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RESUMO

SILVA, Thyago Lima, M.Sc,. Universidade Federal de Vigosa, junho de 2020.
Resisténcia, vigor hibrido, diversidade genética e toxicidade de constituintes
quimicos de tomateiros a Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae). Orientadora:
Maria Elisa de Sena Fernandes.

As plantas possuem estratégias de defesa para reduzir ou evitar o ataque de fit6fagos e
sobreviver no ambiente. Elas podem ter constituintes quimicos, que sdo sintetizados para
defesa contra pragas, esses constituintes quimicos podem ser toxicos ou repelentes a
artropodes. Este padrao de defesa € altamente expresso em plantas da familia Solanaceae,
como tomateiro. Porém a domesticacdo alterou as interacdes entre planta, insetos e seus
1nimigos naturais, aumentando a suscetibilidade das plantas as pragas. O tomateiro possui
diversas pragas, sendo a principal a Tuta absoluta. Ela pode reduzir a produtividade e
aumentar os custos de controle. Entretanto, o melhoramento genético pode ser uma
alternativa a outros métodos de controle, pois pode aumentar a eficicia de controle da
praga e reduzir custos. Assim, os objetivos foram: estudar a resisténcia, o vigor hibrido
(heterose e heterobeltiose) dos acessos de tomateiros cruzados com a variedade comercial
‘Santa Clara’ e a toxicidade dos principais constituintes quimicos destas plantas a 7.
absoluta. Foram feitos bioensaios de antixenose, antibiose e toxicidade relativa dos
constituintes quimicos. Para os bioensaios de antixenose e antibiose foram
confeccionados seis tratamentos: ‘Santa Clara’, P1127826, PI134417, BGH985, SC x
P1127826, SC x P1134417 e SC x BGH985 com quatro repeticdes. Na antixenose foi
avaliado o numero de ovos por tratamento em 24 e 48 h apos a liberacdo dos adultos e
depois foi calculado o indice de ndo-preferéncia para oviposi¢ao (INPO). Na antibiose foi
avaliada a percentagem de mortalidade das lagartas e pupas, peso de pupa e razao sexual.
Foram determinadas as concentracdes dos constituintes quimicos 2-tridecanona, p-
cimeno, o-tomatina € cumarina para matar 50, 80 e 90% da populacdo de T. absoluta.
P1134417 apresentou o menor ntimero de ovos e foi o mais deterrente nos tempos de 24
e 48 h. PI134417 e o BHG985 apresentaram as maiores taxas de mortalidade de lagartas
de T. absoluta. SC x BGH985, SC x PI127826 e SC x PI134417 apresentaram heterose
negativa para sobrevivéncia e positiva para mortalidade de lagartas e oviposi¢do. SC x
BGH985 apresentou heterobeltiose negativa para oviposicio € o SC x PI127826
apresentou heterobeltiose positiva para mortalidade de lagartas e negativa para
sobrevivéncia. O constituinte o-tomatina apresentou a menor CLso (4,9 ug inseto! para

lagartas de primeiro instar € 6,8 pg inseto™! para lagartas de terceiro instar) em comparagdo com



a tridecanona, p-cimeno e cumarina, ela foi 60 vezes mais téxica que a tridecanona.
Diante dos resultados conclui-se que o tratamento P1134417 foi o mais eficiente no
controle de T. absoluta. A heterose pode ser explorada nos hibridos SC x P1127826, SC
x PI134417 e SC x BGH985 pararesisténcia a T. absoluta em programa de melhoramento

vegetal. A a-tomatina foi o constituinte quimico mais téxico para lagartas de 7. absoluta.

Palavras-chave: Antibiose. Antixenose. Heterose. Solanum lycopersicum. Traga-do-
tomateiro.



ABSTRACT

SILVA, Thyago Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2020. Resistance,
hybrid vigor, genetic diversity and toxicity of chemical constituents of tomatoes to
Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae). Adviser: Maria Elisa de Sena Fernandes.

The plants have defense strategies to reduce or prevent phytophagous attack and survive
in the environment. They can have chemical constituents, which are synthesized to defend
against pests, these chemical constituents can be toxic or repellent to arthropods. This
type of defense is expressed in plants of the Solanaceae family, such as tomato plant.
However, domestication altered the interactions between plants, insects and their natural
enemies, increasing the susceptibility of plants to pests. The main pest of tomato plant is
Tuta absoluta, it can reduce productivity and increase control costs. However, plant
breeding can be an alternative to other control methods, as it can increase the effectiveness
of pest control and reduce costs. Thus, the objectives were to study the resistance, the
hybrid vigor (heterosis and heterobeltiosis) of the accessions of tomato plants crossed
with the commercial variety 'Santa Clara' and the toxicity of the main chemical
constituents of these plants to 7. absoluta. The bioassays of antixenosis, antibiosis and
relative toxicity of chemical constituents were made. Antixenosis and antibiosis
bioassays, six treatments were performed: ‘Santa Clara’, P1127826, P1134417, BGH98S5,
SC x PI127826, SC x P1134417 and SC x BGH985 with four replicates, In antixenosis,
the number of eggs per treatment was evaluated at 24 and 48 h after the release of adults
and then the non-preference index for oviposition was calculated. In antibiosis, the
percentage of larvae and pupae mortality, pupal weight and sex ratio were evaluated. The
concentrations of the chemical constituents 2-tridecanone, p-cymene, o-tomatine and
coumarin were determined to reduce 50, 80 and 90% of the population of 7. absoluta.
P1134417 was the one with the lowest number of eggs and was the most deterrent in the
24 and 48 h times. P1134417 and BHG985 had the highest mortality rates of 7. absoluta
caterpillars. SC x BGH985, SC x PI127826 and SC x PI134417 showed negative heterosis
for survival and positive for caterpillar mortality and oviposition. SC x BGH985 showed
negative heterobeltiosis for oviposition and SC x PI127826 showed positive
heterobeltiosis for caterpillar mortality and negative for survival. The o-tomatine
constituent had the lowest LC50 (4.9 pg insect-1 for first instar caterpillars and 6.8 pg
insect-1 for third instar caterpillars) compared to tridecanone, p-cymene and coumarin.
The o-tomatine was 60 times more toxic than tridecanone. Therefore the results
demonstrated that treatment P1134417 was the most efficient in the control of T. absoluta.

Heterosis can be explored in SC x P1127826, SC x P1134417 and SC x BGH985 hybrids



for resistance to T. absoluta in a breeding program. The a-tomatine was the most toxic

chemical constituent for 7. absoluta caterpillars.

Keywords: Antibiosis. Antixenosis. Heterosis. Solanum lycopersicum. Tomato
pinworm.
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1. Introducao

As plantas possuem estratégias de defesa para reduzir ou evitar o ataque de fitéfagos
e sobreviver no ambiente. Estas estratégias podem ser de origem fisica, morfoldgica e, ou
quimica (Mithofer e Boland, 2012; Bruce, 2015; Reynolds et al., 2016). A defesa fisica
estd associada as alteracdes de cores, dureza dos tecidos e arquitetura foliar (Charles-
Dominique et al, 2017; Liu et al., 2017; Belete, 2018). A defesa morfoldgica estd
associada com a presencga de tricomas (tectores e glandulares), espinhos, cera e espessura
da parede celular (Belete, 2018). A defesa quimica estd relacionada a presenca
constitutiva e, ou induzida de constituintes quimicos sintetizados pelas plantas, como
aleloquimicos, inibidores de proteinas e enzimas antinutricionais (Bruce, 2015; Belete,
2018). Este padrao de defesa é altamente expresso em plantas da familia Solanaceae,
como tomateiro (Solanum lycopersicum L.), beringela (S. melongena L.), batata (S.
tuberosum L.) e tabaco (Nicotiana tabacum L.), que sdo as hortalicas bastante afetadas
pelo ataque de artrépodes-pragas e sdo ricas em constituintes quimicos de defesa
(Chowanski et al. 2016; Mitchell et al, 2016).

O tomateiro possui diversos constituintes quimicos contra o ataque de pragas (Lima
et al., 2016; Oliveira et al., 2018;). Dentre os grupos de compostos, tém-se 0s
aleloquimicos como os acilagticares (ésteres alifaticos de sacarose e glicose), zingibereno
e 2-tridecanona (terpenos), p-cimeno (monoterpeno), cumarina (fenilpropanoide) e a-
tomatina (glicoalcaloide), que podem ser toxicos ou repelentes a artropodes (Koh et al.,
2013; Neiva et al., 2013; Schilmiller et, 2016; Silva et al., 2017; Belete, 2018; Chanthini
etal., 2019; Lee et al., 2019 ). Os acilactcares, zingibero e 2-tridecanona podem acarretar
repeléncia, deterréncia, morte e reducdo da oviposicdo da traca-do-tomateiro (Tuta
absoluta) (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Oliveira et al., 2012; Biondi et al.,
2018; Dias et al., 2019). O p-cimeno pode causar morte em adultos de Sitophilus oryzae
L. (Coleoptera: Curculionidae), Stegobium paniceum L. (Coleoptera: Anobiidae),
Tribolium castaneum (Herbest, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) e Callosobruchus
analis (Fabricius, 1781) (Coleoptera: Bruchidae) (Brari e Thaku, 2015). A cumarina tem
acdo deterrente, repelente e agdo letal sobre adultos de Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830) (Diptera: Drosophilidae) (Poudel e Lee, 2016). A a-tomatina afeta o
desenvolvimento e a reprodu¢do, causando anomalias no tamanho do corpo, mé formagao
das asas e abdomen de D. melanogaster (Ventrella et al., 2016) e mortalidade dos adultos

de T. castaneum e S. oryzae (Nenaah, 2011).
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Apesar dos tomateiros serem ricos em constituintes quimicos de defesa, a
domesticacdo desta cultura alterou as interagdes tritréficas entre planta, insetos e seus
inimigos naturais. Essa domestica¢do afetou a morfologia, o conteddo nutricional, o °brix
e a produtividade do tomateiro, aumentando a suscetibilidade das plantas as pragas e
fitopatégenos (Barrios-Masias e Jackson, 2014; Fentik, 2017). Diversos estudos tem
mostrado aumento de suscetibilidade de tomateiros a tripes (Frankliniella schultzei)
(Trybom, 1910) (Thysanoptera: Thripidae), broca-pequena-do-fruto (Neoleucinodes
elegantalis) (Guenée, 1854) (Lepidoptera: Pyralidae), mosca-branca (Bemisia tabaci)
(Gennée, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), mosca-minadora (Liriomyza huidobrensis)
(Blanchard,1926) (Diptera: Agromyzidae) e a traga-do-tomateiro (7. absoluta) (Desneux
etal., 2011; Diaz-Montilla et al., 2013; Rotenberg et al., 2015; Stephenson et al., 2020; ).

Dentre as pragas do tomateiro a traca tem causado danos em todos os continentes
(Guillemaud et al., 2015; Mansour et al., 2018; Han et al., 2019; Santana et al., 2019).
Esta praga € olig6faga, alimenta-se principalmente de beringela (S. melongena L.), batata
(S. tuberosum L.), tabaco (N. tabacum L.) e tomate (S. lycopersicum) (Desneux et al.,
2010; Biondi et al., 2018). Os prejuizos causados por esta praga estdo relacionados a
reduc¢do de producao, custos de controle e restrigdes comerciais a paises infestados (Han
et al., 2019). Esta praga é extremamente agressiva, sendo necessdrias apenas cinco
lagartas por planta para causar perdas economicas de US$ 2060,25/ha, e o custo médio
com aplicacdo de inseticida de US$ 639,13/ha para reduzir a populagdo abaixo do nivel
de dano economico (Shiberu e Getu, 2018).

Tuta absoluta € holometdbola, com ovos elipticos, lagartas de cor amarelo-claro,
com pupa de formato cilindrico e os adultos sdo micromariposas de cor cinza (Desneux
et al., 2010; Biondi et al., 2018). Esta praga se protege no dossel das plantas e o principal
método de controle € o quimico, que muitas das vezes apresenta falhas (Biondi et al.,
2018). O controle bioldgico pode ser utilizado, no entanto, a disponibilidade de inimigos
naturais comercializados nem sempre atendem a demanda das grandes areas (Van
Lenteren, 2012). Como alternativa a estes métodos de controle, o melhoramento genético
apresenta uma excelente alternativa, pois pode reduzir a pressdo de selecdo dos
inseticidas, aumentar a eficacia de controle da praga e reduzir custos (Biondi et al., 2018).
Para o melhoramento genético ser vidvel, € essencial que se obtenha fontes de
variabilidade genética nos tomateiros em bancos de germoplasmas (FAO, 2015). Os
bancos de germoplasma sdo unidades para a conservagdo e manutencao da biodiversidade
genética e sdao pouco utilizados e conhecidos quanto a sua riqueza genética (Machado et

al. 2016).
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A Universidade Federal de Vigosa possui um banco de germoplasma de hortalicas
(BGH-UFV) com fontes de tomateiros resistentes a diversas pragas (Fernandes et al.,
2012). Pode-se determinar a heterose e a heterobetiose dos acessos de tomateiro do BGH-
UFV. A heterose ou vigor hibrido € um termo utilizado para a superioridade do hibrido
em relacdo a média dos genitores (Lippman e Zamir, 2007), a heterobeltiose estd
relacionada com a superioridade do hibrido em relagdo a média do melhor genitor (Graga
etal., 2015). A heterose € muito explorada em tomateiros para vdrias caracteristicas como
produtividade, tamanho dos frutos, frutos por planta, °brix, flores, nimero de l6culos por
fruto e resisténcia a bactérias, virus e nematoides (Ahmad et al., 2011; Singh e Asati,
2011; Farzane et al.; 2012; Jiang et al., 2013; Yadav et al., 2013; Kaushik et al., 2015;
Kumar et al., 2015). Todavia poucos estudos sobre a heterose e heterobeltiose sdao
conhecidos para resisténcia de plantas a insetos, com isso estudos relacionados a
resisténcia do tomateiro a pragas como 7. absoluta sao necessdrios.

Considerando que o banco de germoplasma da UFV possui fonte de genes de
resisténcia, compostos quimicos de defesa e pouco se sabe sobre as caracteristicas
genéticas da resisténcia. Os objetivos foram estudar a resisténcia, o vigor hibrido
(heterose e heterobeltiose) dos acessos de tomateiros cruzados com a variedade comercial
‘Santa Clara’ e a toxicidade dos principais constituintes quimicos que estas plantas

possuem a 7. absoluta.

2. Material e métodos

2.1. Obtencao das plantas

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacao e no laboratério do Grupo de
Pesquisa em Horticultura (GPH) na Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio
Paranaiba (UFV-CRP). Para tanto foram utilizados sementes do acesso BGH985 do
Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigcosa — BGH-UFV,
que € resistente a B. tabaci bidtipo B (Fernandes et al., 2012), os acessos resistentes a
traca-do-tomateiro PI127826, PI134417 (Maluf et al.,, 1997; Maluf et al., 2010) e
suscetivel ‘Santa Clara’ (SC) a T. absoluta.

Foram semeadas trés sementes por célula em bandeja de isopor de 128 células,
contendo substrato comercial Maxfertil®. Aos 30 dias apds a semeadura, as mudas de
tomate foram transplantadas para vasos de 8 L contendo solo Latossolo vermelho-
amarelo, com 0,13 g de calcario dolomitico de poder relativo de neutralizacio total

(PRNT) de 85%. As plantas foram conduzidas com uma haste e tutoradas verticalmente
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com bambu, exceto P1134417, P1127826, SC x PI134417 e SC x PI127826 que nao foram
tutorados. A irrigacdo foi feita diariamente, e a fertilizacdo foi realizada com 3,14 g de
NPK 4-14-8 por vaso, em duas aplicagdes (1* — transplantio e 30 dias apds). Os demais
tratos culturais como capinas manual e desbrota dos tomateiros foram realizadas segundo

Almeida et al. (2017).

2.2.  Obtencao dos insetos

A populacdo de T. absoluta foi iniciada a partir de lagartas, sem defini¢do do
instar, coletadas junto com folhas de tomateiro ‘Santini’ em fase reprodutiva, localizadas
em Rio Paranaiba, MG, Brasil (19°14'45,7" S 46°11'02,6" O). As coletas foram feitas no
més de setembro de 2019 e a criagdo foi realizada no laboratério do Grupo de Pesquisa
em Hortalicas da UFV-CRP.

Para iniciar a criacdo, folhas de tomateiro da cultivar ‘Débora’, foram cortadas e
tiveram seu peciolo imersos em 4gua no interior de frascos de 50 mL, no gargalo dos
frascos foi inserido algodao hidrofilico para evitar perdas evaporativas de 4gua, mantendo
a folha tirgida por mais tempo (7 dias). As lagartas coletadas foram liberadas sobre folhas
de tomateiro e os fracos contendo as folhas foram colocados em gaiolas de 50 x 50 x 50
cm (Lab Creation®), e a cada dois dias folhas novas foram acrescentadas para
alimentacdo das lagartas até formacdo das pupas. Em seguida as folhas secas contendo
pupas foram coletadas, transferidas e armazenadas em gaiola de pupas até a eclosdo. Apds
a eclosdo os adultos foram transferidos para a gaiola de oviposi¢do contendo frascos de
50 mL com &gua destilada com folhas de tomateiro da variedade ‘Santa Clara’ para
oviposi¢ao de T. absoluta (Miranda et al, 1998). As mariposas foram alimentadas com
solu¢do de mel a 10% embebidas em algodao hidrofilico presos na parte superior da
gaiola por um alfinete. Apds 24 h esses frascos com folhas foram transferidos para gaiola

de ovos até a emergéncia de novas lagartas.

2.3. Cruzamento entre os genitores

O genitor feminino utilizado nos cruzamentos foi a variedade suscetivel ‘Santa
Clara’ (SC) e os genitores masculinos resistentes foram os acessos P1127826, P1134417
e BGH985. Com o cruzamento entre o genitor feminino e os genitores masculinos foram
obtidas as geracOes Fi: SC x PI127826, SC x P1134417 e SC x BGH985. Para obtengao

da geracdo F; foi realizado cruzamentos entre a variedade ‘SC e os acessos PI127826,
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PI134417 e BGH985 com emasculagdo e polinizagdo manual seguindo método de

Georgiev (1991) (Figura 1).

Q of
P1 P2

F1

Figura 1. Esquema de cruzamentos, em que: P1= ‘Santa Clara’, P2=P1127826, P1134417
e BGHO985, F1=SC x PI1127826, SC x PI134417 ¢ SC x BGH98S5.

2.4. Bionsaio de antixenose

O bioensaio de antixenose foi realizado aos 15 dias apds o transplantio da cultivar
‘Santa Clara’ e dos acessos PI127826, PI134417, BGH985 e dos cruzamentos SC x
P1127826, SC x P1134417 e SC x BGH985. Uma folha expandida do terco superior de
cada tratamento foi colocada em uma gaiola de 50 x 50 x 50 cm e em seguida foi liberado,
em cada gaiola, 70 adultos da traga-do-tomateiro. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados com quatro repeti¢des. A contagem do nimero de ovos foi feita 24 e
48 horas ap0s a liberagcao dos adultos de 7. absoluta na gaiola. Em seguida, foi calculado
o indice de ndo-preferéncia para oviposicao (INPO) de T. absoluta para cada tratamento
proposto por Fenemore (1980) (Férmula 1).

A-B
A+B

INPO = x 100 Férmula (1)

Em que, A= nimero de ovos nos tratamentos ‘Santa Clara’, BGH985, SC x
BGH985, PI127826, SC x PI1127826, P1134417 e SC x PI134417; B= ndmero de ovos no
tratamento controle ‘Santa Clara’. Valores positivos significam que os tratamentos sao
estimulantes e valores negativos significam que sdo deterrentes ou pouco estimulantes

para a oviposi¢ao de 7. absoluta. O INPO varia de +100 a -100.

2.5. Bioensaio de antibiose

No bioensaio de antibiose foram liberadas cinco lagartas de segundo instar de 7.

absoluta em trés foliolos dos tratamentos ‘Santa Clara’, P1127826, PI134417, BGH985,
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SC x PI127826, SC x PI134417 e SC x BGH985. Em seguida, os foliolos foram
acomodados em placa de Petri (dimensdes, 150 x 15 mm) com algodao umedecido com
dgua destilada. Os foliolos foram substituidos por foliolos novos a cada dois dias e o
delineamento foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. As caracteristicas
avaliadas foram a percentagem de mortalidade de lagartas, peso da pupa, percentagem de
mortalidade de pupa e razao sexual (Férmula 2).

Rs= _ NF Férmula  (2)

NF + NM

Em que, RS=razao sexual; NF= nimero de fémeas e NM= nimero de machos.

As avaliacOes foram didrias até completar o ciclo da 7. absoluta, sendo realizada
a contagem do ndmero de lagartas por folha e a0 mudar para fase de pupa foi realizado a
sexagem e pesagem das pupas (Geng, 2016). Em seguida as pupas, devidamente
1dentificadas, foram acondicionadas em tubos de ensaio para avaliar a taxa de emergéncia

de adultos.
2.6. Calculo da heterose, heterobeltiose e diversidade genética

Os dados médios do nimero de ovos (ovos/folha), tempo de vida de lagarta a
adulto (dias) e mortalidade das lagartas (%) de T. absoluta foram utilizados para
determinar a heterose (Férmula 3) e heterobeltiose (Férmula 4) para cada hibrido (Cruz,

2005).

H (%) = 100h Férmula (3)

MP

Em que H= heterose; h= F; — MP (Fi= média do nimero de ovos (ovos/folha),
tempo de vida de lagarta a adultos (dias) e mortalidade das lagartas (%) de T. absoluta da
primeira geragao hibrida); MP= média do numero de ovos (ovos/folha), tempo de vida de
lagarta a adultos (dias) e mortalidade das lagartas (%) de T. absoluta dos pais dada pela
formula (P1 + P2)/2. A heterose manifesta-se quando a média fenotipica estimada no
hibrido € maior (heterose positiva) ou menor (heterose negativa) do que a média dos
genitores. A escolha de qual melhor heterose (positiva ou negativa) depende da varidvel

avaliada.

00 Férmula (4)

Hb (%) = (F1-BP) %1
BP

Em que Hb= heterobeltiose; F1= média do nimero de ovos (ovos/folha), tempo de

vida de lagarta a adultos (dias) e mortalidade das lagartas (%) de T. absoluta da primeira
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geragdo hibrida; BP= média do nimero de ovos (ovos/folha), tempo de vida de lagarta a
adultos (dias) e mortalidade das lagartas (%) de T. absoluta do melhor pai.

Para a estimativa da diversidade genética entre os tomateiros foi utilizado nimero
de ovos (ovos/folha), média da nimero de ovos (ovos/folha), tempo de vida de lagarta a
adulto (dias) e mortalidade das lagartas (%) de T. absoluta e foi adotada como medida de
dissimilaridade a distancia quadrada generalizada de Mahalanobis (D?). A partir da
distancia quadrada generalizada de Mahalanobis, foi feita andlise de agrupamento dos
acessos pelo método de ligacdo média entre grupos ndo ponderados, para evitar a
dissimilaridade de valores extremos entre os gendtipos (UPGMA). O UPGMA utiliza
médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, a obtencdo do dendrograma ¢é

estabelecido pelos acessos de tomateiro de menor dissimilaridade.

2.7. Toxicidade dos constituintes quimicos

Neste bioensaio foi utilizado constituintes quimicos comerciais. Primeiramente,
foi determinado a toxicidade dos constituintes quimicos 2-tridecanona, p-cimeno, o-
tomatina e cumarina, que ja foram detectados nestes tomateiros (Koh et al., 2013;
Chanthini et al., 2019; Lee et al.,, 2019). O bioensaio de toxicidade relativa dos
constituintes quimicos a 7. absoluta foi utilizado para determinar as concentragdes letais
50% (CLso), 80% (CLso) € 90% (CLoo). As concentracdes foram definidas de forma a
obter mortalidades entre 5 € 95%. Um teste pré-elimitar foi realizado para determinar o
alcance da curva.

Inicialmente, foram preparadas solucdes estoque para cada constituinte quimico.
Amostras de 1 g de 2-tridecanona, 1 g de p-cimeno, 0,023 g de a-tomatina e 0,5 g de
cumarina foram solubilizados separadamente em quatro provetas com 10 mL de acetona.
As concentragdes obtidas foram de 100 pg uL! de 2-tridecanona e p-cimeno, 2,3 pg uL-
! de a-tomatina e 50 ug uL"! de cumarina. Em seguida foram feitas dilui¢des seriadas em
acetona para obter oito concentragdes. Em seguida, 0,2 uLL de cada constituinte foram
aplicados sobre o dorso de 10 lagartas de primeiro e terceiro instar. Em seguida, as
lagartas foram liberadas sobre um foliolo de tomateiro ‘Santa Clara’ e acondicionado em
placa de Petri (dimensdes, 150 x 15 mm) forradas com algodao hidrofilico umedecido. O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticoes.
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O ntimero de lagartas mortas de 7. absoluta foi avaliado com 96 h apds a aplicacao
dos compostos, usando um microscépio estereoscépico (Olympus), com aumento de 40

VEZES.

2.8. Analise estatistica

Os dados dos bioensaios de antixenose e antibiose foram submetidos aos testes de
pressupostos da normalidade dos erros e homogeneidade das variadncias, e se atendidos,
realizou-se Anova e o teste de agrupamento de Scott-Knott a p<0,05, se ndo atendido
foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para a anélise estatistica
do indice de ndo-preferéncia para oviposicao foi utilizado o Intervalo de Confianca (IC)
a 95%. Para a analise de sobrevivéncia realizou-se o teste de Kaplan & Meier para
confeccdo das curvas e o teste log-rank para verificar diferencas entre as curvas usando o
PROC Life test (SAS Institute, 2012).

Para calcular a significancia da heterose e heterobeltiose as médias foram
analisadas utilizando o teste t. Foi estimado a dissimilaridade genética pela distincia
generalizada de Mahalanobis. Apds a obtengdo da matriz de dissimilaridade foi realizado
o agrupamento pelo método hierdrquico da ligacdo média entre grupo (UPGMA). Foi
utilizado o programa GENES (Cruz, 2006).

Os dados de mortalidade das lagartas com 96 h ap6s a exposi¢ao foram corrigidos
pela formula de Abbott (1925) e submetidos a andlise de probit (Finney, 1971) (PROC
PROBIT; Instituto SAS, SAS, Cary, NC (SAS Institute, 2012). Para verificar qual o
constituinte mais toxico a T. absoluta calculou-se a razio de toxicidade (RTs0), dividindo-
se a maior concentragdo letal que mata 50% da populacao (CLso) do constituinte quimico
pela menor CLso. A significancia foi determinada pela estimativa dos intervalos de
confianga a 95% das RTsso e foram identificadas como significativas se ndo incluindo o

valor 1 (Robertson et al. 2007).

3. Resultados

3.1. Antixenose

Diferencas significativas na repeléncia dos diferentes tratamentos de tomateiro a
T. absoluta foram observadas com 24 h (Fe21=2,96; p=0,03) e 48 h (Fe.21= 3,14; p=0,024)
apos a liberacdo dos adultos (LA) nas gaiolas com as folhas de tomateiro (Figura 2). O

nimero de ovos/folha de tomateiro no tratamento PI1134417 foi menor em comparagao
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com o controle ‘Santa Clara’ em 24 e 48 h, a média foi de 8 e 16 apds a LA,
respectivamente. Por outro lado, os tratamentos BGH985 e SC x PI134417 foram mais
sensiveis que ‘Santa Clara’ nos bioensaios de 24 e 48 h, com médias de 32 ovos/folha e

63 ovos/folha, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Média + erro padrdao do nimero de ovos de 7. absoluta/folha em acessos de
tomateiro e cruzamentos com ‘Santa Clara’ (SC) com 24 (A) e 48 h (B) ap6s a liberagao
dos adultos. Médias seguidas pela mesma letra mindscula sobre a barra nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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O tratamento PI134417 apresentou a maior deterréncia para oviposi¢do em 24 h
(INP=-63,74) e 48 h (INP=-58,17) apés a liberacao dos adultos de 7. absoluta (Figura
3A). Os tratamentos PI127826, SC x PI127826 e SC x BGH985 proporcionaram niveis
intermedidrios de deterréncia para oviposicdo em ambos os tempos. Entretanto BGH985
e SC x PI134417 apresentaram niveis de deterréncia proximas a zero assemelhando-se ao

controle ‘Santa Clara’ no bioensaio de 24 e 48 h (Figura 3).
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Figura 3. Indice de ndo-preferéncia para oviposicdo (INPO) nos tratamentos BGH985,
SC x BGH985, P1127826, SC x P1127826, P1134417, SC x PI134417 e ‘Santa Clara’
(SC) com 24h (A) e 48h (B) ap6s a liberacdo de adultos de T absoluta. Linha tracejada
no interior da figura significa o controle ‘Santa Clara’, e a linha continua o limite superior
e inferior do intervalo de confian¢a a 95%.
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3.2. Antibiose

Nao houve diferenca estatistica para razdo sexual, massa (mg) e mortalidade de
pupas (Kruskal-Wallis, p> 0,05). Entretanto, foi observada diferenga significativa para a
taxa de mortalidade das lagartas de 7. absoluta para todos os tratamentos (Fe;21= 7,29;
p=0,01). Os tratamentos BGH985 e PI134417 demonstraram as maiores taxas de
mortalidade de lagartas (85%) e PI127826 a menor taxa (55%) (Figura 4).
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Figura 4. Média * erro padrdo da mortalidade corrigida das lagartas de 7. absoluta em
acessos de tomateiro e cruzamentos com ‘Santa Clara’ (SC). Barras seguidas pela mesma
letra mindscula ndo diferente estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

No teste de consumo de foliolos de tomateiros, as curvas de sobrevivéncia foram
significativas (Log-rank, p<0,05) (Figura 5A). A taxa de sobrevivéncia de 7. absoluta foi
de 10% aos 24 dias de consumo de foliolos nos tratamentos P1134417 e P1134417 x ‘Santa
Clara’, em comparacdo com o controle ‘Santa Clara’ houve redu¢@o na sobrevivéncia no
mesmo periodo. Para os tratamentos BGH985 e PI127826 x ‘Santa Clara’ a taxa de
sobrevivéncia de T. absoluta em 24 dias foi de 15%. Em comparacdo com o controle

‘Santa Clara’ a redugdo na propor¢do de sobreviventes foi de 78,6% para o mesmo
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periodo. Os tratamentos BGH985 x ‘Santa Clara’ e PI127826 apresentaram as maiores
taxas de sobrevivéncia em compara¢do com os outros tratamentos, que foram de 30 e
40% respectivamente. Em relag@o ao controle ‘Santa Clara’ a redugdo foi de 57,1 e 42,9%
respectivamente, para o mesmo periodo (Figura 5A).

Em rela¢do ao nimero de dias de sobrevivéncia nao houve diferenga estatistica
entre os tratamentos (Kaplan-Meier, p<0,05) (Figura 5B). Foi observado que a propor¢ao
de sobrevivéncia do P1134417 foi menor em relacdo a ‘Santa Clara’, BGH985, P1127826,
SC x PI134417, SC x BGH985 e SC x PI127826. Ao consumir o acesso PI134417 o ciclo
de vida de T. absoluta completou-se aos 24 dias, e nos 11 primeiros dias a propor¢ao de

sobrevivente foi de 20%, demonstrando mortalidade de 80% nesse periodo (Figura 5).
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Figura 5. Curvas de sobrevivéncia de T. absoluta alimentadas de acessos de tomateiro e
cruzamentos com ‘Santa Clara’, estimadas pelo método de Kaplan-Meier. As letras
diferentes na curva ndo diferenciam entre si comparado pelo teste de log-rank (p<0.05).

3.3. Heterose e heterobeltiose

Os valores para nimero de ovos (ovos/folha) (Fe;18= 3,39; p<0,05), mortalidade
de lagartas (%) (Fs.21=10,61; p<0,01) e tempo de vida (dias) (Fe;21=10,61; p<0,01) de T.
absoluta foram significativos. A heterose variou de -34,55 a 64,71 para nimero de ovos,

14,29 a 113,33 para mortalidade de lagartas e 8,86 a 46,17 para tempo de vida (Tabela
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1). A heterobeltiose variou de -35,60 a 293,75 para oviposi¢cdo, -38,46 a 50 para
mortalidade de lagartas e -33,14 a 53,27 para sobrevivéncia (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativa e significancia da heterose e heterobeltiose para as varidveis nimero
de ovos/folha, mortalidade de lagartas (%) e tempo de vida (dias) de lagarta a adulto de
T. absoluta em cruzamentos da variedade suscetivel ‘Santa Clara’ (SC) com os genitores
resistentes P1127826, P1134417 e BGH985.

Heterose (%)'

Mortalidade de
Tratamento Numero de ovos Tempo de vida
lagartas
SC x BGH985 -34,55™ 14,29 -8,86™
SC x P1127826 1,11 113,3 -43,37"
SC x PI134417 64,71° 58,32" -46,17

Heterobeltiose (%)’

SC x BGH985 -35.60m -38.46"™ 53’27ns
SC x PI127826 54.24" 50.00" _33,14ns
SC x PI134417 203 88us -7.69" 22’56ns

10 teste t foi usado para comparar a média dos hibridos com a média dos pais na heterose
e a média dos hibridos com a média do melhor pai na heterobeltiose; *Significativo ao
teste t a p< 0,05; ™Nao significativo ao teste t a p< 0,05.

3.4. Diversidade genética

Foi observado a formagao de dois grupos de tomateiros e dois subgrupos para cada
grupo (método de otimizacdo de UPGMA). O primeiro grupo ¢ composto por ‘Santa
Clara’, BGH985 e P1134417. O segundo grupo ¢ composto pelo SC x PI1127826, SC x
PI134417, SC x BGH985 e PI127826. Os tratamentos BGH985 e PI134417 sdao mais
similares geneticamente. Os tratamentos ‘Santa Clara’ e PI127826 foram os que

apresentaram a maior divergéncia genética (Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma obtido com o método UPGMA a partir da distancia generalizada de Mahalanobis (D?) de ‘Santa Clara’, P1127826, BGH9S85 e

seus cruzamentos.
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3.5. Toxicidade relativa dos constituintes

As concentragdes aplicadas sobre as lagartas de primeiro e terceiro instar de 7.
absoluta variaram de 92,3 a 174 pg inseto™! para cumarina, 255 a 317 ug inseto™! para p-
cimeno, 4,9 a 11,9 g inseto! para o-tomatina e 295 a 369 ug inseto™! para tridecanona
(Tabela 1). A CLsp no primeiro e terceiro instar variaram de 92,3 a 108 g inseto™! para
cumarina, 255 a 271 pg inseto! para o p-cimeno, 4,9 a 6,8 ug inseto™! para a-tomatina e
295 a 310 pg inseto™! para tridecanona. A o-tomatina foi a mais téxica a T. absoluta para
lagartas de primeiro e segundo instar, seguida por cumarina, p-cimento e tridecanona

(Tabela 2).

Tabela 2. Toxicidade relativa de compostos puros de origem do metabolismo secundério
do tomateiro as lagartas de primeiro e terceiro instar de 7. absoluta com 96 h apds a
exposicao.

Concentragoes letais (ug inseto™!) (1.C.95%) e g.l. RTso

Composto
CLso CLso CLoo (p>0.05) (1.C.95%)

Primeiro instar

Cumarina 92,3(89-96)  127(121-129) 157(150-161) 1,18(0,97) 6 19(17-23)"

255(250- )
p-cimeno 20 263(251-270) 271(269-279) 6,75(033) 6  52(49-57)
a-tomatina  4,9(4,5-5,6)  7.2(64-83) 9,5(8,7-10,1) 10,9(0,13) 6  1(0,5-1,9)

295(281- .
Tridecanona o) 324(316-334) 347(330-356) 0,98(0,99) 6  60(55-67)°

Terceiro instar

Cumarina 108(99-119)  138(133-147) 174(164-181) 2,35(0,86) 6  16(19-27)"

271(261-

p-cimeno »5 296(289-305) 317(311-328) 1,33(0,95) 6  40(49-61)°
11,9(8.8-

a-tomatina  6,8(4,1-7,9)  9,7(2,8-16,7) 160) 1,790092) 6  1(0,5-2,7)

. 310(301- ,

Tridecanona 319) 322(319-331)  369(353-379) 2,11(0,94) 6  46(58-69)

v*= qui-quadrado, g.1.= grau de liberdade (n-2), RTso= Razdo de toxicidade (Maior valor
da CLso /menor valor da CLs0), I.C.95%= intervalo de confianga a 95%. O simbolo de
asterisco (*) sobre o valor da razdo de toxicidade (RTso) mostra diferenca estatistica entre
0 composto mais toxico do menos téxico as lagartas de primeiro e terceiro instar adaptado
de Robertson et al. (2007).
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4. Discussao

No presente estudo, menor preferéncia de oviposicao foi observada entre adultos
de T. absoluta para os acessos PI134417, PI127826 e SC x BGH985. A néo preferéncia
de oviposicdo pode estar associada a caracteristicas morfolégicas e quimicas do
tomateiro. Segundo Glas et al. (2012) os tricomas podem dificultar os movimentos dos
insetos ou impedir que cheguem a superficie da folha, além de aprisionar em exsudatos
pegajosos ou toxicos produzidos por tricomas glandulares. De acordo com Neiva et al.
(2013) a densidade dos tricomas glandulares tipo VI do PI134417 pode ser fator
responsavel pela reducdo do nimero de ovos de B. tfabaci. Resultados semelhantes foram
observados por Fernandes et al. (2012), na qual a presenca de tricomas em acessos de
BGH985 podem ser responsaveis pela menor preferéncia para alimentacdo, oviposi¢ao
ou abrigo de L. trifolii. Adicionalmente, os tricomas podem armazenar constituintes
quimicos téxicos ou deterrentes para artropodes (tricomas glandulares) (Biondi, 2016).
Em folhas de PI127826 os tricomas glandulares de tipos IV e VI armazenam 2-
tridecanona e sdo encontrados em maior frequéncia em comparacdo com os tricomas nao
glandulares (2,788 tricomas/cm? tipo IV e 696 tricomas/cm? tipo VI) (Maluf et al. 2001).
Na superficie abaxial e adaxial das folhas de PI134417 o tricoma glandular tipo IV
armazena zingibereno e € o mais frequente, em média sdo encontrados 8,941 tricoma/cm?
(Maluf et al., 2007). Entretanto, no controle ‘Santa Clara’ os tricomas ndo glandulares
sdo mais frequentes, apresentando em média 360 tricomas/cm? (Oriani € Vendramim,
2010). A menor densidade e a maior frequéncia de tricomas ndo glandulares no ‘Santa
Clara’ em comparag¢dao com P1127826 e PI134417 podem ser fatores que influenciaram a
oviposi¢do, alimentacio e mortalidade de 7. absoluta nos tratamentos.

O BGH985, PI1134417, SC x PI134417 e SC x PI127826 quando consumido pelas
lagartas de T. absoluta proporcionaram alta mortalidade (80 e 85%). A maior taxa de
mortalidade pode estar associada a presenca de composto do metabdlito secundario da
planta como 2-tridecanona, o-tomatina, cumarina e p-cimeno (Maluf et al., 1997; Koh et
al., 2013; Chanthini et al., 2019; Lee et al., 2019). Mortalidades acima de 80% mostram
que o composto se equivale a efici€éncia de controle de um inseticida para ser registrado
no Ministério da Agricultura, Pecudria e do Abastecimento no Brasil (MAPA, 1995). Esta
informacao se torna importante, pois estes compostos podem vir a compor formulacdes
de inseticidas para ser utilizado no manejo desta praga ou ainda ser incorporado nos
cultivares de tomate. Além desses compostos, o zingibereno e os acilagicares podem estar

relacionados com a resisténcia destes tomateiros a 7. absoluta (Maluf et al., 2010). O
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composto 2-tridecanona tem sido associado a maior taxa de toxicidade as lagartas de 7.
absoluta (Oliveira et al.,, 2012; Biondi et al., 2018). Neste estudo, observamos
mortalidade de 85%, que corrobora com a mortalidade encontrada por Moreira et al.
(2009) (90%) quando alimentadas com PI134417. Pode-se considerar que os tratamentos
PI1134417, P1127826, SC x P1134417 e SC x PI127826 apresentaram toxicidade para as
lagartas. Além disso, o consumo de folhas pelas lagartas nos tratamentos BGH985, SC x
BGH985, PI127826, SC x PI127826, PI134417 e SC x PI134417 pode afetar a
sobrevivéncia desta praga. De acordo com Sridhar et al. (2019) os acessos de tomateiros
silvestres resistentes S. pennellii, S. arcanum e S. corneliomulleri reduzem a
sobrevivéncia, aumentando a duracdo da fase larval e a fase de pupa de T. absoluta.
Resultado semelhante para a sobrevivéncia foi apresentado no nosso estudo, neste caso
houve reducdo de dias para P1134417 em relagdo aos outros tratamentos, mas ndo foi
observado aumento da fase larval ou de pupa.

O BGH985 foi mais preferido para oviposi¢do de 7. absoluta do que P1127826 e
PI134417, ndo diferindo estatisticamente do controle ‘Santa Clara’, porém apresentou
alta mortalidade das lagartas 7. absoluta. Isso pode demonstrar que a categoria de
resisténcia envolvida na oviposi¢do e mortalidade de lagartas de T. absoluta desse
tratamento podem ser diferentes. A preferéncia por oviposi¢do pode ser afetada por
compostos quimicos, eles interferem em neurorreceptores ou neurotransmissores que
afeta a transduc@o de sinal neural, pode inibir acdo de enzimas ou funcionalidade de
proteinas (Wink, 2018). Compostos quimicos que afetam sistema nervoso € enzimatico
de insetos proporcionam alteragdes comportamentais e reduzem a performance
reprodutiva e comportamental de insetos, além de poder causar mortalidade (Szendrei e
Rodriguez-Saona, 2010).

Foi observado que os hibridos SC x PI127826 e SC x P1134417 apresentaram as
maiores heteroses (-43,37 e 46,17%, respectivamente) para tempo de vida. O hibrido SC
x PI127826 apresentou a maior heterose para mortalidade de lagartas (113,30%). O
hibrido SC x BG985 apresentou a maior heterose (-34,55%) para nimero de ovos/folha.
O hibrido SC x PI127826 apresentou a maior heterobeltiose (-33,14 %) para tempo de
vida e para mortalidade de lagartas (50,00%) de T. absoluta. O hibrido SC x BGH985
apresentou a maior heterobeltiose (-35,60%) para o nimero de ovos/folha. A heterose e
heterobeltiose negativa dos hibridos SC x PI127826, SC x PI134417 pode demostrar que
houve reducdo do tempo de vida e do numero de ovos/folha de 7. absoluta nos hibridos
em relacdo a média dos pais e do melhor pai. A heterose e heterobeltiose positiva do

hibrido SC x PI134417 pode demonstrar que houve aumento na mortalidade de lagartas
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de T. absoluta nos hibridos em relagdo a média dos pais e do melhor pai, respectivamente.
Essa condicdo de heterose pode ocorrer pela complementacdo de alelos recessivos
levemente deletérios presentes nos pais ou a heterozigosidade em loci individuais leva a
um desempenho fenotipicamente superior em comparagdo a qualquer condicao
homozigética (Schnable e Springer, 2013). Segundo Hallauer (1990) a heterose permite
a identificacdo de populacdes geneticamente divergentes, e essas populagdes podem ser
a base para o desenvolvimento de linhagens contrastantes que podem ser utilizadas em
cruzamentos hibridos. Para compreensao da heterose dos hibridos SC x BGH985, SC x
PI127826 e SC x PI134417 estudos posteriores sao necessarios, mas os resultados desse
estudo podem demonstrar que os hibridos tém potencial de serem utilizados em
programas de melhoramento genético para resisténcia a 7. absoluta.

Os hibridos SC x PI127826, SC x PI134417, SC x BGH985 foram agrupados no
grupo dois, eles se diferenciaram do primeiro grupo por apresentaram maior mortalidade
de lagartas e menor sobrevivéncia de 7. absoluta. Esses resultados podem demonstrar que
pode haver divergéncia genética entre os tratamentos. Segundo Oliboni et al. (2012) a
divergéncia genética é uma das carateristicas que permite identificacdo de cruzamentos
com maior probabilidade de sucesso para heterose. De acordo com Aratjo et al. (2016),
a distancia quadrada generalizada de Mahalanobis ajuda na identificacdo de divergéncia
genética entre gendtipos e consequentemente na selecdo de bons genitores. Conhecer
bons genitores € importante em um programa de melhoramento genético para tomada de
decisdes (Maciel et al. 2018). Segundo Figueiredo et al. (2017) a identificacdo da
divergéncia genética possibilitou que eles pudessem selecionar os melhores hibridos que
seriam utilizados na formacdo de linhagens contrastantes.

Dentre os constituintes quimicos a o-tomatina foi o composto mais téxico para
lagartas de 7. absoluta, seguido da cumarina, p-cimeno e tridecanona. De acordo com
Nenaah (2014) a toxicidade desses compostos pode estar relacionada com o estadio de
desenvolvimento do artropode. Entretanto, nesse estudo ndo foi observada variacdo na
toxicidade dos compostos para lagartas de primeiro e terceiro instar de 7. absoluta. A o-
tomatina tem a¢do na membrana plasmatica das células, ela se liga aos esterdis presente
na membrana plasmatica e altera sua biossintese e metabolismo (Chowanski et al. 2016).
O p-cimeno tem acdo sobre as mitocondrias, atuando no sistema oxidativo-fosforilativo,
alterando a capacidade de sintese de ATP causando morte dos insetos (Custédio et al.
2011). Segundo Pavela (2014) a concentragido de p-cimeno de 300 pg inseto”! matou
100% das lagartas de terceiro instar de S. litforalis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera:

Noctuidae), a CLso foi de 52 pg inseto!. Os resultados apresentados pela o-tomatina
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cumarina, p-cimento e tridecanona demonstram o potencial desses compostos no controle
de T. absoluta, e tomateiros que apresentam esses compostos em abundancia podem ser

utilizados em programas de melhoramento vegetal.

5. Conclusao

O tratamento PI134417 foi resistente a T. absoluta. A heterose pode ser explorada
nos hibridos SC x PI127826, SC x PI134417 e SC x BGH985 para resisténcia a T.
absoluta em programa de melhoramento vegetal. Houve diversidade genética entre os
tratamentos, e o ‘Santa Clara’ e P1127826 foram os que apresentaram a maior divergéncia
genética. A o-tomatina foi o constituinte quimico mais téxico para as lagartas de T.

absoluta.
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