos que sao
responsaveis pela menor disponibilidade ou qualidade de material vegetal como
fonte de alimento. A composi¢ao da parede celular rica em fibras ligninas e silica
podem afetar o inseto a nivel nutricional e fisico. Este tipo de antibiose possui
menor importancia devido ao fato de que estas caracteristicas podem diminuir a
qualidade do fruto de tomate e, consequentemente, diminuir o valor comercial

dos frutos.



A resisténcia das plantas pelo mecanismo de tolerancia € a habilidade da
planta em retomar seu crescimento, reprodugdo ou ainda reparar a injuria
causada pelo inseto fitéfago apds sua acgado. Esta resisténcia pode ocorrer devido
a dois fatores, fatores intrinsecos e fatores extrinsecos. Os fatores intrinsecos
sdo aqueles que dependem basicamente de aspectos relacionado a fisiologia da
planta como perfilhamento e compensacdo. Ja os fatores extrinsecos de
tolerancia da planta atacada sao os fatores de defesa da planta que estéo

relacionados a condi¢gbes ambientais e nutricionais da planta.

Durante o processo de domesticagao de plantas ocorre a perda de genes
que conferem resisténcia. Por este motivo em sementes comercializadas a gama
de genes que conferiam alguma resisténcia € relativamente baixa tornando
necessaria a busca destes genes em locais onde a variabilidade genética
permaneca alta. Portanto, o objetivo deste trabalho € estudar a resisténcia dos
tomates silvestres Pl — 134427 e Pl — 127826 (Solanum habrochaites) e do
gendtipo mantido pelo Banco de Germoplasma de Hortalicas (BGH — 674) a T.
absoluta por meio de tabelas de vida biolégica além de estudar as caracteristicas

quimicas presentes e correlacionadas com esta resisténcia.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Condigoes experimentais

Este estudo foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Entomologia e nos Laboratérios de Manejo Integrado de Pragas, Laborat6rio de
Nutricio e Metabolismo de Plantas e Laboratério de Ferombnio e
Comportamento de Insetos, todos na Universidade Federal de Vigosa (UFV). O
material vegetal estudado foi obtido no Banco de Germoplasma de Hortaligas da
UFV. Os insetos utilizados no estudo foram obtidos de criagdes mantidas no
Laboratério de Manejo Integrado de Pragas segundo metodologia proposta por
Galdino et al (2012).

O material vegetal escolhido foram os acessos de Lycopersicon hirsutum
Pl —134417 e Pl — 127826 e acesso de Solanum lycopersicum BGH — 674 como
gendtipos resistentes (referéncia destas resisténcias). Como testemunha foi
utilizado a variedade Santa Clara, de Solanum lycopersicum. Para identificar a
possibilidade de transferéncia das caracteristicas estudadas entre as espécies
de tomate estudadas, foram realizados cruzamentos entre o acesso BGH — 674
com os acessos Pl — 134417 e Pl — 127826 segundo metodologia proposta por
(Borém, 2009).

Para a realizacdo deste estudo, as sementes das plantas a serem
estudadas foram semeadas em bandejas de poliestireno expandido com 128
células (BP 128/60) contendo substrato comercial. Em cada célula foram

adicionadas trés sementes de cada gendtipo permanecendo esta bandeja em
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casa de vegetagao sob condigdes ambientais. As bandejas foram irrigadas
diariamente até 35 dias apés a emergéncia quando as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos com capacidade de oito litros contendo terra
e esterco de boi curtido na proporgéo de 3:1. O solo utilizado foi proveniente do
horizonte B de um latossolo vermelho-amarelo distrofico. As plantas foram
conduzidas de acordo com Silva & Vale (2007) com uma haste e tutoradas com
fitlho de maneira vertical. Os experimentos foram montados durante a fase
vegetativa das plantas quando elas possuiam 10 folhas completamente

expandidas.

2.2 Criagao de T. absoluta e B. pallescens

Os insetos utilizados nos experimentos foram obtidos de uma unica
criagcdo mantida no Laboratorio de Manejo Integrado de Pragas da UFV. Esta
criacao foi iniciada com insetos coletados em cultivos comerciais de tomate em
Vigosa — MG e mantidas em laboratorio. Nestas criagdes foram utilizados os

procedimentos descritos por Galdino et al (2012).

A criacéo de T. absoluta foi conduzida em quatro gaiolas cubicas com
50cm de aresta de madeira e cobertas com organza para permitir o fluxo de ar
dentro da mesma sem a saida dos insetos. Para iniciar a populagédo, foram
coletadas folhas de tomate contendo lagartas de T. absoluta em lavouras
comerciais em Vicosa — MG. Estas folhas tiveram os peciolos envoltos por
algodao hidrofébico e inseridos em vidro de cor ambar contendo agua para a
manutengao de sua turgidez. Os vidros com as folhas permaneceram na gaiola
de lagartas até os insetos chegarem na fase de pupa. Ao completarem este
processo as pupas foram transferidas para a gaiola de emersao de adultos. Por
fim, os adultos emergidos nesta gaiola foram transferidos para a gaiola de
oviposigédo, onde permaneceram até finalizarem a fase adulta. Nesta gaiola as
folhas foram trocadas diariamente por folhas novas para a oviposicdo e
adicionou-se algodao umedecido em solugcado de mel a 10% em seu interior para
a alimentacado dos adultos. As folhas retiradas da gaiola de oviposi¢cao foram

transferidas para a gaiola de ovos e lagartas iniciais.

Durante o ciclo as larvas foram alimentadas diariamente com folhas de

tomate da cultivar Santa Clara conduzida em casa de vegetagdo e sem a
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aplicagao de pesticidas. Estas plantas foram conduzidas em vasos de 5 litros
contendo terra e esterco de boi curtido na propor¢cao de 3:1. Estas plantas
permaneceram em casa de vegetacdo devidamente teladas com organza para
evitar a entrada de insetos. Os tratos culturais necessarios (adubag¢ao, amarrio,
irrigacao, desbrota e eliminagdo de folhas com pragas e/ou doengas) foram

realizados semanalmente.

A criagcao de B. pallescens foi conduzida segundo Pereira (2013). Esta
iniciou pela coleta de adultos deste predador em cultivos comerciais de tomate
em Vigosa — MG. Estes adultos foram separados em grupos de 20 individuos e
mantidos em potes de polipropileno com 750 ml de volume cada. Dentro de cada
pote foi disponibilizado papel filtro picado para oviposicado dos adultos e um
pedaco de algodao umedecido com agua. Os potes foram recobertos com
organza para evitar a fuga dos insetos. Todos os potes foram mantidos em sala
de criagao climatizada a temperatura de 26 + 2 °C, umidade relativa de 75 + 5%
e fotofase de 14 horas. A cada dois dias os insetos foram alimentados com ovos
de Anagasta kuehniella e os individuos que alcangcaram a fase adulta foram

transferidos para novos potes para oviposicao.

2.3 Analise de sobrevivéncia

Para a realizacao deste estudo, larvas de primeiro instar foram colocadas
sob folhas de cada gendtipo para se alimentar durante todo o estadio larval.
Diariamente foram contados os numeros de insetos vivos e mortos em cada
planta. As avaliagées perduraram durante todo o ciclo de vida do inseto até o
ultimo dia de oviposi¢ao ou quando todos os insetos morreram. Insetos que nao
se movimentaram durante a fase larval ou pupal quando estimulados com um
pincel foram considerados mortos. Todos os tratamentos foram montados e
avaliados simultaneamente sob as mesmas condigbes seguindo um
delineamento experimental inteiramente casualizado sendo cada lagarta
considerada uma repeticao. A parcela experimental foi representada por uma
planta.

Os dados de sobrevivéncia/mortalidade foram analisados utilizando o
PROC LIFETEST do programa SAS (Sas.Institute, 2004) através do teste Log-

Rank. Esta comparagao foi realizada entre todos os tratamentos, por haver
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diferenca entre as curvas de sobrevivéncia nesta avaliagdo os dados foram
submetidos as mesmas analises porém com os tratamentos pareados
individualmente com a testemunha (Santa Clara). As curvas de sobrevivéncia
foram estimadas através do estimador de Kaplan-Meier gerados a partir da
proporgao de individuos sobreviventes desde o inicio até ao fim do experimento.
As curvas de sobrevivéncia e os tempos letais médios foram comparados usando
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey utilizando o PROC
GLM do programa SAS (Sas.Institute, 2004). Os resultados dos bioensaios de
tempo e mortalidade foram submetidos a analise de sobrevivéncia. Com esta
analise foi possivel estimar os tempos letais médios (TLso) bem como o quartil
superior, quartil inferior (TL75 e TL25 respectivamente), os intervalos de confianga
(intervalo fiducial IFgs5) e o tempo letal para 50% da populagdo. Estes dados foram

demonstrados num grafico Box plot.

2.4 Tabela de vida biolégica de T. absoluta

A conducgao dos experimentos para a coleta de dados e confec¢do das
tabelas de vida de T. absoluta ocorreu simultaneamente em casa de vegetagéo
e no laboratorio. Durante os experimentos as condi¢des permaneceram
constantes com temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 75 £ 5% e fotofase
de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
repeticdes, cada repeticao foi representada por uma planta de tomate cada

repeticdo pertencente ao Banco de Germoplasma de Hortalicas da UFV.

Para a avaliagcao da atividade dos gendtipos sob o desenvolvimento de T.
absoluta utilizou-se larvas de primeiro instar. Para evitar que as larvas se
alimentassem antes do experimento, ovos de T. absoluta provenientes de um
unico dia de oviposigao foram separados em placas de petri e mantidos sob
papel filtro até a eclosdo das lagartas. No dia da eclosdo foram transferidas
quatro lagartas por folha de tomate em quatro folhas de cada planta, totalizando
16 lagartas por planta e 96 lagartas por genétipo. Diariamente foi avaliado o
instar de cada lagarta e a mortalidade de cada lagarta em cada instar até o inicio
da fase de pré-pupa. As pré-pupas foram retiradas das plantas e individualizadas
em potes de acrilico de 10mL identificados contendo dentro papel filtro e levadas

ao laboratério para a avaliagao durante a fase de pupa e adulta.
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Quando finalizado o processo de pupagao, cada pupa foi sexada segundo
Coelho & Franca (1987) e pesada individualmente em Balanga Analitica
Shimadzu modelo AUW-220D. Foi avaliada diariamente a mortalidade das pupas
com o auxilio de um pincel. Apés completados dez dias sem a emersao dos
adultos, as pupas remanescentes foram consideradas mortas. Os adultos foram
liberados no dia da emersao das pupas em uma gaiola de criagdo devidamente
limpa. Dentro da gaiola foi disponibilizada uma folha de tomate para oviposi¢cao
e um chumaco de algoddo embebido com solu¢ao de mel diluido a 10% em agua
para alimentagao dos adultos. As folhas foram trocadas diariamente e os ovos
contabilizados e acompanhados até o fim da eclos&o das lagartas. Os dados
coletados foram utilizados para a elaboracdo das tabelas de vida e calculo dos

parametros destas tabelas.

As tabelas de esperanca de vida foram calculadas com parédmetros
relacionados a longevidade e mortalidade dos insetos em determinado
tratamento experimental. Inicialmente, para cada data (x) contabilizou-se o
namero de individuos vivos (Lx), numero de individuos mortos (dx), perfil de
sobrevivéncia (/x) e a probabilidade de sobrevivéncia (gx) em cada idade com as

féormulas:

L, = nimero de insetos encontrados vivos no tempo x

d, = namero de insetos encontrados mortos no tempo x

Sx
=%
X SO

_ b
9x =
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onde Sx € o numero de individuos sobreviventes no tempo x e So € o numero de

individuos iniciais.

Com os dados coletados nos experimentos montados na casa de
vegetacao e a mortalidade de pupas observadas no laboratério foram calculadas
as mortalidades ocorridas em cada idade. Estas mortalidades foram calculadas

pelas férmulas:
dy

100, = (—) x 100
Ly

X

100,, = —

onde 71004« (%) corresponde a mortalidade que aparentemente ocorreu em cada
idade. J& a mortalidade real ou acumulativa 700« (%) representa a mortalidade
real ou acumulativa que ocorreu em cada estadio do ciclo de vida ou a

mortalidade de cada fator dentro de cada estadio do ciclo de vida.

Para verificar a existéncia de diferencas nas mortalidades entre os
individuos utilizou-se uma analise de regressao. Para esta analise, os dados da

Mortalidade Real (700/x) foram logaritimizadas com a férmula:
k = —log 100,

ApOs estes calculos identificou-se qual gendtipo é responsavel pela maior
mortalidade em cada estagio do ciclo de vida de T. absoluta segundo
metodologia adaptada de Varley et al. (1973). As mortalidades em cada genétipo
de cada estadio de vida de T. absoluta foram comparadas pela inclinacdo das

curvas de regressao seguindo metodologia adaptada de Varley et al. (1973).
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Para um mesmo estadio, quando a curva de regressao referente a mortalidade
apresentou maior inclinagao da reta (a) a p<0,05, este gendtipo foi considerado

como responsavel pela maior mortalidade.

As pupas que ndo morreram durante o ciclo foram pesadas para mensurar
a atividade desta resisténcia no fitness de T. absoluta. Cada pupa foi pesada
individualmente em Balanga Analitica Shimadzu modelo AUW-220D. Por
atenderem os pressupostos da ANOVA, os pesos das pupas foram analisados

pelo teste Tykey (p<0,05).

A elaboracido das tabelas de fertilidade e de esperanca de vida de T.
absoluta foram elaboradas segundo Silveira Neto et al. (1976) utilizando dados

coletados em casa de vegetacéo e no laboratorio.

Para realizar a estimagao da variagdo de cada parametro estudados em
cada tratamento utilizou-se a metodologia Jackknife para tabelas de vida
proposta por Maia et al. (2000). Os dados das seis plantas foram agrupados em
seis conjuntos de cinco plantas, sendo cada grupo composto por uma
combinagao unica de cinco plantas. De posse destes dados foi determinada a
atividade de cada gendtipo em parametros relacionados a reprodugéo de T.
absoluta. Estes parametros compuseram a tabela de fertilidade de T. absoluta.
Para isso, inicialmente calculou-se a Taxa Liquida de Reproducéo (Ro). Esta taxa
permite estimar a capacidade de reposicdo de uma determinada populacéao, a
medida que leva em consideracdo a mortalidade de fémeas. Este parametro
relaciona o tamanho inicial da geragao de fémeas (idade zero) com o numero de

descendentes fémeas vivas e é calculada pela férmula:

Ry = ) [Lb,]

Onde bx é o numero de ovos produzidos por fémea em cada idade.

Com as avaliagbes da oviposi¢cao diaria e numero de adultos fémeas
emergidas a cada dia, foi calculado o perfil de fecundidade (mx) para cada

populacao através da formula:
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numero de ovos

m, = — ~
¥ ntmero de fémeas

Estes parametros foram utilizados para auxiliar na estimativa dos demais
calculos necessarios para a confeccado da tabela de fertilidade de T. absoluta.
Inicialmente foi calculado o tempo necessario para que uma geragao (G17) de

origem a uma segunda geragao (G2) através da formula:

_ 2(lymy x)

C = lmy

Ambos parametros relacionam caracteristicas de fertilidade como a
sobrevivéncia e oviposi¢ao (Ro) e tempo de desenvolvimento de uma geragao
(G) de maneira isolada. Um parametro importante e que relaciona caracteristicas
de fertilidade e tempo é a Razéo Infinitesimal de Aumento Populacional (rm). Este

parametro é calculado pela férmula:

In(R,)
Tm = "¢

Este calculo é utilizado na estimativa do tempo necessario para que uma

populagéo de pragas duplique seu tamanho (Tq) pela férmula:

T, = (In2)

m
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Estes parametros compuseram a Tabela de Fertilidade de T. absoluta.

2.5 Atividade dos genétipos sob o predador Blaptostethus pallescens

Para determinar a atividade da resisténcia presente nos genotipos Pl —
134417, Pl — 127826 (Solanum habrochaites) e BGH — 674 (Solanum
lycopersicum) sob B. pallescens foram realizados testes comportamentais. Para
isso, foram montados bioensaios comportamentais com e sem escolha (placa
inteira e meia placa respectivamente) seguindo metodologia adaptada de
(Guedes et al., 2008; Guedes et al., 2009). Os testes comportamentais foram
montados sob o delineamento experimental inteiramente casualizado com vinte

repeticoes.

Para se determinar a preferéncia de B. pallescens entre os genotipos
estudados, foram montados dois bioensaios em arenas com escolha.
Inicialmente foi realizado um teste com escolha para quantificar a preferéncia de
B. pallescens entre os gendtipos estudados bem como a diferenga no
comportamento do percevejo quando ha a possibilidade de escolha. Este estudo
foi realizado em arenas montadas em cano de PVC de 1,5” de didmetro interno
e 2cm de altura fixados em placa de isopor. As paredes internas foram revestidas
com Teflon PTFE (DuPont, Wilmington, DE, EUA), para impedir a fuga dos
insetos. O fundo da arena foi igualmente preenchido com um foliolo de cada um
dos tratamentos experimentais (Pl — 134417, Pl — 127826, BGH — 674 e a
variedade Santa Clara). Os foliolos foram cortados em formato de meia lua e
depositados no fundo da arena. Os tratamentos seguiram o esquema abaixo, de

modo a abranger todos os pares de gendtipo possiveis.
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Tabela 1: Esquema dos pares de tratamentos utilizados nos experimentos de livre escolha.

Experimento Genoétipo 1 Genoétipo 2
1 BGH - 674 X Santa Clara
2 Pl — 134417 X Pl — 127826
3 Santa Clara X Pl — 134417
4 Santa Clara X Pl - 127826
5 BGH - 674 X Pl — 134417
6 BGH - 674 X Pl — 127826

Apos a montagem da arena, um adulto do percevejo predador B.
pallescens foi liberado ao centro da placa e a arena foi fechada com Plastico
Filme de PVC. Apds este procedimento foram avaliados durante dez minutos o
tempo que o0 percevejo permaneceu parado, caminhando lentamente,
caminhando com velocidade normal, caminhando rapidamente, executando o
Grooming, voando e o tempo total em cada um dos gendtipos. Foram avaliados
também a frequéncia em que o percevejo iniciou cada comportamento. Por n&o
atender os pressupostos da ANOVA, os tempos de cada comportamento foram
comparados pelo teste de Friedman (p<0,05) e os dados de frequéncia foram

analisados pelo teste Chi quadrado (p<0,05).

Posteriormente ao teste comportamental foi realizado um teste com livre
escolha de alimentagao. Para este teste folhas de cada gendétipo foram cortadas,
seus peciolos envoltos em algodao hidrofobico e imersos em vidro de cor ambar
contendo agua. Estas folhas foram postas em gaiolas contendo adultos de T.
absoluta durante 24 horas para oviposi¢ao. Apos este periodo os filiolos foram
identificados e os ovos presentes nas faces adaxial e abaxial foram contados.
Separou-se os foliolos de cada gendtipo em conjuntos com um numero de ovos
semelhantes. Os foliolos de um mesmo conjunto diferiam entre si por até vinte
ovos. Estes foliolos foram utilizados para a montagem dos bioensaios de livre

escolha de alimentagao.

As arenas para o bioensaio de alimentagao foram montadas em placa de
petri de 15cm de didmetro e 1cm de altura. As paredes internas foram revestidas

com Teflon PTFE (DuPont, Wilmington, DE, EUA), para impedir a fuga dos
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insetos. Nesta placa foram disponibilizados dois foliolos de cada tratamento
experimental (Pl — 134417, Pl — 127826, BGH — 674 e a variedade Santa Clara).
Para manter os tricomas intactos ndo foram retirados os ovos presentes nos
foliolos e cada foliolo teve seu peciolo envolto em algodao hidrofilico umedecido
com agua. Cada arena foi montada com foliolos de um mesmo conjunto,
mantendo assim uma diferenga maxima de vinte ovos entre todos os foliolos de
uma mesma arena. Os pares de genoétipos que compuseram este experimento

foram os mesmos acima descritos.

Apo6s a montagem da arena, um adulto do percevejo predador B.
pallescens em jejum de 24 horas foi liberado ao centro da placa e a arena foi
fechada com Plastico Filme de PVC. Apos este procedimento as arenas foram
deixadas em condi¢des de criagao (temperatura de 26 £ 2 °C, umidade relativa
de 75 + 5% e fotofase de 14 horas) porém sem a adigdo de ovos de A. kuehniella.
Apods 24 horas os adultos dos percevejos foram retirados e foram contados os
ovos predados e ovos nao predados em cada face dos foliolos. Foram
considerados predados os ovos que apresentavam apenas o corion sob as

folhas.

Para avaliar o teste de livre escolha de alimentagdo comparou-se o
numero de ovos predados e néo predados entre os foliolos de cada gendtipo.
Por nado atenderem a normalidade, a avaliagao da predacgao de ovos foi realizada
pelo teste de Friedman. Inicialmente foi comparada a predagcdo de ovos
pertencentes a conjuntos de foliolos com diferentes numeros de ovos iniciais.
Por ndo haver diferenga da predagdo de ovos entre estes foliolos (p<0,05),
comparou-se o numero de ovos predados entre cada foliolos dos pares de

genotipos.

Ap6s a comparacdo do comportamento de B. pallescens entre os
genotipos realizou-se o teste sem escolha. Este estudo foi realizado em arenas
montadas em cano de PVC de 1,5” de didmetro interno e 2cm de altura fixados
em placa de isopor. As paredes internas foram revestidas com Teflon PTFE
(DuPont, Wilmington, DE, EUA), para impedir a fuga dos insetos. O fundo da
arena foi completamente preenchido com foliolo de um unico tratamento. Os
tratamentos que compuseram este bioensaio foram o Pl — 134417, Pl — 127826,
BGH - 674 e a variedade Santa Clara.
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Ap6s a montagem da arena, um adulto do percevejo predador B.
pallescens foi liberado ao centro da placa e a arena foi fechada com Plastico
Filme de PVC. Apds este procedimento foram avaliados durante dez minutos o
tempo que o percevejo permaneceu parado, caminhando lentamente,
caminhando com velocidade normal, caminhando rapidamente, executando o
Grooming, voando e o tempo total em cada um dos comportamentos. Foram
avaliados também a frequéncia em que o percevejo iniciou cada comportamento.
Por nao atender os pressupostos da ANOVA, os tempos de cada comportamento
foram comparados pelo teste de Friedman (p<0,05) e os dados de frequéncia

foram analisados pelo teste Chi quadrado (p<0,05).

As andlises estatisticas realizadas nos testes comportamentais foram
realizados o software estatistico (Sas.Institute, 2004). Para testar a normalidade
utilizou-se o procedimento PROC UNIVARIATE opcao DATA= NORMALTEST
verificada a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os testes de
Friedman foram realizados pelo procedimento PROC FREQ, opgdo CMH2
SCORES=RANK NOPRINT. O teste Chi quadrado foi realizado pelo
procedimento PROC FREQ opgéao CHISQ TESTP.

2.6 Caracterizagao quimica da resisténcia

Para identificacdo dos compostos quimicos presentes nos gendtipos de
tomate, foram avaliadas folhas de cada gendtipo durante o ataque de T.
absoluta. Todas as plantas foram conduzidas sob mesmas condi¢cdes, em casa
de vegetacao do Laboratério de Manejo Integrado de Pragas do Departamento
de Entomologia da UFV. Os procedimentos necessarios para a extragao,
concentracao e derivatizagdo dos metabdlitos foram realizados no Laboratério
de Nutricdo e Metabolismo de Plantas do Departamento de Fisiologia Vegetal da
UFV. As corridas em CGMS para a foi realizada no Laboratério de Semiogimicos
e Feromébnios de Insetos do Departamento de Entomologia da UFV. A
identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizados pelo software
ChromaTOF chromatography processing and mass spectral deconvolution
(LECO Instrumente) no Nucleo de Analise Biomoléculas (NuBioMol) do Centro

de Ciéncias Agrarias da UFV.
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As plantas utilizadas para a caracterizagao quimica da resisténcia foram
as mesmas utilizadas em todo o processo de confeccdo das tabelas de vida.
Para evitar a perda de parcelas da tabela de vida foram utilizadas folhas
diferentes na caracterizagdo quimica. A infestacdo com lagartas foi realizada
seguindo o mesmo procedimento da infestacdo da tabela de vida sendo
transferidas 4 lagartas de primeiro instar em 4 foliolos diferentes de uma mesma
folna para contemplar todas as coletas. Foram realizadas trés coletas nos
gendtipos Santa Clara, BGH — 674, Pl — 134417 e as plantas resultantes do
cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417 e BGH — 674 com PI — 127826.
Estas coletas ocorreram imediatamente antes da montagem das tabelas de vida
e com 3 e 7 dias apos a montagem das tabelas de vida. Para o gendétipo Pl —
127826 foram realizadas quatro coletas sendo uma imediatamente antes da
montagem das tabelas de vida e as outras com 6, 12 e 24 horas apds a

montagem das tabelas de vidas.

Com excecgao das coletas no gendtipo Pl — 127826 todas as coletas foram
realizadas as 10 horas. As coletas de folhas do gendtipo Pl — 127826 foram
realizadas nos tempos descritos acima independente da hora do dia. Em cada
data de coleta, um foliolo de cada folha infestada foi retirado com o auxilio de
um estilete e tiveram as nervuras principais e minas de T. absoluta retiradas para
evitar contaminagao. Apds este procedimentos o limbo foliar foi envolto por papel
aluminio previamente identificado e realizou-se o quenching metabdlico das
folhas utilizando nitrogénio liquido. Apds a coleta de todo material, as folhas

foram congeladas em freezer a -80°C para posterior processamento e avaliagéo.

Ap0s todas as coletas os foliolos foram macerados com auxilio de cadinho
e almofariz previamente resfriado com nitrogénio liquido. Foram pesados entre
30 e 80 mg de cada amostra macerada e armazenadas em ependorf imersos em
nitrogénio liquido. Em cada ependorf foi adicionado 1,5mL de uma mistura de
agua Milli-Q, Metanol (299.9%, para UV/HPLC) e cloroférmio (para UV/HPLC)
na proporgao de 1:2,5:1 e 60 uyL de ribitol. Apds a adicdo desta mistura as
amostras foram agitadas por meia hora em themomix e posteriormente
centrifugadas a 7000rpm por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo, 1mL do
sobrenadante foi transferido para um novo ependorf, foram adicionados 750uL
de agua Milli-Q e novamente centrifugados por 15 minutos a 12000rpm e 4°C.
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Uma aliquota de 50uL do sobrenadante deste tubo foi transferido a um novo

ependorf e a amostra foi seca em centrifugado a vacuo para a derivatizagao.

A derivatizagdo com uma reagao de metoxyaminagao adicionando 40uL
de Methoxyamino hydrochlorido em cada ependorf e misturados em thermomix
a 37°C por duas horas. Apos este periodo adicionou-se 70uL de MSTFA e 1,4uL
de FAME e os ependorfs foram agitados em thermomix a 37°C por meia hora.
Os compostos foram derivatizados e injetados em cromatografo da Shimatzu
modelo GCMS-QP2010 Ultra seguindo o protocolo adaptado de Lisec et al.
(2006) descrito abaixo:

Parédmetros do injetor: Foi injetado 1uL de cada amostra a 230°C em modo

splitless com fluxo de gas hélio a 2 mL min-'. Taxa de fluxo mantida constante.

Parémetro do cromatografo: Coluna capilar de 30m modelo MDN-35. O
programa de temperatura em isotérmica durante 2min a 80°C, seguido de uma
rampa de 15°C x min"' até 330°C, e mantendo a essa temperatura durante a

corrida.

Parametros do espectrometro de massa: A fonte de ions foi definida a 250°C e
a faixa de massa rastreavel foi definida entre 70m/z e 600m/z a 20 varreduras

por segundo.

ApOs as corridas os cromatogramas foram exportados na extensdo CDF
para serem analisados pelo programa ChromaTOF. Neste programa foi
realizada a identificacdo dos metabdlitos com base na comparacao do indice de
retencdo, massa e cromatograma das amostras com bibliotecas internas (Fiehn-
library1, Fiehn-library2, EINST_MSRI_136 e MSSEARCH).

Os dados fornecidos pelo ChromaTOF foram corrigidos para a massa
especifica de cada metabdlito. Apds a correcao realizou-se a exportagao destes
dados para o formato XLS. Foram exportados do CromaTOF os dados de tempo
de retencao de cada pico (s), similaridade do pico com o composto da biblioteca,

area relativa e altura relativa de cada pico. Foram utilizados apenas os dados
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com similaridade acima de 600, em uma escala de 0 — 1000. Para a analise

foram utilizados os dados corrigidos de area de cada pico.

Em cada cromatograma foi feita a correc&o dos valores da area e da altura
de cada pico referente a cada composto. O valor relativo da area (VR,) foi obtida

pela férmula:

onde:
Apc € a area do pico do composto de interesse

An € a area de todos os compostos

O valor relativo da area de cada composto foi utilizado na analise
estatistica. Para evitar perdas de parcelas, as analises estatisticas foram feitas
apenas com os compostos identificados em todas as repeticbes de todos os
tratamentos. Estes compostos foram inicialmente submetidos a uma analise de
correlacdo com o numero de insetos mortos em cada planta, mortalidade real
(100rx), peso de pupa macho e fémea, fertilidade especifica (mx), razdo
infinitesimal de aumento (rm). Os compostos que correlacionaram
significativamente com pelo menos um destes parametros foram utilizados na
analise PCA.

Os compostos selecionados e os parametros selecionados acima foram
submetidos a analise PCA utilizando o software XLSTAT. Para determinar a
associacao entre os compostos e os parametros da tabela de vida de T. absoluta
foi utilizado PCA com correlagdo de Spearman (p<0,05). Foi realizado o Biplot
dos vetores das correlagdes e os dados das coordenadas dos trés primeiros

eixos foram plotados.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise de sobrevivéncia

Foram observadas diferengas significativas na sobrevivéncia de T.
absoluta entre todos os tratamentos com a testemunha (Teste Log-Rank, y?=
309,61; gl=5; p<0,0001). Nas comparagdes pareadas de cada tratamento com a
testemunha foi verificado que apenas o gendtipo BGH — 674 n&o causou
mortalidade de T. absoluta (Teste Log-Rank; %?=1,30; p=0,25) superior a
mortalidade em Santa Clara. A mortalidade de T. absoluta foi 32,00% nas plantas
de Santa Clara, 45,71% em BGH-674, 96,15% no PIl-134417 e 100,00% no PI-
127826. Nos cruzamentos das plantas as mortalidades de T. absoluta foram
semelhantes a causada por PI-134417 sendo que em BGH-674 x PI134417 a
mortalidade foi de 95,71% e em BGH-674 x PI1-127826 foi de 95,1% (Figura 1).
A diferenga nas sobrevivéncias de e no tempo para as mortalidades interferem
diretamente no tempo letal médio (TLso). Este pardmetro variou entre todos os

genotipos estudados e é representado pela mediana do box plot (figura 2).
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Figura 1 — Curvas de sobrevivéncia de Tuta absoluta desenvolvidas em plantas
de Solanum lycopersicum (var. Santa Clara e genoétipo BGH — 674), Solanum
habrochaites (gendtipo Pl — 134417 e Pl — 127826) e plantas resultantes do
cruzamento entreBGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826.
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N&o foi possivel estimar a TLso para T. absoluta em Santa Clara e BGH-
674 devido as mortalidades nestes gendtipos terem sido inferior a 50%. Para
ambas populacdes calculou-se apenas a TL2s e os intervalos fiduciais que foram
14 (IFos = 12 — 16 dias) e 13 (IFo5 11 — 15 dias) respectivamente (Figura 2). O
genotipo Pl — 127826 ocasionou mortalidade superior a 25% antes da primeira
avaliacdo, por este motivo ndo foi possivel calcular o TL2s. Para este gendétipo o
TLso foi de um dia (IFes = 1 — 2) e o TL7s foi dois dias (IFes = 2 — 3) (Figura 2).
Para os outros gendétipos foi possivel estimar os trés tempos letais bem como os
intervalos fiduciais. Os tempos letais e os intervalos fiduciais para 25, 50 e 75%
dos individuos desenvolvidos no gendtipo Pl — 134417 foram de 3 (IFgs = 3 — 4),
5 (IFes =5—-6) e 7 (IFos = 6 — 8) dias respectivamente (Figura 2). Para o gendétipo
BGH — 674 X Pl — 134417 os tempos letais e os intervalos fiduciais para 25, 50
e 75% dos individuos foram de 4 (IFgs =3 —-5), 7 (IFes =6 —10) e 11 (IFe5=10 —
13) dias respectivamente (Figura 2). Para o genoétipo BGH — 674 X Pl — 127826
os tempos letais e os intervalos fiduciais para 25, 50 e 75% dos individuos foram
de 3 (IFes=2-3),5 (IFss =4 —5) e 7 (IF95 = 6 — 7) dias respectivamente (Figura
2).

Estes calculos sdo estimativas do tempo letal para uma determinada
porcao da populagado. Para se estimar o tempo letal para metade da populagao
que efetivamente morreu calculou-se o tempo médio letal. Este calculo permite
determinar qual gendétipo tem uma acdo mais rapida na mortalidade dos
individuos. Dentre todos os gendtipos apenas o tempo médio de mortalidade dos
individuos no gendétipo BGH — 674 (11,12 + 1,17 dias) se assemelhou ao de
Santa Clara (10,31 + 1,08 dias) pelo teste Chi-quadrado (p<0,05).
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Figura 2 — Tempo letal médio de lagartas e pupas deT. absoluta desenvolvidas
em plantas de Solanum lycopersicum (var. Santa Clara e genétipo BGH — 674),
Solanum habrochaites (gendtipo Pl — 134417 e Pl — 127826) e plantas
resultantes do cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826
(Solanum habrochaites). Os box plot indicam o TLso(mediana) e a disperséo
(quartis inferior e superior).

25



3.2 Tabela de vida

Tabela de esperancga de vida: Foram observadas diferengas nos estudos
da tabela de fertilidade e esperanca de vida de T. absoluta. A tabela de
esperanga de vida mensura parametros relacionados ao tempo de vida,
mortalidade e sobrevivéncia de um determinado organismo. Neste trabalho
foram estudados os parametros Sobrevivéncia, Mortalidade Real, Mortalidade
Aparente e Peso de Pupas. Para estes calculos foram utilizados dados de
fertilidade dos ovos, peso de pupas e sobrevivéncia de T. absoluta desenvolvidas
em cada gendétipo estudado. Em todos estes parametros foram encontradas
diferengcas os tratamentos estudados. Em nenhum gendtipo estudado foi

observada mortalidade de adultos até o final do periodo de oviposigéo.

Entre todos os gendtipos estudados as menores mortalidades ocorreram
em plantas de Santa Clara (21,98%) e BGH — 674 (39,20%). Na variedade Santa
Clara as mortalidades foram de 4,86% e 17,12% durante as fases de ovos e
larvas respectivamente. Nao foram observadas mortalidades durante a fase
pupal neste gendtipo. Em plantas de BGH — 674 as mortalidades foram de
7,94%, 21,00% e 10,26% nas fases de ovos, larvas e pupas, respectivamente.
Portanto, um total de 78,02 e 60,80 insetos adultos emergiram cada 100 ovos
que iniciaram o ciclo de vida em plantas de Santa Clara e BGH - 674

respectivamente (Figura 3).

Nos dois gendtipos de Solanum habrochaites estudados (genétipo Pl —
134417 e Pl — 127826) foram observadas elevadas mortalidades. No gendtipo
Pl — 134417 foi observada mortalidade total de 94,68% durante todo o ciclo de
vida de T. absoluta. Neste gendtipo a maior mortalidade ocorreu durante a fase
larval (100qx = 75,82%) seguido da mortalidade durante a fase de ovos e pupas
(57,03% e 49,22% respectivamente). Para o gendtipo Pl — 127826 n&o foi
possivel mensurar a mortalidade durante a fase de ovos, pupas e adultos pois
toda a populagcao morreu durante a fase larval. Portanto, para uma populacao
que inicial de 100 ovos, 5,32 adultos emergiram na fase adulta para Pl — 134417
e nenhum individuo chegou a fase adulta no Pl — 127826. As elevadas
mortalidades destes dois gendtipos nao indicam que eles poderiam compor um

programa de melhoramento desta cultura. Para isso estas caracteristicas devem
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ser genéticas e herdaveis apdés o cruzamento com outras plantas de tomate
(Figura 3).

O cruzamento entre os gendtipos Pl — 134417 e Pl — 127826 com o
gendtipo BGH — 674 resultou em plantas que mantiveram a resisténcia a T.
absoluta. No cruzamento com Pl — 134417 o resultado foram plantas com
resisténcia que ocasionaram mortalidade de 89,48% durante todo o ciclo. Esta
mortalidade foi maior durante a fase de ovos (41,83%) seguida pela mortalidade
na fase de larvas (40,34%) e pupas (7,31%). N&o foram observadas
mortalidades durante a fase adulta. J& no cruzamento com Pl — 127826 o
resultado foi uma populagao de plantas resistentes que ocasionaram mortalidade
de 97,00% durante todo o ciclo. Esta mortalidade foi maior durante a fase de
ovos (63,47%) seguida pela mortalidade na fase de larvas (32,96%) e pupas

(0,57%). Nao foram observadas mortalidades durante a fase adulta (Figura 3).

Todas as curvas de mortalidade de larvas de T. absoluta pelo tempo
apresentaram ajuste positivo (a > 0,00) e significativo (p < 0,05). O coeficiente
angular (a) da curva de mortalidade durante a fase larval foi maior para insetos
que se desenvolveram no gendtipo Pl — 127826 (a = 0,1129) conforme indicado
pelo intervalo de confianga a 95% de significancia (Tabela 2). Ja o gendtipo Pl —
134417 e os cruzamentos entre Pl — 134417 e Pl — 127826 com BGH - 674,
apresentaram um coeficiente angular inferiores ao do genétipo Pl — 127826. Para
estes tratamentos os coeficientes angulares foram 0,0287, 0,0259 e 0,0213
respectivamente. Apesar de inferior ao coeficiente angular de Pl — 127826, o
coeficiente angular destes gendtipos foram superiores aos coeficientes
angulares dos tratamentos Santa Clara e BGH — 674. Para estes genotipos de
S. lycopersicum os coeficientes angulares foram 0,0049 e 0,0048
respectivamente. Portanto, os gendtipos de S. habrochaites bem como os
cruzamento entre S. habrochaites com BGH — 674 resultaram em maior

mortalidade de lagartas de T. absoluta.
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Figura 3 — Mortalidade aparente (100x) de Larvas, pupas, adultos e ovos de T.
absoluta desenvolvidas em plantas de Solanum lycopersicum (var. Santa Clara
e gendtipo BGH — 674), Solanum habrochaites (gendtipos Pl — 134417 e PI -
127826) e plantas resultantes do cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417
e Pl - 127826 (Solanum habrochaites).
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Tabela 2: Curva das mortalidades de larvas de Tuta absoluta em funcdo do
tempo de desenvolvimento em plantas de Solanum lycopersicum (var. Santa
Clara e gendtipo BGH — 674), Solanum habrochaites (genétipo Pl — 134417 e PI
— 127826) e plantas resultantes do cruzamento entre BGH — 674 com Pl —
134417 e Pl — 127826.

Genodtipo a ICo5 F R? P
Larvas
Santa Clara 0,0049 0,0040-0,0057 158,56 91,84 <0,0001
BGH-674 0,0048 0,0037-0,0059 87,29 86,04 <0,0001
PI-134417 0,0287 0,0245-0,0329 220,21 90,00 <0,0001
PI-127826 0,1129 0,0952-0,1357 189,64 93,09 <0,0001
BGH-674 X PI-134417 0,0259 0,0219-0,0299 195,13 93,27 <0,0001
BGH-674 X PI-127826 0,0213 0,0184-0,0243 240,44 94,48 <0,0001

No cabecalho: a € inclinagao da curva de regressao; /Cgs € o intervalo de confianga do coeficiente angular
da curva a 95% de probabilidade; F é o valor calculado no Teste F; R? é o coeficiente de determinagéo da
curva de regressao e p € a significancia da curva.
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Além da sobrevivéncia, o fitness € também um pardmetro que quantifica
a resisténcia de plantas a insetos. Dentre os estudos de fitness em populacdes
de insetos, o0 peso de pupas € bastante utilizado. Esta medida quantifica o quanto
um inseto conseguiu acumular a mais de massa corporal durante seu
desenvolvimento em comparagdo com outro inseto sob mesmas condigdes.
Portanto o peso de pupas foi mensurado para as pupas que se formaram em
cada tratamento estudado. O peso das pupas que se desenvolveram em plantas
de PI-134417 e BGH-674 X PI-134417 (3,04 + 0,28 e 2,67 * 0,24 ug) foram
inferior ao peso das pupas fémeas que se desenvolveram em plantas de Santa
Clara (4,25 £ 0,15 pg) pelo teste de Tukey (p<0,05). Para todas os demais
tratamentos o peso das pupas foram semelhantes ao peso das pupas em Santa
Clara. As pupas do tratamento BGH-674, e BGH-674 X PI1-127826 atingiram
pesos de 4,13ug (x 0,41ug) e 3,41ug (£ 0,17ug) (Figura 4).
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Figura 4 —Peso médio de pupas de T. absoluta desenvolvidas em plantas de
Solanum lycopersicum (var. Santa Clara e gendtipo BGH — 674), Solanum
habrochaites (genotipo Pl — 134417) e plantas resultantes do cruzamento entre
BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (Solanum habrochaites). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela de fertilidade de T. absoluta: A mortalidade e o fitness de insetos
sao medidas importantes na quantificacdo de plantas resistentes. Estes
parametros fazem inferéncias diretas da resisténcia no proprio individuo
estudado. Porém o principal efeito de toxinas (sintéticas ou ndo) em insetos se
deve a redugdo da capacidade de reproducdo. Este efeito tem grande
importancia pois tem acdo ndo apenas no individuo, mas sim em populagao.
Para se estudar a atividade destas toxinas em populacdes de insetos a principal
ferramenta é a tabela de fertilidade que possui varios parametros que mensuram
a capacidade de reproducao, a fertiidade, tempo de desenvolvimento e

crescimento populacional.

Entre as populagdes estudadas, a que obteve maior valor da Taxa Liquida
de Reproducédo foi a populacdo de BGH-674 (72,24 + 1,36). Este valor foi
superior ao valor da populacdo de Santa Clara onde o valor de fémeas
produzidas por cada fémea foi de 52,38 (£ 0,87). Este valor superior significa que
a populacdo de BGH-674 tem o crescimento populacional maior do que a
populacdo da testemunha Santa Clara. Todas as outras populagcbes as Taxas
Liquidas de Reproducao foram inferiores a populagdo de Santa Clara. Entre
todas as populagdes, as menores Taxas Liquidas de Reproducéo foram as de
Pl1-134417 e BGH-674 x PI-127826. Para estas populagdes os valores de Ro
foram de 1,66 (x 0,13) e 2,07 (x 0,07) respectivamente. A Taxa Liquida de
Reproducao da populagdo de BGH-674 x PI-134417 foi baixa, ficando com um
valor de 12,78 (+ 0,37) (Figura 5). A Taxa Liquida de Reproducéo € diretamente
relacionada com a sobrevivéncia e reproducdo dos individuos da populacao
estudada. Para se mensurar a reprodugao pode ser utilizada a fecundidade

especifica.
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Figura 5 — Taxa liquida de reproducdo (Ro) de T. absoluta desenvolvidas em
plantas de S. lycopersicum (var. Santa Clara e gendétipo BGH — 674), S.
habrochaites (genotipo Pl — 134417) e plantas resultantes do cruzamento entre
BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A fecundidade especifica consiste na média de descendentes fémeas
produzido por uma fémea durante um pré-determinado periodo. Para este
estudo utilizou-se o periodo de avaliagdo que consistiu entre a emersdo do
primeiro casal até o ultimo dia de oviposi¢gao. Entre os tratamentos que
compuseram este trabalho a populacdo com maior fertilidade especifica foi a de
BGH-674. Esta populagdo obteve uma fertilidade especifica de 5,9 (x 0,22)
fémeas geradas por cada fémea adulta fértil a cada dia (Figura 6). As fémeas
desta populagao ovipositaram durante 9 dias (Figura 7 B) gerando, cada fémea,

uma prole de 119,41 individuos, em média.

As populagdes de Santa Clara e P1-134417 foram as com menor numero
de descendentes fémeas geradas por cada fémea adulta. Ambas obtiveram
fertilidade especifica de 2,90 (x 0,07) e 3,01 (x 0,69) respectivamente (Figura 6).
As fémeas da populagao de Santa Clara ovipositaram durante 12 dias, gerando
uma prole total de 69,57 individuos cada fémea (Figura 7 A). As fémeas da
populacdo de PI-134417 ovipositaram por um periodo de apenas seis dias,
gerando uma prole de apenas 36,13 individuos cada fémea (Figura 7 E). As
fertilidades especificas das populagcdes de BGH-674 x PI-134417 e BGH-674
com PI-127826 foram maiores do que a testemunha Santa Clara. Nestas
populagdes as fémeas geraram, cada uma, proles de 4,89 (+ 0,48) e 3,51 (¢
0,23) respectivamente (Figura 6). O periodo de oviposicdo da populacao BGH-
674 x Pl-134417 foi de 10 dias e cada fémea gerou uma prole de 127,04
individuos (Figura 7 D). A populacao de BGH-674 x P1-127826 ovipositou durante

12 dias, gerando cada fémea uma prole de 70,13 individuos (Figura 7 C).

34



(o)}
Y]
=

‘m
©
< abT
f: I
£ 4
2 bcT
2 G
© c
b0} —F
- |
©w
g B
0 :

08 oSt yaastl et Ax?\«ﬂﬁze’

aareT T

S
Figura 6 — Fertilidade especifica (mx médio) de T. absoluta desenvolvidas em
plantas de S. lycopersicum (var. Santa Clara e gendtipo BGH - 674), S.
habrochaites (genotipo Pl — 134417) e plantas resultantes do cruzamento entre
BGH - 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 7 — Perfil de fecundidade (mx) de T. absoluta desenvolvidas em plantas
de S. lycopersicum (var. Santa Clara e genétipo BGH — 674), S. habrochaites
(gendtipo Pl — 134417) e plantas resultantes do cruzamento entre BGH — 674
com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Outro parametro utilizado para mensurar a resisténcia de plantas a insetos
consiste no tempo de geragao. Por definicdo este parametro consiste no tempo
necessario para que uma populagado gere outra populacdo de mesma idade.
Dentre todas as populagdes estudadas ndo houve diferenga entre os tempos de
geragdo. Para os insetos que se desenvolveram em plantas de Solanum
lycopersicum os tempos de geracao foram de 34,58 (+ 0,12 dias) e 34,88 (£ 0,10
dias) para as populag¢des de Santa Clara e BGH-674 respectivamente (Figura 8).
O tempo de geragao para os insetos desenvolvidos em plantas de Solanum
habrochaites (populacao de PI-134417) foi de 36,37 (+ 4,25 dias) (Figura 8). Para
as populacdes resultantes entre o cruzamento de BGH-674 com PI1-134417 e PI-
127826 os tempos de geragdes foram de 36,43 (£ 0,38 dias) e 35,03 (£ 1,45
dias) respectivamente (Figura 8). Nao houve diferenga significativa entre os

tempos de geragao pelo teste Tukey (p<0,05).

Outra estimativa importante em estudos de tabela de vida € o Tempo de
Duplicagéo. Este parametro consiste no intervalo de tempo necessario para que
uma populagdo inicial duplique de tamanho. Para estes parametros, as
populagdes de BGH-674 e BGH-674 x PI1-134417 nao diferiram da populacao de
Santa Clara pelo teste Tukey (p<0,005). O Tempo de Duplicagdo para estas
populag¢des foram de 5,65 (x 0,03 dias), 9,91 (£ 0,11 dias) e 6,06 (x 0,03 dias)
respectivamente (Figura 9). Os Tempos de Duplicacdo das populacdes de PI-
134417 e BGH-674 x PI-127826 foram superiores ao de Santa Clara sendo que
a populacao de PI-134417 foi a mais elevada. Para esta populagdo o tempo
necessario para que uma populagédo duplique de tamanho é de 52,07 (+ 8,31)
dias (Figura 9). Para a populacdo de BGH-674 x PI-134417 o tempo de
duplicacao foi de 33,70 (x 1,58 dias).
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Figura 8 — Tempo de geracgao (dias) de T. absoluta desenvolvidas em plantas de
S. lycopersicum (var. Santa Clara e gendtipo BGH — 674), S. habrochaites
(gendtipo Pl — 134417) e plantas resultantes do cruzamento entre BGH — 674
com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites).
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Figura 9 — Tempo médio de duplicagao (dias) de T. absoluta desenvolvidas em
plantas de S. lycopersicum (var. Santa Clara e genétipo BGH — 674), S.
habrochaites (genotipo Pl — 134417) e plantas resultantes do cruzamento entre
BGH - 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Todos os pardmetros estudados sdo importantes pois mostram como os
gendtipos atuam pontualmente em cada parametro de uma populacdo. Para
determinar se um genotipo pode ser considerado resistente a atividade deste
deve ser mensurada em conjunto com caracteristicas de sobrevivéncia e
fertiidade. Para isso foi calculada a Razdo Infinitesimal de Aumento
Populacional (rm). Esta taxa determina se uma populacdo vai aumentar
exponencialmente (rm>0), permanecer constante (rm=0) ou diminuir até a
extingdo (rm<0). O rm da populagéo de Santa Clara foi de 0,1145 (+ 0,0005). Entre
os tratamentos estudados apenas o rm da populagdo de BGH-674 (0,1227 +
0,0006) foi superior ao da populacao de Santa Clara (Figura 10). As populagdes
com a menor rm foram a PI-134417 e BGH-674 x PI-127826. Para estas
populagdes o valor de rm foi de 0,0144 (+ 0,0023) e 0,0209 (= 0,0013)
respectivamente (Figura 10). A populacdo de BGH-674 x PI-134417 obteve um
valor de rm de 0,0701 (£ 0,0008) (Figura 10).
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Figura 10 — Raz&o infinitesimal de aumento populacional (rm) de T. absoluta
desenvolvidas em plantas de S. lycopersicum (var. Santa Clara e gendtipo BGH
— 674), S. habrochaites (gendtipo Pl — 134417) e plantas resultantes do
cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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3.3 Atividade dos genétipos sob o predador B. pallescens

Além dos estudos da agédo de plantas resistentes ao organismo alvo,
entender como esta resisténcia interfere em organismos n&o alvo é de crucial
importancia. Para o presente estudo utilizou-se como organismo nao alvo
modelo o percevejo Blaptostethus pallescens, predador reconhecidamente
importante de T. absoluta (Pereira, 2013). Para identificar possiveis agbes da
resisténcia presente nas plantas estudadas em B. pallescens realizou-se trés
experimentos. Os dois primeiros experimentos tiveram como objetivo determinar
o efeito dos gendtipos estudados no comportamento de B. pallescens em um
teste com livre escolha e um teste sem livre escolha para o percevejo. Para estes
experimentos foi avaliado o tempo de execugao e a frequéncia que o percevejo
iniciou cada comportamento. Para comparagao do tempo de execugado dos
comportamentos foi realizado o teste de Friedeman (p<0,05) para cada
comportamento em cada par de tratamento estudado. Para a comparagao da
frequéncia de inicio de cada comportamento foi realizado o teste Chi-quadrado

(p<0,05) para cada comportamento em cada par de tratamento estudado.

Inicialmente foi realizado o teste pareado com livre escolha para o
percevejo. Quando pareados os genoétipos Santa Clara com BGH-674 n&o houve
diferenga entre os comportamentos estudados bem como nao houve diferencga
entre as frequéncia de execucgao destes comportamentos (Figura 11). Quando
comparados os dois genoétipos de S. habrochaites (P1-134417 e P1-127826), néo
foram encontradas diferengas significativas entre os comportamentos do
percevejo bem como entre as frequéncias que o percevejo iniciou cada

comportamento (p<0,05) (Figura 11).

ApOs a comparacdo entre os genotipos de mesma espécie, foram
comparados de maneira pareada um gendtipo de cada espécie. Inicialmente foi
realizada a comparacao entre os tratamentos Santa Clara com P1-127826. Nesta
comparacao foram identificadas diferencas significativas pelo teste de Friedman
apenas entre o tempo que o percevejo permaneceu parado. Para estes
comportamentos os tempos em Santa Clara e PI-1127826 foram de 0,76 e 0,19
minutos (p=0,05) respectivamente. A frequéncia dos comportamentos

caminhamento lento e o comportamento total foram diferentes pelo teste Chi-

42



quadrado (p<0,05). Ja a frequéncia de execucao destes comportamentos nao

diferiram entre si (Figura 12).

Quando comparado o tratamento Santa Clara com PI-134417 foi
identificada diferenga significativa pelo teste de Friedman em todos os
comportamentos avaliados. Para estas comparagdes os tempos em Santa Clara
e PI1-134417 foram de 0,58 e 0,10 minutos (p<0,05) para o comportamento
parado, 5,36 e 3,92 minutos (p<0,05) para caminhamento, 0,29 e 0,01 minutos
(p<0,05) para o grooming e 6,24 e 4,03 minutos (p<0,05) para o comportamento
total. Pela analise de frequéncia foi possivel identificar diferengas apenas entre
o comportamento de caminhar pelo teste Chi-quadrado (p<0,05). A frequéncia
que o percevejo iniciou o comportamento de caminhar em Santa Clara
(Fri=55,2%) foi superior quando comparado com a frequéncia do mesmo
comportamento em PI-134417 (Fri=32,65%). Para todos o0s outros

comportamentos a analise de frequéncia n&o identificou diferenga (Figura 12).

Quando comparado o tratamento BGH-674 com PI-127826 foi possivel
identificar diferenca significativa pelo teste de Friedman em todos os
comportamentos. Para estes comportamentos os tempos em BGH-674 e PI-
127826 foram de 0,79 e 0,13 minutos (p=0,05), 5,40 e 3,28 minutos (p<0,05),
0,58 e 0,03 minutos (p<0,05) e 6,78 e 3,45 minutos (p=0,05) respectivamente. A
frequéncia de ficar parado do percevejo no BGH-674 (Fr=6,45%) foi superior
quando comparado com a frequéncia do mesmo comportamento em PI1-127826
(Fri=0,36%). A frequéncia de caminhamento do percevejo no BGH-674
(Fri=52,45%) foi superior quando comparado com a frequéncia do mesmo
comportamento em PI-127826 (Fri=31,05%). A frequéncia que o percevejo
executou o Grooming no BGH-674 (Fi=10,39%) foi superior quando comparado
com a frequéncia do mesmo comportamento em PI-127826 (Fri=0,89%). A
frequéncia total dos comportamentos do percevejo no BGH-674 (Fi=66,13%) foi
superior quando comparado com a frequéncia do mesmo comportamento em PI-
127826 (Fri=33,87%) (Figura 13).

Quando comparado o tratamento BGH-674 com PI-134417 n&o foram
identificadas diferencas entre nenhum comportamento pelo teste de Friedman
bem como nao foram identificadas diferencas entre as frequéncias de execucao

destes comportamentos (Figura 13).
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Figura 11 — Histograma com o tempo (média * erro padrao) e frequéncia
(simbolos - circulos e triangulos) de B. pallescens parado, caminhando,
executando grooming e tempo total em teste de livre escolha entre dois
gendtipos de tomateiro. Médias seguidas por um asterisco nos histogramas
indica diferenga significativa do comportamento de B. pallescens entre os dois
gendtipos pelo teste de Friedman, (p <0,05). Simbolos cheios indicam diferengas
significativas entre as frequéncias do comportamento entre os dois gendtipos
pelo teste Chi-quadrado (p<0,05).
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Figura 12 — Histograma com o tempo (média * erro padrao) e frequéncia
(simbolos - circulos e triangulos) de B. pallescens parado, caminhando,
executando grooming e tempo total em teste de livre escolha entre dois
gendtipos de tomateiro. Médias seguidas por um asterisco nos histogramas
indica diferenga significativa do comportamento de B. pallescens entre os dois
gendtipos pelo teste de Friedman, (p <0,05). Simbolos cheios indicam diferengas
significativas entre as frequéncias do comportamento entre os dois gendtipos
pelo teste Chi-quadrado (p<0,05).
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Figura 13 — Histograma com o tempo (média * erro padrdo) e frequéncia
(simbolos - circulos e triangulos) de B. pallescens parado, caminhando,
executando grooming e tempo total em teste de livre escolha entre dois
gendtipos de tomateiro. Médias seguidas por um asterisco nos histogramas
indica diferenga significativa do comportamento de B. pallescens entre os dois
gendtipos pelo teste de Friedman, (p <0,05). Simbolos cheios indicam diferengas
significativas entre as frequéncias do comportamento entre os dois gendtipos
pelo teste Chi-quadrado (p<0,05).
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A avaliagdo comportamental com escolha entre dois gendtipos foi
complementada com um teste com livre escolha de alimentacdo. Este teste foi
realizado com os mesmos pares de tratamentos do bioensaio acima descrito.
Para este bioensaio foram avaliados o numero de ovos predados durante 24
horas em cada foliolo. Entre todos os pares de tratamentos estudados apenas
para o par Santa Clara com PI-134417 e Santa Clara com PI-127826 foram
identificadas diferengas estatisticas entre 0 numero de ovos predados entre os
tratamentos. Para estes pares de tratamentos, o numero meédio de ovos
predados nos foliolos de Santa Clara foi de 3,43 (x 0,61) e o numero de ovos
predados nos foliolos de P1-134417 foi de 0,91 (x 0,15) (Figura 14). Para o pare
de tratamentos Santa Clara e Pl — 127826 o numero de ovos predados foi de 2,9
(£ 0,90) e 1,30 (x 0,32) respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 — Ovos de T. absoluta predados por B. pallescens (média + erro
padrdao) em um teste com livre escolha entre dois gendtipos de tomates. Médias
seguidas pela mesma letra ndao sao significativamente diferentes pelo teste de
Friedman a p <0,05.
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Por fim, foi realizado um teste de comportamento sem escolha ao
percevejo, sendo avaliados os mesmos parametros do teste com escolha. Para
a comparagao entre os tempos em cada tratamento foi realizado o teste
Friedman (p<0,05), para avaliacdo da frequéncia de inicio de cada
comportamento foi realizado o teste Chi-quadrado (p<0,05). Para o
comportamento parado ndo houve diferenga entre o tempo de comportamento
médio do percevejo em cada tratamento. Para os tratamentos Santa Clara, BGH-
674, Pl-134417 e P1-127826 os tempos que o percevejo ficou parado foram de
0,98 (£ 0,26) minutos, 2,33 (+.0,52) minutos, 1,47 (£.0,39) minutos e 1,63 (+.0,47)
minutos respectivamente. Nao foram identificadas entre os gendtipos diferengas
na frequéncia que o0s percevejos permaneceram executando este
comportamento. Para os tratamentos Santa Clara, BGH-674, PI-134417 e PI-
127826 as frequéncias foram 24,72%, 17,44%, 25,50% e 33,99%

respectivamente (Figura 15).

O tempo que o percevejo realizou o comportamento de caminhamento
lento foi superior no gendtipo PI1-127826. Neste gendtipo o percevejo ficou 7,71
(x 0,46) minutos realizando este comportamento. Para os genétipos Santa Clara,
BGH-674 e PI-134417 o percevejo realiza este comportamento durante 3,82 (+
0,71) minutos, 3,50 (£ 0,46) minutos e 5,03 (x 0,69) minutos respectivamente. A
frequéncia deste comportamento pelos percevejos quando sob folhas dos
genotipos BGH-674 (Fi=38,25%), PI-134417 (Fn=37,67%) e PI-127826
(Fri=48,69%) foram superiores a frequéncia em Santa Clara (Fr=28,98%) (Figura
15).

Apenas para o genotipo PI-127826 o tempo do comportamento de
caminhar em velocidade normal foi inferior ao Santa Clara. Os percevejos sob
este genodtipo permaneceram apenas 0,62 (x 0,16) minutos com este
comportamento. Para os tratamentos Santa Clara, BGH-674 e PI-134417 o
tempo que os percevejos permaneceram executando este comportamento foram
de 4,53 (+ 0,75) minutos, 3,24 (+ 0,62) minutos e 2,96 (x 0,74) minutos
respectivamente. A frequéncia deste comportamento pelos percevejos quando
sob folhas dos gendtipos PI-127826 (Fr=0,25%) foi inferior a frequéncia em
Santa Clara (Fri=4,53%). Para os genétipos BGH-674 (Fi=3,22%) e PI1-134417
(Fri=2,73%) a frequéncia deste comportamento nao diferiu do mesmo

comportamento em Santa Clara (Figura 15).
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Para o comportamento de caminhamento rapido ndo houve diferenca
entre os tempos em cada tratamento. Para os tratamentos Santa Clara, BGH-
674 os tempos que o percevejo permaneceu executando este comportamento
foram de 0,30 (x 0,19) minutos, 0,11 (+.0,06) minutos respectivamente. Nao foi
possivel identificar diferenga nas frequéncias deste comportamento entre os
tratamentos Santa Clara (Fri=2,19%) e BGH-674 (Fri=1,16%). N&o foi observado
o comportamento de caminhamento rapido nos tratamentos PI-134417 e PI-
127826 (Figura 15).

O tempo realizando o comportamento de Grooming nao diferiu entre os
tratamentos estudados. Para os gendétipos Santa Clara, BGH-674, Pl-134417 e
P1-127826 os tempos realizando este comportamento foram de 0,49 (x 0,13)
minutos, 2,22 (+ 0,48) minutos, 0,89 (£ 0,22) minutos e 0,77 (x 0,22) minutos
respectivamente. A frequéncia deste comportamento pelos percevejos quando
sob folhas do gendtipo BGH-674 (Fri=18,84%) foi superior a frequéncia em Santa
Clara (Fri=13,92%). Para os gendtipos Pl-134417 (F=12,60%) e PI-127826
(Fri=15,34%) a frequéncia deste comportamento n&o diferiu do mesmo
comportamento em Santa Clara (Figura 15). O vbo sé foi observado no
tratamento PI1-134417. Este comportamento ocorreu com uma frequéncia de

Fri=1,37% neste tratamento (Figura 15).
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Figura 15 — Tempo médio (histogramas) e frequéncia (triangulos) do

comportamento de Blaptostethus pallescens parado, caminhando em trés
velocidades (lento, normal e rapido), executando grooming e voando em teste
de comportamento sem escolha. Médias seguidas pela mesma letra ndo sao
significativamente diferentes pelo teste de Friedman a p <0,05. Tridngulos pretos
indicam diferenga entre a frequéncia do comportamento de B. pallescens no
gendtipo em comparagao com a frequéncia do mesmo comportamento de B.

pallescens em Santa Clara pelo teste Chi quadrado (p<0,05).

51




3.4 Caracterizagao quimica da resisténcia

Com as analises realizadas no GCMS-QP2010 Ultra e avaliagdes dos
cromatogramas no programa ChromaTOF foi possivel detectar 37 compostos
presentes em pelo trés amostra (Tabela 3) de cada gendtipo. Dentre todos os
metabdlitos que foram identificados em, pelo menos, trés das quatro repeticdes
de todos os tratamentos, apenas nove correlacionaram significativamente com a
mortalidade real (100) de T. absoluta (Tabela 4). Estes metabdlitos foram

utilizados na analise PCA.

Com a andlise de PCA foi possivel tragar 12 combinagdes lineares
correspondentes a 12 eixos explicativos. Dentre estes eixos, o primeiro
representa 32,50% de toda a variabilidade dos fatores estudados. O segundo e
o terceiro eixo representam 21,13% e 10,19% respectivamente. Os trés eixos
representam conjuntamente 63,82% de toda a variabilidade dos fatores
estudados (Tabela 5). Cada eixo da analise PCA é& composta por uma
combinacdo linear entre os fatores estudados e n&o é correlacionado
significativamente com nenhum outro eixo. Cada eixo € um autovetor
determinado um autovalor. O autovalor representa o quanto os fatores explicam
a variabilidade dos fatores que compde aquele eixo. O autovalor dos trés

primeiros eixos possuem sao 3,90; 2,54 e 1,22 respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 3 — Conteudo metabdlico de folhas de Solanum lycopersicum (var. Santa Clara e genétipo BGH — 674), Solanum habrochaites
(gendtipo Pl — 134417 e PI - 127826) detectado por GC/MS Shimatzu modelo GCMS-QP2010 Ultra. Os valores sao apresentados como
média + erro padrdo * de determinagdes em quatro repeti¢des.

Nome Santa Clara BGH-674 P1-134417 P1-127826
Acido aspartico (0,151 £ 0,087) (0,301 £0,192) (0,533 £ 0,221) (2,312 £ 1,107)
Acido butirico (0,269 £ 0,120) (0,571 £ 0,137) (0,775 £ 0,53) (3,409 + 0,624)

Acido citrico
Acido dehidroascoérbico

Acido eicosatetraendico

Acido glutamico
Acido heptadecanoico
Acido hexadecanoico
Acido malico

Acido octadecandico
Acido quinico

Acido tetradecanoico
Arabinose

Dopamina
Espermidina

Frutose

Galactinol

Glicose

Hexadecano

Inositol

Octacosano

(2,933 + 0,814)
(2,254 + 0,680)
(2,263 + 0,628)
(0,596 + 0,199)
(0,868 + 0,241)
(23,437 + 6,264)
(15,672 + 4,347)

(37,767 + 10,475)

(0,444 £ 0,140)
(51,978 % 1,109)
(3,891 + 1,945)
(1,717 £0,701)
(0,443 £ 0,181)
(12,516 + 3,613)
(6,498 + 2,166)
(0,248 +0,111)
(0,588 + 0,157)
(28,608 + 7,934)
(0,516 + 0,195)

(3,272 + 0,293)
(1,892 + 0,282)
(3,019 0,619)
(0,986 + 0,563)
(0,969 + 0,18)
(26,177 + 3,648)
(11,374 + 1,569)
(27,876 + 6,093)
(0,119 + 0,026)
(3,96 + 0,757)
(0,310  0,014)
(1,169 + 0,378)
(0,595 + 0,145)
(19,142 + 3,89)
(2,975 + 0,785)
(0,475 + 0,162)
(0,91 + 0,224)
(28,282 + 5,405)
(0,73 £ 0,261)

(7,956 + 1,321
(1,381 % 0,598
(6,181 % 0,791
(2,508 + 1,241
(1,715 % 0,192)

)
)
)
)

(41,871 + 9,915)

(39,65 + 10,66)

(44,17 £ 12,349)

(0,922 + 0,543)
(8,731 £ 0,904)
(2,291 + 1,308)
(1,48 + 0,268)
(0,789 + 0,268)
(5,581 + 3,065)
(1,392 + 0,323)
(1,6 £0,722)
(1,558 + 0,172)
(10,55 + 3,396)
(1,296 + 0,201)

Continua
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(12,981 + 2,178)
(1,427 £ 0,444)
(5,14 + 1,076)
(1,356 + 0,546)
(1,423  0,193)
(41,92 £ 10,29)

(38,776 + 7,334)

(48,063 + 9,109)
(5,292 + 1,286)
(5,451 £ 0,882)
(2,174 + 0,886)
(1,046 £ 0,181)
(0,311 % 0,051)
(2,491 + 0,466)
(2,915 + 0,813)
(0,318 % 0,069)
(1,539 + 0,244)

(27,855 + 4,655)
(2,149 + 0,435)



Continuagao

Ornitina

Piridina

Ribitol

Sacarose
Tetracosano

Tiramina

Ureia

Valina

Xylitol

Nao classificado GC 1
Nao classificado GC 2
Nao classificado GC 3
Nao classificado GC 4
Nao classificado GC 5
Nao classificado GC 6
Nao classificado GC 7

(2,180 * 0,975)
(1,783 + 0,096)
(1,051 + 0,397)
(81,249 + 1,551)
(0,277 + 0,277)
(11,224 + 0,355)
(3,482 + 0,129)
(61,810 + 3,337)
(1,649 + 0,583)
(1,242 + 0,345)
(0,458 + 0,132)
(0,288 + 0,096)
(0,507 + 0,169)
(0,389 + 0,195)
(0,100 % 0,0710)
(0,201 £ 0,142)

(2,502 + 0,73)
(0,201 + 0,043)
(0,878 + 0,286)
(7,088 + 1,275)
(0,641 +0,117)
(1,888 + 0,673)
(0,529 + 0,166)
(8,931 + 5,688)
(0,323 + 0,052)
(0,876 + 0,25)
(0,571 % 0,155)
(0,414 £ 0,121)
(0,614 + 0,384)
(0,283 £ 0,114)
(0,303 + 0,126)
(0,357 £ 0,214)

(2,402 + 0,986)
(0,535 % 0,159)
(4,173 £ 0,946)
(6,694 + 1,571)
(1,921 % 0,578)
(2,34 £ 1,122)
(1,231 % 0,217)
(20,281 + 7,048)
(3,624 + 1,435)
(2,846 + 0,639)
(1,031 % 0,337)
(1,092 £ 0,281)
(0,985 + 0,25)
(0,405 + 0,12)
(0,567 + 0,084)
(0,334 £ 0,102)

(1,457 £ 0,551)
(0,558 + 0,166
(1,677 £ 0,521
(6,411 + 1,182
(2,512 + 0,942
(0,738 + 0,168
(1,499 £ 0,324
(5,509 + 1,757
(1,657 £ 0,275
(4,856 + 3,741
(3,282 + 2,139
(1,513 £ 0,627
(1,087 + 0,289
(1,625 + 1,059
(0,819 + 0,264
(2,494 + 1,92)

N N N N N N N N N N N N N N

* Valores multiplicados por 10000 para facilitar a visualizagao.

Nao classificados sdo os compostos identificados porém nao constavam nas bibliotecas consultadas
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Tabela 4 — Correlagdes significativas entre os metabdlitos encontrados em
plantas de Solanum lycopersicum (var. Santa Clara e genétipo BGH — 674),
Solanum habrochaites (genoétipo Pl — 134417 e Pl - 127826) e plantas resultantes
do cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 com a
mortalidade real (100rx) de lagartas de T. absoluta. Vigosa, 2012.

I\/Ietabélito Correlacao P
Acido citrico 0,851 0,003
Acido eicosatetraendico 0,365 0,017
Acido heptadecanoico 0,864 < 0,0001
Acido octadecanoico 0,378 0,009
Acido tetradecanoico 0,735 0,019
Arabinose 0,705 0,019
Hexadecano 0,517 0,0001
Octacosano 0,473 0,024
Sacarose 0,393 0,007
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Tabela 5 — Autovalores, variancia de cada eixo e varidancia acumulada dos eixos que compuseram a analise PCA. Cada eixo
corresponde a uma combinagao linear entre os metabdlitos identificados no GC/MS e variaveis referentes a tabela de vida de T. absoluta
em plantas de S. lycopersicum (var. Santa Clara e genotipo BGH — 674), S. habrochaites (genoétipo Pl — 134417 e Pl - 127826) e plantas
resultantes do cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (S. habrochaites).

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5 Eixo 6 Eixo 7 Eixo 8 Eixo9 Eixo10 Eixo11 Eixo12
Autovalor 3,90 2,54 1,22 0,93 0,78 0,70 0,59 0,46 0,42 0,29 0,14 0,03
Variancia (%) 32,50 21,13 10,19 7,75 6,50 5,85 4,89 3,81 3,53 2,42 1,17 0,26
Variancia acumulada 32,50 53,63 63,82 71,57 78,07 83,92 88,81 92,62 96,15 98,57 99,74 100,00
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O mapa de correlagdes demonstrado pelos dois principais eixos (Figura
16) entre as mortalidades, os componentes da tabela de vida e metabdlitos
selecionados explicam 53,63% de toda a variagdo observada no diagrama PCA.
Pode-se observar que dentre os compostos selecionados, a Arabinose, o Acido
Citrico, o Acido icosatetraendico, Acido heptadecansico, o Hexadecano e o
Octadecano correlacionaram significativamente com as mortalidade ou com os
parametros da tabela de vida (Tabela 6). Os metabdtilos Acido Octadecandico,
Sacarose e o Acido Tetracosanoico apesar de pré selecionados, ndo se

correlacionam com as demais variaveis (Tabela 6).
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Figura 16 — Diagrama de ordenag&o da analise de componentes principais (PCA)
de dados metabdlitos de 76 amostras provenientes de plantas de S lycopersicum
(var. Santa Clara e gendtipo BGH — 674), S. habrochaites (gendtipo Pl — 134417
e Pl - 127826) e plantas resultantes do cruzamento entre BGH — 674 com Pl —
134417 e P1 — 127826 (S. habrochaites). O comprimento do vetor € proporcional
a importancia da variavel, vetores com mesma direcdo e ordenacgao indicam
correlagbes positivas. Vetores com mesma diregdo e orientagdes opostas
indicam correlagcdes negativas. Vetores perpendiculares indicam que os fatores
nao sao correlacionados.
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Tabela 6 — Matriz de correlagdo de Spearman entre os metabdlitos quantificados por BG/MS com componentes da tabela de vida de T.
absoluta desenvolvidas em plantas de Solanum lycopersicum (var. Santa Clara e genétipo BGH — 674), Solanum habrochaites (genotipo
Pl1-134417 e Pl - 127826) e plantas resultantes do cruzamento entre BGH — 674 com Pl — 134417 e Pl — 127826 (Solanum habrochaites).

o = .
. Q o) @
5 2 5 3 > o S ®
S oY S3 Y 8 & & o 2 9
o, a o QO O M Q > (0] o} =
= 30 O o 5 0 5 0 o o) @ o
= > %) [ Q n
o > o o S @ 5 S ®
(e} On =3 (e} (o) o o
Q o (@] o
o
Mortalidade aparente (100gx) 0,35 0,19 0,25 0,11 -0,17 0,11 0,37 0,38 -0,11
Fertilidade especifica -0,24 0,01 -0,11 -0,05 0,13 -0,10 -0,30 -0,32 0,22
Peso de pupa -0,42 -0,29 -0,22 -0,08 0,06 -0,13 -0,27 -0,32 -0,07

Os valores em negritos s&o diferentes de zero (p<0,005).
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4. DISCUSSAO

Dentre os gendtipos estudados os gendtipos Pl — 134417 e Pl — 127826
bem como o cruzamento entre estes gendtipos e o BGH — 674 foram os
resistentes. A resisténcia destes gendtipos foram devido a modificagdo em
parametros biolégicos da T. absoluta e diminuigdo das atividades
comportamentais do inimigo natural B. pallescens. Os principais fatores que
contribuiram com a maior resisténcia destes gendtipos foram a maior
mortalidade de T. absoluta, a mortalidade mais rapida das lagartas quando se
alimentando destes gendtipos, diminuigdo do fitness resultando em menor peso
de pupa, diminuicdo nas caracteristicas reprodutivas e diminui¢ao da atividade

comportamental e predatéria do predador B. pallescens.

Entre os gendtipos, 0 mais promissor quanto a resisténcia a T. absoluta
foi o genotipo Pl — 127826. A mortalidade de larvas de primeiro instar quando se
alimentando neste gendtipo foi de 100% em apenas 3 dias. Este gendtipo ja foi
descrito como resistente a T. absoluta por antibiose em outros trabalhos, porém
causando uma menor lesdo foliar (tamanho de mina) e, consequentemente,
menor dano na planta (Azevedo et al., 2003). Além de resistente a traga do
tomateiro, este gendtipo é relatado também como resistente a mosca branca,
acaros e tripes (Baldin et al., 2005; Bleekera et al., 2012). Este gendtipo é
relatado como resistente devido ao elevado teor de zingibereno (mais
especificamente o 7-epizingiberene) nos tricomas. As folhas destas plantas sao
ricas em tricomas, especialmente os classificados como do tipo I, VI, V, Vl e VII
(Toscano et al., 2001). Dentre estes, o tricoma tipo VI é reconhecido pela

60



abundancia do composto zingibereno nos glandulas dos tricomas tipo VI
(Bleekera et al., 2012).

No presente trabalho a diminuicdo no tamanho das minas de T. absoluta
nao foi observada pois a mortalidade ocorre de maneira rapida. Durante os trés
dias que ocorreram a mortalidade foi observado o surgimento de uma lesao
necrosada ao redor da mina a partir da nona hora apds o inicio da alimentacao
da traca. Esta regido impedia a alimentacdo da lagarta que cessava a
alimentagdo com aproximadamente 12 horas. Apds cessar a alimentagdo a
lagarta permanecia na mina tentando se alimentar por algumas horas, saia da
mina e iniciava novamente uma nova mina. Nesta mina o processo se repetia e
as lagartas foram todas encontradas mortas no interior de uma mina seca ou na
superficie da folha. Este processo de necrose observado nas folhas é
semelhante ao processo de hipersensibilidade (Hoglund et al., 2005; Maxwell et
al., 2011).

O gendtipo Pl — 134417 foi o segundo mais promissor para a resisténcia
a traga. Este gendtipo é reconhecido como resistente a diversas pragas e
doencas (Parrella et al., 1998; Parrella et al., 2000; Lucatti et al., 2010), sendo
muitas vezes considerado como um modelo de estudo principalmente para
pragas e a interagao com o terceiro nivel trofico (Kennedy, 2003). Apesar de ser
da mesma espécie do gendtipo Pl — 127826, o Pl — 134417 € rico em metil-
cetonas (2-tridecanona, 2-undecanona, 2-dodecanone, 2-pentadecanona).
Apesar de nao serem identificados no GC/MS neste trabalho, estes compostos
foram relatados como responsaveis pela resisténcia deste gendtipo a diversas
pragas como Myzus persicae, Tetranychus urticae e Helicoverpa armigera e
inimigos naturais como o predador Leptinotarsa decemlineata e os parasitoides
Trichogramma spp. e Campoletis sonorensis (Simmons & Gurr, 2005). No
presente estudo, este gendtipo foi responsavel por uma elevada mortalidade de
lagartas e ovos de T. absoluta. Além da mortalidade esta planta também
ocasionou uma diminuicdo no potencial reprodutivo de T. absoluta, o que
promoveu um aumento no tempo necessario para a duplicacdo de uma possivel
populacdo. Este aumento no tempo de duplicacdo de T. absoluta pode
representar uma diminuicdo na quantidade de vezes que esta praga alcangara o
nivel de dano econdmico caso esta resisténcia seja incorporada em uma

variedade de tomate.
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Estes compostos presentes em Pl — 127826 e Pl — 134417 e descritos
como responsaveis pela resisténcia destes gendtipos sdo produzidos pelos
tricomas glandulares. A produgdo de tricomas em uma planta é uma
caracteristica genética, o que pode prejudicar a resisténcia desta planta, caso o
numero de tricomas nao seja também selecionado durante o processo de
melhoramento. Estes compostos promovem a mortalidade e menor desempenho
de diversas pragas quando em elevadas quantidades. Caso o numero de
tricomas seja reduzido durante o processo de melhoramento, a resisténcia pode
nao apenas ser perdida, mas sim as plantas podem promover um aumento da
resisténcia de algumas pragas a inseticidas como devido ao aumento da
producdo de hemoproteinas destoxificativas como o citocromo P — 450 (Farrar
Jr & Kennedy, 1987; Farrar Jr & Kennedy, 1991).

Entre os metabdlitos encontrados e correlacionados com a mortalidade de
T. absoluta pela analise PCA, os maiores teores encontrados com correlagdes
significativas foram de acido citrico, &acido eicosatetraendico, acido
heptadecanoico, acido octadecandico, acido tetracosandico, arabinose,
hexadecano, octacosano e sacarose. Destes compostos, o octacosano e o
hexadecano bem como o acido citrico foram os que mais se correlacionaram
com os parametros estudados na analise PCA. Estes compostos sao
importantes intermediarios do ciclo do acido citrico, de forma que ocorre no
metabolismo de quase todos os seres vivos. Um dos intermediarios do ciclo do
acido citrico é a Acetil COA, que é um precursor das cetonas. Portanto, este
elevado indice de Acido citrico pode estar aumentando a sintese das Metil
Cetonas, promovendo a resisténcia destas plantas aos insetos. Outro metabdlito
importante que se correlacionou com mortalidade, reprodugao e fitness de T.
absoluta foi o hexadecano. Este composto pode ser encontrado também na

forma de um residuo téxico oriundo do petréleo (Yu et al., 2013).

Outro impasse da utilizagao destes gendtipos no melhoramento de
plantas € a diminui¢gdo da atividade dos inimigos naturais. Quando comparado
0s genotipos com a testemunha no teste de livre escolha, o Pl — 134417 e o PI
— 127826 foram os menos preferidos pelo percevejo. Este fato pode significar
uma menor atividade deste inimigo natural quando estas plantas forem utilizadas
em ampla escala. Por ser este inimigo natural um predador (generalista), na falta

ou na dificuldade de obter alimento em uma determinada cultura o B. pallecens
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pode buscar alimento em outra planta menos prejudicial ao mesmo. Este fato foi
observado e comprovado no teste de livre escolha de alimentacéo. A predacao
nas folhas destes gendtipos foi menor quando comparado com os gendétipos de
S. lycopersicum, demonstrando que o percevejo tende a buscar recursos

alimentares em ambientes ou locais mais adequados.

Os resultados encontrados nos experimentos com BGH - 674
demonstraram que este gendtipo ndo foi resistente. Esta ndo resisténcia
contradiz estudos anteriores onde este gendtipo foi considerado resistente por
antibiose (Oliveira et al., 2009) e antixenose (Fernandes, 2011). Este fato
provavelmente se deve pela complexidade deste experimento, onde foram

realizados em condi¢gdes que permitiram estudar a biologia de T. absoluta.

Os dois gendtipos resistentes (Pl — 134417 e Pl — 127826) apresentaram
modificagdes no comportamento do percevejo predador. Quando comparado
com a testemunha, o predador nestes dois gendtipos modificou seu
comportamento de ficar parado, caminhar em velocidade normal, executar
grooming e comportamento total no Pl — 134417 e ficar parado, para o genotipo
Pl — 127826. Este fato se repetiu parcialmente quando os gendtipos de S.
habrochaites foram comparados com o BGH — 674. Para estas comparacgodes o
Pl — 134417 foi onde o percevejo permaneceu menos tempo caminhando
lentamente e, no gendtipo Pl — 127826, o percevejo ficou menos tempo parado,
caminhando lentamente, caminhando em velocidade normal, executando
grooming e tempo total de comportamento. Estes fatos demonstram que os
gendtipos resistentes possuem alguma agédo antixendtica sob o percevejo

predador, que evita permanecer e se movimentar sobre as folhas destas plantas.

Esta menor permanéncia do percevejo nestas folhas pode explicar a
menor predacéo de ovos de T. absoluta ovipositadas nas mesmas. No teste de
livre escolha de alimentagdo, os percevejos se alimentaram menos nestes
gendtipos. Uma possivel explicacédo para este fato sdo os tricomas tipo I, IV e VI
presentes neste gendtipo. Estes tricomas sdo ricos em substancias toxicas e
abundantes nestas plantas como zingibereno (Bleeker et al., 2012). Os tricomas
destas plantas dificultam o caminhamento do percevejo sob a folha, além de

causar deterréncia nos mesmo.
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Como muitos inseticidas convencionais, plantas resistentes podem
também ter potencial de alterar o controle bioldégico natural por meio de efeitos
diretos e indiretos das plantas resistentes a inimigos naturais (Schuler et al.,
1999). No entanto poucos trabalhos verificam este impacto em inimigos naturais,
alem disso dao pouca atengao em estudos comportamentais, priorizando apenas
o efeito de mortalidade. Desta maneira é essencial verificar o impacto destes
genotipos no comportamento do predador B. pallescens. Este € um inimigo
natural importante de T. absoluta, controlando ovos e lagartas (Pereira, 2013). A
avaliagao comportamental deste predador € essencial para aumentar a eficiéncia
do controle da T. absoluta nos gendtipos resistentes. Aumentando desta forma
o controle e preservagao da resisténcia dos genotipos a T. absoluta, devido a
menor incidéncia da praga e consequentemente menor pressao de selegao de

T. absoluta resistente aos genaotipos.

As mudangas comportamentais possiveis que estes genoétipos podem
causar em B. pallescens sao repeléncia ou atragao e deterréncia ou arrestancia.
A repeléncia é uma resposta de fuga do inseto apdés a detecgdo de alguma
substancia presente (Lockwood et al., 1984). Ja a atragéo € o efeito contrario a
repeléncia. Estes efeitos podem ser observados através de testes de livre
escolha. O efeito de deterréncia e arrestancia pode ser observado apés o contato
do inseto na planta. O primeiro ocorre quando é verificada a inibicdo da
alimentacao, ja o efeito de arrestancia ocorre quando o inseto cessa a locomocéao
(Mcmahon et al., 2003). Estes efeitos sdo observados em testes sem chance de
escolha. Todos estes efeitos podem ser respostas dos insetos a presenca de

caracteristicas fisicas ou quimicas nos genotipos.

Quando os gendtipos foram comparados entre as mesmas espécies nao
foi observado nenhum efeito comportamental que esteja relacionado com os
efeitos descritos acima. Portanto as caracteristicas quimicas e fisicas
encontradas nos genoétipos de mesma espécie nao afetaram a capacidade de
predacdo de T. absoluta por B. pallescens. No entanto quando foram
comparados entre espécies diferentes, S. lycopersicum e S. habrochaites, foram
identificadas diferengas no comportamento de B. pallescens entre Santa Clara
com PI-134417. Foi verificado que B. pallescens permaneceu maior tempo
parado no genotipo PI1-134417 e PI-127826 quando foram comparados com a

Santa Clara. Isto sugere que houve um efeito de repeléncia dos gendtipos de S.
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habrochaites a B. pallescens quando comparado a Santa Clara ou efeito atraente
de Santa Clara a B. pallescens. Esta repeléncia ou atracdo podem estar

associadas a metabolitos volateis presentes nestas plantas.

Quando comparado os genaotipos de S. habrochaites com o genétpo BGH-
674 foi identificada diferenga apenas para o gendtipo PI-134417 para o
comportamento de caminhamento. Houve menor caminhamento no gendtipo PI-
134417, sugerindo que este comportamento também esteja associado com a

repeléncia causada por compostos volateis presentes neste gendtipo.

Quando estes testes foram realizados sem chance de escolha nao foi
verificado diferenga para o comportamento parado. Isto sugere que os gendtipos
e Santa Clara nao possuem caracteristicas que causem efeito de arrestancia em
B. pallescens. A diferenga encontrada quanto ao caminhamento lento no
genotipo PI-127826 devem estar associadas aos tricomas presentes neste
gendtipo. No entanto para o comportamento de caminhamento rapido ndo houve
diferenga entre os tempos em cada tratamento. Isto sugere que o caminhamento
lento em PI-127826 nao afeta a sua capacidade de se locomover rapidamente.
Este fato é interessante, pois no campo estes percevejos nao irdo perder as
caracteristicas de insetos predadores, que €& o caminhamento rapido.
Consequentemente maior a chance de encontrar presas em menor espacgo de

tempo.

Para verificar o efeito de deterréncia dos gendtipos e Santa Clara a B.
pallescens foram avaliados o numero de ovos predados. Foi verificado que nos
gendtipos de S. habrochaites ocorreu menor predacao de ovos de T. absoluta
quando comparado a Santa Clara. Apesar da menor predacao nao foi observado

L

apresentam efeito de deterréncia B. pallescens.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os gendtipos Pl — 134417 e Pl — 127826 e os cruzamentos entre estes
genotipos com BGH — 674 sao resistentes por antibiose a T. absoluta.

O gendtipo BGH — 674 nao é resistente a T. absoluta.

Os genotipos Pl — 134417 e Pl — 127826 apresentam efeito de repeléncia
ao predador Blaptostethus pallecens diminuindo o tempo de permanéncia
nestes genaotipos e diminuindo a predagéo de ovos de T. absoluta.
Dentre as substancias identificadas pelo CGMS, o acido citrico, acido
eicosatetraendico, acido heptadecandico, hexadecano e octacosano se
correlacionaram significativamente com a mortalidade, fecundidade e
peso de pupa.

O hexadecano e octacosano foram os compostos que explicaram a

mortalidade pela Analise de Componentes Principais.
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