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RESUMO 

 

RIBEIRO, Fabricio Rainha, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, novembro de 
2015. Microbiota associada à Tetranychus spp. (Acari: Tetranychidae) em 
tomateiro e a resposta bioquímica defensiva dessa planta à herbivoria de pragas 
agrícolas. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.  

 
 

O Brasil é um dos maiores produtores de tomateiro do mundo, apresentando assim 

importante papel na economia do país. Como toda monocultura, o tomateiro não está 

livre de herbívoros-praga, entre as quais se destacam os ácaros Tetranychus urticae 

(KOCH, 1836) e T. evansi (ácaro-vermelho) e a largata Tuta absoluta (Meyrick, 

1917). Visando defenderem-se das injúrias causadas por herbívoros, as plantas 

possuem diversas estratégias de defesa. Uma delas são as alterações na expressão de 

seus genes que elevam os níveis de compostos de defesa. Em contrapartida aos 

mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas, os insetos tendem a se adaptar 

e/ou burlar os compostos desta defesa. Isso pode ocorrer através do aumento da 

síntese de enzimas proteolíticas do intestino dos insetos ou por meio de associação 

com endossimbiontes. Assim, este trabalho visou identificar a diversidade 

microbiana em T. evansi e T. urticae, as possíveis interferências da associação 

microbiana de T. evansi sobre a defesa do tomateiro, além de estudar a resposta de 

defesa induzida da planta quando submetida, simultaneamente, a diferentes 

herbívoros e às atividades enzimáticas dos herbívoros quando alimentados com 

folhas destas plantas. Por fim, foi avaliado o efeito da defesa do tomateiro na 

reprodução de T. evansi. Primeiramente foi determinada mediante técnica de 

eletroforese e gel com gradiente desnaturante (DGGE), a diversidade de micro-

organismos, fungos e bactérias, associados a T. evansi e T. urticae. Além disso, 

avaliou-se primers específicos para identificação de Wolbachia, Rickettsia, 

Spiroplasma e Cardinium. Os ácaros não apresentaram associação endossimbiótica 

com fungos. T. evansi possui maior diversidade bacteriana que T. urticae, sendo 

predominantemente diferentes as espécies de bactérias entre estes ácaros. As 

maiorias das bactérias encontradas nos ácaros são do filo Proteobactéria e algumas 

ainda não foram identificadas. Não foi possível a identificação específica das 

bactérias com os primeres utilizados. Este é o primeiro trabalho sobre a diversidade 
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de micro-organismos nessas duas importantes espécies de ácaros. Em outra etapa da 

pesquisa foi instalado um experimento com os seguintes tratamentos: plantas sem 

herbívoros; plantas infestadas com T. evansi; plantas infestadas por T. evansi tratados 

com tetraciclina; plantas infestadas por T. urticae; plantas infestadas por T. evansi + 

T. urticae; plantas infestadas por T. evansi + T. absoluta; plantas infestadas por T. 

urticae + T. absoluta; e plantas infestadas por T. absoluta. Para análise da defesa do 

tomateiro foram avaliadas as atividades de lipase, lipoxigenase (LOX), inibidores de 

proteases (IP) e polifenoloxidase (PPO). Foram avaliados os efeitos desses 

compostos de defesa sobre a oviposição de T. evansi. Nos herbívoros, foram feitas 

análises de atividade de proteases totais, atividade amidásica de tripsina-like, 

atividade esterásica de tripsina-like, atividade de quimiotripsina-like e cisteíno 

protease. Essas análises foram feitas em T. evansi, T. urticae, T. absoluta, T. evansi 

quando a planta foi injuriada por T. evansi e T. urticae juntos e em T. evansi quando 

atacou a planta com T. absoluta. T. evansi não tratado com tetraciclina não induziu a 

via de defesa do tomateiro que resulta na produção de IP, embora sua injuria tenha 

induzido uma maior atividade de PPO, isso não afetou sua oviposição. T. evansi 

tratado com tetraciclina induziu parcialmente a defesa do tomateiro. Quando esse 

ácaro injuriou o tomateiro com outros herbívoros, os níveis de IP do tomateiro foram 

aumentados. Todos os herbívoros possuem atividades para as enzimas digestivas 

testadas, sendo que para T. evansi tratado com tetraciclina ocorreu uma diferença na 

atividade de quimiotripsina-like e na atividade de tripsina-like. Estes resultados 

demostram que possivelmente bactérias endossimbiontes podem auxiliar o ácaro T. 

evansi a contornar as defesas do tomateiro. O tomate consegue responder ao T. 

evansi quando esse ataca o tomateiro simultaneamente com outros herbívoros e que 

as bactérias endossimbiontes de T. evansi alteram as atividades de suas enzimas 

digestivas. 
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ABSTRACT 

 

RIBEIRO, Fabricio Rainha, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, november, 2015. 
Microbiota associated the Tetranychus spp. (Acari: Tetranychidae) in tomato 
and the defensive biochemical response this plant to herbivory agricultural 
pests. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira.  
 
 
Brazil is one of the major tomato producers worldwide. As any monoculture, tomato 

is not unimpeded of pest herbivores within stand out the mites Tetranychus urticae 

(KOCH, 1836) and T. evansi and insect larvae as Tuta absoluta (Meyrick, 1917). In 

order to defence from injures caused by herbivores the plants develop several 

defence strategies. One of them is alterations in gene expressions which increase 

levels of defence compounds. On the other hand, against defence mechanisms 

developed by plants insects tend to adapt and/or outwit this defence compounds. This 

can occur through increasing proteolytic enzyme synthesis in insect gut or via 

endosymbiont associations. Thus, this work aimed to identify the microbe diversity 

in T. evansi and T. urticae and the possible interferences of microbe association of T. 

evansi over tomato defences. As well of studying the induced plant defence response 

when subject of different herbivores feeding simultaneously and the enzymatic 

activity of these herbivores feeding on leaf plants. Finally, effects of plant defences 

in T. evansi performance were evaluated. First, it was determinate through 

denaturing gradient gel electrophorese (DGGE), the microorganisms diversity of 

fungi and bacteria associated to T. evansi e T. urticae. Besides, specific primers were 

evaluated for identification of Wolbachia, Rickettsia, Spiroplasma e Cardinium. The 

mites did not show endosymbiotic associations with fungi. T. evansi host higher 

bacteria diversity than T. urticae, being predominantely diferent between mites. Most 

of bacteria belongs to Proteobacteria phylum and some are not identified yet. It was 

not possible the specific identification of bacteria with the primers utilized. This is 

the first work on the microorganism’s diversity on these two important mite species. 

In another research stage it was installed an experiment with treatments as follows: 

plants without herbivores, plants infested with T. evansi; plants infested with T. 

evansi treated with tetracycline; plants infested with T. urticae; plants infested with 

T. evansi + T. urticae; plants infested with T. evansi + T. absoluta; plants infested 

with T. urticae + T. absoluta; and plants infested with T. absoluta. For tomato 
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defence analysis were determined activities of lipases, lipoxygenases (LOX), 

proteinase inhibitors (PI) and polyphenol oxidases (PPO). It was evaluated the 

effects of these defence compounds on T. evansi performance. In the herbivores were 

done analysis of total proteinases activities, amidase trypsin-like activity, esterase 

trypsin-like activity, quimotrypsin-like activity and cysteine proteinase activity. The 

none tetracycline treated T. evansi did not induce PI production although it´s injure 

induced a higher PPO activity but this did not affect their performance.  T. evansi 

treated with tetracycline partially induce the tomato defence and when this specie 

injures the plant simultaneously with other herbivores PI levels are increased. All 

herbivores showed activities for all the measured digestive enzymes being that for 

tetracycline treated T. evansi a difference in quimotrypsin-like and trypsin-like 

activities occurs. These results reveal that endosymbiont bacteria can help T. evansi 

to outwit plant defences. The tomato plants respond to T. evansi injuries when feed 

simultaneously with other herbivores and their endosymbiont bacteria alters the 

digestive enzyme activities. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

O tomate (Lycopersion esculentum Mill. Solanaceae) tem como possível 

centro de diversidade o litoral do pacífico entre o Equador e o norte do Chile, até a 

altitude de, aproximadamente, 2000 m nos Andes (SILVA et al., 2007). Atualmente 

é cultivado em mais de 150 países, com produção, no ano de 2013, em torno de 

163,9 milhões de toneladas (FAO, 2015a). No mesmo ano, o Brasil produziu 4,18 

milhões de toneladas de tomate, ficando entre os 10 maiores produtores, com 

destaque para as regiões Sudeste e Centro-Oeste, as quais foram responsáveis por 

75,2 % da produção nacional (IBGE, 2015). Portanto, essa cultura apresenta 

importância econômica para o país (FAO, 2015b). 

O Estado de Goiás é o maior produtor de tomate do país, tento atingida a 

produção de 1,3 milhão de toneladas no ano de 2013, correspondendo a 31,5 % da 

produção brasileira (IBGE, 2015), seguido dos estados de São Paulo e Minas Gerais 

com, respetivamente, 885,9 mil toneladas e 563,3 mil toneladas. 

Além de várias doenças que podem limitar sua produção, a cultura também 

está sujeita a infestações de insetos-praga como brocas, mosca-minadoura, mosca-

branca, tripes, pulgões, ácaros e traça-do-tomateiro (SILVA et. al., 2007). Esse fato 

leva a aplicação de grandes quantidades de agrotóxicos nas lavouras de tomate 

(CARVALHO et al., 2015) 

Entre estas pragas, os ácaros e a traça-do-tomateiro são consideradas as mais 

importantes devido à capacidade de causarem prejuízos na produção do tomate. Os 

ácaros Tetranychus urticae (ácaro-rajado) (KOCH, 1836) e T. evansi (ácaro-

vermelho) sugam a face inferior dos folíolos, o que causa manchas cloróticas na 

parte superior dos mesmos. Quando estas injúrias são intensas, elas desencadeiam o 

secamento das plantas. Esses ácaros produzem fios de teia na face das folhas 

(FILGUEIRA, 2013), apresentam 0,46 mm de comprimento, com manchas dorsais 

escuras (T. urticae) ou de cor vermelho-intenso (T. evansi). 

 A traça-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), 

causa danos na sua fase jovem. Suas larvas perfuram as folhas formando galerias 

onde se alimentam do mesófilo foliar, deixando apenas as epidermes intactas, sendo 

possível, assim, observar regiões transparentes nas folhas nos últimos instares 
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larvais, o que facilita o reconhecimento dessa praga (BAHAMONDES & MALLEA, 

1969).  

Visando se defenderem das injúrias causadas por herbívoros, as plantas, 

durante a sua evolução, têm desenvolvido diversas estratégias (AGRAWAL & 

FISHBEIN, 2006). Ao serem injuriadas, ocorre o desencadeamento de uma cascata 

de eventos bioquímicos que precedem alterações na expressão de seus genes de 

defesas que elevam os níveis de compostos, por exemplo, de inibidores de proteases 

(MAFFEI et al., 2007).  

É postulado que inibidores de proteases têm função de proteger as plantas 

contra as injúrias causadas por vários tipos de herbívoros, inibindo 

significativamente as atividades proteolíticas de proteases presentes no intestino 

destes indivíduos (HILDER et al., 1987; RYAN, 1990). Quando ocorrem ferimentos 

em folhas, verifica-se grande aumento na síntese de inibidores de proteases no local 

da lesão (resposta local) e também por toda a planta (resposta sistêmica), sendo essa 

síntese dependente da atividade de lipase e lipoxigenase (LOX) (FARMER & 

RYAN, 1992). Diversos compostos identificados em plantas que podem regular a 

expressão dos genes que codificam inibidores de proteases são induzidos por 

ferimentos; dentre eles estão os oligouronídeos, ácido abscísico, metil jasmonato, 

ácido jasmônico e a sistemina. Entretanto essa resposta de defesa que leva a indução 

destes compostos pode ser vulnerável a patógenos (NOMURA et al., 2006). 

Em contrapartida aos mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas, os 

insetos tendem a se adaptar e/ou burlar os compostos de defesa de seus hospedeiros. 

Um exemplo disso é o relatado por Pilon et al. (2009), que registraram  o aumento da 

síntese de enzimas proteolíticas no intestino médio da lagarta-da-soja, Anticarsia 

gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), aumentando o aproveitamento 

da proteína vegetal ingerida. A maior atividade de enzimas é uma resposta aos 

inibidores de proteases produzidos pela planta. Outra possibilidade dos artrópodes 

levarem vantagens em relação ao sistema de defesa dos seus hospedeiros é manter 

associação com endossimbiontes, pois estes organismos podem aumentar as enzimas 

digestivas dos artrópodes, inativar compostos de defesa da planta e fornecer 

vitaminas e aminoácidos para seus hospedeiros (REESON et al., 2003; VISÔTTO, et 

al., 2009; BARR et al., 2010;CHUNG et al., 2013; DOUGLAS, 2013).  
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 O tomateiro, assim como os demais vegetais, também possui a via 

octadecanoide (lipase, lipoxigenase e inibidores de proteases) como responsável pela 

indução de defesa contra suas pragas (FARMER & RYAN, 1992).  Mas 

recentemente foi mostrado que o ácaro T. evansi consegue alterar o processo de 

defesa da planta do tomateiro, diminuindo seus compostos de defesa, dessa forma 

favorecendo seu desenvolvimento e reprodução (SARMENTO et al., 2011). Nas 

últimas duas décadas, esse ácaro tem expandido sua distribuição geográfica e 

emergido como uma séria praga agrícola. Como já mencionado, esta cultura 

apresenta várias pragas que podem ocorrer simultaneamente. Além disso, sabe-se 

que ácaros possuem associação com microorganismos (WEEK & BREEUWER, 

2001) e que este tipo de associação pode ser benéfica (CHUNG et al., 2013; BARR 

et al., 2010; DOUGLAS, 2013; REESON et al., 2003; VISÔTTO, et al., 2009). 

Porém, não se conhece a microbiota relacionada com T. evansi e T. urticae, nem o 

comportamento defensivo do tomateiro quando injuriado por diferentes pragas e suas 

possíveis combinações. 

Assim, este trabalho visou identificar à diversidade microbiana em T. evansi e 

T. urticae (Capítulo 1), as possíveis interferências da associação microbiana de T. 

urticae sobre a defesa do tomateiro, além de estudar a resposta de defesa induzida da 

planta quando submetida, simultaneamente, a diferentes herbívoros e as atividades 

enzimáticas dos herbívoros quando alimentados com folhas destas plantas. Por fim, 

foi avaliado o efeito da defesa do tomateiro na reprodução de T. evansi (Capítulo 2).  
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CAPÍTULO I  

ASSOCIAÇÃO DE ÁCAROS COM MICRO-ORGANISMOS 

RESUMO 

Associações simbióticas entre artrópodes e micro-organismos são bem conhecidas na 

natureza. Para os artrópodes, essas associações proporcionam vantagens tais como 

produção de enzimas e vitaminas, proteção contra inimigos naturais e desintoxicação 

de compostos de defesa produzidos pelas plantas. Para os micro-organismos, a 

principai vantagem é o local para desenvolvimento e dispersão. Tetranychus evansi 

Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae), e T. urticae (KOCH, 1836) são 

importantes pragas de diversas culturas, principalmente do tomate. Considerando a 

inexistência de investigações sobre micro-organismos associados a ácaros de 

importância agrícola, o objetivo do presente trabalho foi determinar, mediante a 

técnica de eletroforese e gel com gradiente desnaturante (DGGE), a diversidade de 

micro-organismos (fungos e bactérias) associados a T. evansi e T. urticae, bem como 

avaliar primers específicos para identificação de Wolbachia, Rickettsia, Spiroplasma 

e Cardinium. Mediante análises dos resultados, observou-se, que essas duas espécies 

de ácaros não possuem fungos como micro-organismos endossimbiontes. Detectou-

se em T. evansi uma diversidade bacteriana maior, quando comparada a T. urticae, 

sendo predominantemente diferentes as espécies de bactérias entre esses dois ácaros. 

A maioria das espécies de bactérias nos ácaros foi do filo Proteobactéria e as duas 

espécies de ácaros possuem bactérias que ainda não foram identificadas. Nenhum 

dos primers específicos usados foram adequados para identificação de bactérias 

específicas. Pesquisas relacionadas a endossimbiontes normalmente avaliam a 

influência de um micro-organismo específico sobre a biologia do hospedeiro. Aqui, 

pela primeira vez, foi detectada a diversidade de micro-organismos nessas duas 

importantes espécies de ácaros. Essas informações podem ajudar a compreender o 

sucesso dessas espécies como pragas agrícolas. 
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CAPÍTULO I  

 ASSOCIATION OF MITES WITH MICROORGANISMS 

 

 

ABSTRACT 

Symbiotic associations among arthropods and microorganisms are well known in 

nature. For arthropods those associations provide some advantages as enzymes and 

vitamins production, protection against natural enemies and detoxification of plant 

defence compounds. For microorganisms the main advantages are development sites 

and dispersion. Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae), and T. 

urticae (KOCH, 1836) are important pests of diverse crops mainly tomato 

(Lycopersicon esculentum Miller). Whereas non-existence of researches about 

microorganisms associated to mites of agricultural importance the objective of this 

work was to determine the microorganism’s diversity, fungus and bacteria associated 

to   T. evansi e T. urticae using denaturing gradient gel electrophoresis technic 

(DGGE) and to evaluate specific primers for identification of Wolbachia, Rickettsia, 

Spiroplasma and Cardinium. Results reveal that none mite species own fungus as 

endosymbiont organisms. T. evansi hosts a larger bacteria diversity compared to T. 

urticae being these bacteria species predominantly different between the two mites. 

Most of bacteria species inside the mites belongs to Proteobacteria phylum and 

both mite species host none identified bacteria. None of specific primers used were 

adequate for species bacteria identification. Related researches to endosymbionts 

normally evaluate the influence of a specific microorganism on host biology. Here, 

by the first time we show the microorganism diversity inside this two important mite 

species. This information could help to understand the success of this two mite 

species as agriculture pests. 
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1. INTRODUÇÃO  

Os fatores bióticos e abióticos, tais como interações ecológicas, temperatura, 

intensidade luminosa e nutriente determinam os limites inferiores e superiores onde 

os organismos conseguem sobreviver (HENRY-SILVA & CAMARGO, 2005). Eles 

não vivem isolados, normalmente estabelecem associações biológicas e estão 

sujeitos, simultaneamente, a diferentes tipos de interações que podem ser 

classificadas dentro de categorias como competição, predação, parasitismo, 

mutualismo, detritívora (BEGON et al., 2007) e associação endossimbiótica, quando 

um organismo utiliza outro como hospedeiro (MORAN, 1992). 

A ocorrência de interações simbióticas entre micro-organismos e artrópodes é 

bem conhecida. Em artrópodes, existe uma enorme e diversa gama de bactérias 

endossimbiontes que, na maioria das vezes, são transmitidas verticalmente através do 

citoplasma do ovo (MORAN et al., 2008). Cass et al. (2014) afirmaram que 

endossimbiontes são componentes importantes da biologia e ecologia de artrópodes 

terrestres. Desta forma, para maior entendimento dos mecanismos que regem a 

interação entre plantas e artrópodes, é necessário que eles sejam estudados dentro de 

um contexto ecológico juntamente com os micro-organismos, sendo esses 

importantes componentes do sistema (STEINHAUS, 1960). Esses micro-organismos 

podem ser encontrados no intestino e em outras regiões do corpo do inseto. A 

microbiota intestinal representa todo aspecto da relação microbiana, tanto de 

patógenos como de mutualismo obrigatório. Os primeiros estudos realizados sobre 

simbiose inseto-bactéria consideraram apenas a relação entre inseto e micro-

organismo patogênico e a consequente produção de inseticidas microbianos. 

Posteriormente, pesquisas no campo da endossimbiose têm enfatizado a relação de 

como os micro-organismos interagem com os insetos (DILLON & DILLON, 2004). 

As relações endossimbióticas são responsáveis pelos insetos serem 

considerados os organismos mais bem adaptados em nosso planeta, sendo capazes de 

habitar locais que apresentam severas limitações nutricionais (HEIKE & ROY, 

2009). Os insetos xilófagos, cujo alimento é a celulose da madeira, são desafiados 

com alimento pobre em nitrogênio, com compostos de difícil digestão e altos teores 

de compostos de defesa (DOUGLAS, 2013). Para esses organismos, a associação 

endossimbiótica permite a quebra da celulose e a degradação de substâncias tóxicas 

produzidas pelo vegetal. Reeson et al. (2003) destacam ainda que a flora bacteriana 



9 

 

de insetos desempenham importante papel na produção de feromônios, degradação 

de pesticidas, síntese de vitaminas e prevenção a patógenos. 

Em artrópodes, associações com micro-organimos endossimbiontes são 

comuns nas ordens Homoptera (afídeos, mosca branca, cochonilhas, psilídeos e 

cigarras), Blattaria (baratas), Coleoptera (besouros) (Buchner, 1965) e Lepidopteras 

(mariposas) (VISOTTÔ, 2009). Essas associações também estão presentes na 

subclasse Acari da classe Arachinda (KOPECKY et al. 2013; GLOWSKA et al. 

2015). 

Uma grande dificuldade de estudar associações endossimbióticas é devido ao 

grande número de espécies de bactérias que são impossíveis de serem cultivadas em 

meios de cultura. Entretanto, o uso de ferramentas de biologia molecular, tem 

tornado cada vez mais evidente que os micro-organimos desempenham funções que 

influenciam na biologia, ecologia e evolução dos insetos hospedeiros (OLIVER &  

MARTINEZ, 2014). Muyzer  et al. (1993) propuzeram a Eletroforese em Gel com 

Gradiende Desnaturante (DGGE), que consiste em uma técnica baseada na 

mobilidade eletroforética de moléculas de DNA parcialmente desnaturadas em geis 

de poliacrilamida, o que diminui sua migração pelo gel quando comparadas com a 

forma de dupla hélice da molécula. Essa técnica separa fragmentos de DNA baseadas 

em pequenas diferenças em suas sequências (REESON et al., 2003). Para o completo 

estudo da comunidade bacteriana é comumente usada a amplificação de sequências 

de DNA correspondentes a porção 16S rRNA, a partir de primers universais para 

bactérias (HEUER et al., 1997), pelo fato de serem sequências conservadas, 

presentes em todas as bactérias (SMIT & READ, 1997). 

Estudos recentes têm indicado que endossimbiontes podem auxiliar o 

hospedeiro a contornar as defesas produzidas pelas plantas. Como exemplo, o 

besouro, Dendroctonus ponderosae Hopkins; (Coleoptera: Curculionidae) uma 

importante praga do pinus (Pinaceae), abriga bactérias que possuem vias de 

detoxificação de terpenos produzido pelo vegetal (OLIVER, 2014). Barr et al. (2010) 

mostraram que endossimbiontes de insetos influenciam na resposta de defesa do 

milho de forma a favorecer a alimentação do hospedeiro. Esses trabalhos sugerem 

que endossimbiontes podem auxiliar seus hospedeiros na reprodução e dispersão da 

espécie. 
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Um herbívoro de notável capacidade de dispersão é o ácaro Tetranychus 

evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae), conhecido popularmente como 

ácaro-vermelho, e descrito pela primeira vez mediante espécimes coletados em 

plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Miller - Solanaceae) nas ilhas Maurícias 

(BAKER & PRITCHARD,1960). T. evansi é nativo da América do Sul, mas ampliou 

sua distribuição para a América do Norte, África, Europa, Ásia e muitas ilhas ao 

redor do mundo (GUTIERREZ & ETIENE, 1986; MIGEON & DORKELD, 2011; 

MIGEON et al., 2009; BOUBOU et al., 2010 e 2012). Outro ácaro de grande 

importância agrícola é o ácaro-rajado, Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) 

(KOCH, 1836). Devido à ampla gama de hospedeiros e prejuízos causados, T. 

urticae é apontado como principal espécie praga do gênero Tetranychus (PAPA et 

al., 2003). 

Considerando a inexistência de investigações sobre micro-organismos 

associados a ácaros de importância agrícola, o objetivo do presente trabalho foi 

determinar, através da técnica de eletroforese e gel com gradiente desnaturante 

(DGGE), a diversidade de micro-organismos, fungos e bactérias, associados a T. 

evansi e T. urticae, bem como avaliar primers específicos para identificação de 

Wolbachia, Rickettsia, Spiroplasma e Cardinium.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1. Criação dos ácaros Tetranychus evansi e Tetranychus urticae 

Os ácaros foram criados massalmente no Laboratório de 

Acarologia/Entomologia-UFV, alimentados com folhas de tomate da variedade Santa 

Clara I-5300. As plantas de tomate foram cultivadas em casa de vegetação. Quando 

suas folhas estavam completamente desenvolvidas, estas foram coletadas com o 

auxílio de uma tesoura esterilizada e o pecíolo das mesmas foram imediatamente 

colocados em um copo com 100 mL de água e as folhas foram transportadas para o 

Laboratório de Acarologia. Os ácaros das espécies T. evansi e T. urticae foram 

transferidos para as folhas com o auxílio de um pincel de cerdas macias. As colônias 

foram mantidas em sala climatizada, cada espécie em uma sala, sob condições 

controladas (temperatura: 25 ± 5ºC, umidade relativa do ar: 70 ± 5 % e fotoperíodo 

de 12 horas). 
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2.2. Extração do DNA 

A extração do DNA foi realizada utilizando 70 fêmeas de cada espécie de 

ácaros (T. evansi e T. urticae). Os ácaros foram previamente desinfestados através da 

imersão em álcool 70 % (v/v) por dois minutos, seguida de lavagem com solução de 

hipoclorito de sódio 0,1 % (v/v), posteriormente lavados em água estéril para retirada 

do excesso desse produto. Por fim, foram centrifugados a 5.000 rpm durante cinco 

minutos para a retirada de micro-organismos da sua superfície. 

O DNA total dos indivíduos foi extraído a partir de uma adaptação da 

metodologia proposta por Pospiech & Neumann (1995). Os indivíduos, de acordo 

com cada espécie, foram colocados em microtubos de 1,5 mL onde foi adicionado 

200 µL de tampão SET (75 mM de NaCl; 25 mM EDTA; 20 mM Tris-HCl, pH 7,4) 

autoclavado a 120 ºC/15 min, seguido por maceração imediata. Em seguida, realizou-

se a centrifugação a 500 rpm por três minutos. Esse procedimento foi realizado três 

vezes. O sobrenadante oriundo do passo anterior foi centrifugados a 5.000 rpm por 

cinco minutos e descartado, e o precipitado formado (pellet) foi ressuspendido em 

100 µL de tampão TE (100 mM Tris-HCl e 10mM EDTA, pH 7,5) na presença de 1 

µL de proteinase K (20mg/mL) e 8 µL de lisozima (50 mg/mL). O pellet foi 

incubado a 37ºC por uma hora em banho-maria, sendo homogeneizados a cada 10 

minutos ao longo da incubação. Em seguida, foram adicionados 60µL de SDS 10 % 

M/V (dodecil sulfato de sódio) e novamente incubado a 37ºC por 30 minutos. Foram 

adicionados 60 µL de CTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamônio Sigma ultra) 

10%  M/V e a reação incubada a 65ºC por 10 minutos. Posteriormente adicionou-se 

um volume equivalente de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) V/V e 

centrifugou-se a 10.000 rpm por 20 minutos. A fase superior foi transferida para 

outro microtubo, onde adicionou-se igual volume de álcool isopropílico e a amostra 

foi centrifugada a 12.000 rpm por 30 minutos. Depois, a amostra foi incubada a -

20ºC por duas horas e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com 20 

µL de álcool etílico 70% V/V, centrifugado a 5.000 rpm por dois minutos e 

ressuspendido em 20 µL de tampão TE (100 mM Tris-HCl e 10 mM EDTA, pH 7,5). 

O material foi acondicionado a -20ºC até o momento da amplificação. 
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2.3. Amplificação do DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Para identificar a diversidade bacteriana e fúngica em ácaros T. evansi e T. 

urticae, mantidos em folhas de tomateiro, amplificações por PCR foram realizada 

com o DNA extraído usando primers universais para bactérias e fungos. Foi 

amplificado o 16S rRNA para as bactérias. Para a detecção de fungos, foi 

amplificado o gene 18S rRNA e usado primers para amplificar a região ITS (Internal 

Transcribed Spacer), que separa os genes 18S e 28S do rDNA e que pode ser 

amplificada com primers específicos ancorados nessas duas regiões. Essa região é 

altamente conservada intraespecificamente, mas variável entre diferentes espécies, o 

que possibilita a distinção em nível específico (SWOFFORD & OLSEN, 1990). Uma 

cauda GC (sequência de guanina - citosina) foi adicionada à extremidade 5' de cada 

iniciador, para permitir a análise por eletroforese em gel com gradiente desnaturante 

(DGGE) posteriormente. Além disso, primers específicos foram utilizados para 

amplificar sequências de bactérias do gênero Cardinium, Rickettsia, Spiroplasma e 

Wolbachia. 

 

2.4. Primers para identificação das bactérias 

A quase completa sequencia do gene 16S rRNA foi amplificada com o par de 

primers 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) / 1492R (5’-

GGCTACCTTGTTACGACTT-3’) (LANE et al., 1991), abrangendo 

respectivamente as posições 8-27 e 1492-1507 de Escherichia coli. Para a região V3, 

que é variável dentro de espécie bacterianas, foi amplificada com uma segunda PCR 

usando os primers 338GC 

(5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTA

CGGGAGGCAGCAG-3’)/518R (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) (KIM et al., 

2010). Os ciclos para a primeira amplificação foram: 5 minutos a 95 °C, seguindo de 

40 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 50°C e 2 minutos a 72 °C, concluindo com 

uma extensão final de 7 minutos a 72°C. A primeira PCR foi realizada para um 

volume final de 25µL sendo: 2µL de amostra de DNA e 23 µL da mistura reacional 

[2,5 µL de MgCl2 (2,5 mM), 2,5 µL do tampão Tris 1X, 1 µL de cada primer (27F e 

1492r), 1µL de dNTP (10 mM), 0,2 µL de TAQ Polimerase (5 U/µL) e 14,8 µL de 

água deionizada autoclavada]. 
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 Os produtos de PCRs foram armazenados a -20 °C. Para a segunda 

amplificação, foram utilizados os seguintes ciclos: 5 minutos a 95 °C, seguindo de 40 

ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 65 °C e 30 segundos a 72 °C, concluindo com 

uma extensão final de 1 minuto a 72 °C. A segunda PCR foi realizada para um 

volume final de 50 µL sendo: 3µL de amostra de PCR da primeira reação e 23 µL da 

mistura reacional [4 µL de MgCl2 (2,5 mM), 10 µL do tampão Tris 1X, 2 µL de cada 

primer (338GC e 518R), 2µL de dNTP (10 mM), 0,25 µL de TAQ Polimerase (5 

U/µL) e 29,75 µL de água deionizada autoclavada]. 

 

2.5. Primers para identificação dos fungos 

Para amplificar a região fúngica do gene 18S rRNA foi usado o par de 

primers NS1F (5’-TAGTCATATGCTTGTCTC-3’) (White et al., 1990)/FR1 (5’-

AICCATTCAATCGGTAIT-3’) (VAINIO & HANTULA, 2000). Com o produto da 

PCR obtido foi realizado uma segunda PCR usando os seguintes primers: NS3- GC 

(5’- 

GGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGGCAAGTCT

GGTGCCAGCAGCC-3’) (WHITE et al., 1990)/YM951r (5’-

TTGGCAAATGCTTTCGC-3’) (HARUTA et al., 2006). Esses primers amplificam 

uma região do gene 18 rRNA correspondente as posições 553-573 e 935 a 951 de 

Sacharomycescerevisiae. As condições para o primeiro PCR foram: 5 minutos a 95 

°C, seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 48°C e 2 minutos a 72°C, 

concluindo com uma extensão final de 7 minutos a 72°C. As condições de 

amplificação para o segundo PCR foram: 5 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 

1 minuto a 95°C, 1 minuto a 62°C e 40 segundos a 72°C, concluindo com uma 

extensão final de 5 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram armazenados a -

20°C. 

Para amplificação do gene 18 rRNA  foi usado os seguintes primers FF390 

(5’-CGATAACGAACGAGACCT-3’) (VAINIO & HANTULA, 2000)/FR1 (5’-

AICCATTCAATCGGTAIT-3’) (WHITE et al., 1990). Os fragmentos amplificados 

foram usados para uma segunda PCR com os seguintes primers FF390 (5’-

CGATAACGAACGAGACCT-3’) /FR1-GC (5’-

CCCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGCCGATCCATTCA
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ATCGGTAIT-3’) (VAINIO & HANTULA, 2000). As condições para o primeiro e 

segundo PCR foram: 5 minutos a 95°C, seguido por quarenta ciclos de 1 minuto a 

95°C, 1 minuto a 48°C E 2 minutos a 72°C, concluído com uma extensão final de 5 

minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram armazenados a -20°C. 

Para amplificar as sequências dos genes ITS E 5.8 rRNA foram usados os 

primers ITSF1 (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) (GARDESA & BRUNS 

1993)/ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990). Os 

fragmentos amplificados foram novamente amplificados com os seguintes pares de 

primers: ITSF1-GC (5’-

CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTTGGTCAT

TTAGAGGAAGTAA-3’) (EVANS et al., 2014)/ITS2 (5’-

GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) (WHITE et al. 1990) e ITS3-GC (5’-

CCCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGCCGGCATCGATG

AAGAACGCAGC-3’) (EVANS et al., 2014)/ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990). A primeira amplificação 

foi realizada da seguinte maneira: 5 minutos a 95 °C, seguido de quarenta ciclos de 1 

minuto a 95 °C, 1 minuto a 45 °C e 2 minutos a 72 °C, concluindo com uma 

extensão final de 5 minutos a 72 ° C. A segunda constituiu das etapas: 5 minutos a 95 

°C seguindo de quarenta ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 63,3 °C e 40 

segundos a 72 °C, concluído com uma extensão final de 5 minutos a 72 °C. Os 

produtos da PCR foram armazenados a -20 °C. 

 

2.6. Amplificação para bactérias específicas 

O gene gyrase B (gyrB) de Cardinium foi amplificado usando os primers 

gyrBF (5’-GTTACCGTATACCGAAATGG-3’)/gyrBR (5’-

TGCTTTCCGRGCMGCTTG-3’), desenhado para bactéria Cardinium infectando 

Brevipalpus spp.  (GEIJSKES, 1939) (Acari: Tenuipalpidae) (Grootand & Breeuwer 

2006). Para identificação de Rickettsia foi usado os primers RICS741F (5’-

CATCCGGAG CTAATGGTTTTGC-3’)/RCIT1197R (5’-

CATTTCTTTCCATTGTGCCATC-3’), desenhados do gene da citratosintase (gltA) 

de Rickettsia prowazekii (Davis et al. 1998). Para amplificação de Spiroplasma, foi 

usado o par de primers Spits-J04 (5’-GCCAGAAGTCAGTGTCCTAACCG-
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3’)/Spits-N55 (5’-ATTCCAAGGCATCCACCATACG-3’), desenhado do (IGS) de 

Spiroplasma ixodetis (VON DER SCHULENBURG et al., 2002). Para amplificação 

de sequências de Wolbachia foram usados os primers 76F (5’-TTGTAGCCTGC 

TATGGTATAACT-3’)/1012R (5’-GAATAGGTATGATTTTCATGT-3’), 

desenhados para amplificar as regiões V1 a V6 do gene 16S rRNA  de Wolbachia 

pipientis, que correspondem as posições 79-99 e 994-1012 de E. coli (O’Neill et al. 

1992). A amplificação iniciou-se 95 °C durante cinco minutos, seguindo de quarenta 

ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 40 °C e 1 minuto a 72 °C, concluindo com 

uma extensão final de 5 minutos a 72 °C. Os produtos da PCR forma armazenados a 

-20 °C. 

Os produtos das reações da PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1% M/V, corado com 1µL de brometo de etídeo em tampão TBE (Tris-

Borato-EDTA) 1X, sob voltagem constante de 100 V. O gel foi visualizado e 

fotografado pelo sistema de captura de imagem digital LPIX – Loccus Biotecnologia, 

gravado eletronicamente e impresso para arquivo (SAMBROOK et al., 1989). 

 

2.7. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) 

A eletroforese foi realizada com a utilização do equipamento “DCodea 

Universal Mutation Detection System” (BIO-Rad – Califórnia USA), de acordo com 

metodologia proposta por Heuer et al. (1997), com algumas modificações. Os 

produtos da PCR, 25µL, foram aplicados no gel de poliacrilamida 8 % (m/v) 

(acrilamida: metilbisacrilamida - 60:1), que foi preparado com gradiente 

desnaturante de 50 a 60 %. Esse gradiente foi obtido pela mistura de uma solução de 

poliacrilamida com 100 % de agentes desnaturantes (formamida 40% e uréia7 molL-

1) e uma sem a presença desses agentes. A eletroforese foi realizada em tampão TAE 

0,5X, à temperatura de 60 °C e voltagem constante de 60V por 17 horas. O gel foi 

corado com solução de SYBR GOLD® 1X (Sigma-Aldrich), conforme as 

recomendações do fabricante, por 40 minutos. A imagem do gel foi capturada sob luz 

UV e digitalizada pelo equipamento EagleEye (II, StillVideo System-Stratagene, 

Califórnia, USA). 

As bandas de DNA foram excisadas do gel DGGE utilizando-se um estilete e 

então colocadas em microtubos de 1,5 mL contendo 30 µL de água deionizada 
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autoclavada, sendo imediatamente armazenados a -20°C. Posteriormente, os 

microtubos tipo eppendorfs foram descongelados e incubados “overnigth” a 4 °C 

para eluir o DNA. Sete microlitros do sobrenadante foram utilizados para 

reamplificação do DNA utilizando os primers usados na primeira reação, ou seja, 

primers sem o grampo GC, 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)/1492R (5’-

GGCTACCTTGTTACGACTT-3’) (LANE et al., 1991). As condições para 

amplificação das eluições do DGGE foram: 5 minutos a 95 °C, seguido de quarenta 

ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 50 °C e 2 minutos a 72 °C, concluindo com 

uma extensão final de 7 minutos a 72 °C. O produto da PCR obtido foi encaminhado 

para sequenciamento.  

 

2.8. Sequenciamento e Comparações das sequências 

O sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa MYLEUS 

ANALISES GENETICAS S.A. Todas as sequências de nucleotídeos 

correspondentes às bandas excisadas do gel de DGGE, para os ácaros T. evansi e T. 

urticae, foram comparadas com sequências disponíveis no banco de dados GenBank 

(NCBI) (www.ncbi.nlm.nib.gov/Genbank) e alinhadas usando o algoritmo BLASTn 

(Basic Local AlignmentSearch Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para 

nucleotídeos (ALTSCHUL et al., 1990). 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na amplificação utilizando os primers universais para fungos não foi 

observada formação de bandas (Figura 1). O que evidencia, a princípio, a ausência de 

fungos endossimbiontes nas espécies de ácaros T. evansi e T. urticae. 
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Figura 1. Gel de agarose 1 % dos produtos da amplificação com primers universais 

para sequências 18S rRNA de fungos nos ácaros Tetranychus evansi (T.E), 

Tetranychus urticae (T.U) e controle (sem DNA) (C).  Primer 1: ITS1/ITS4, Primer 

2: NF1/FR1, Primer 3: FF390/FR1. M= Marcador 1Kb promega. 

 

Embora não tenha sido possível visualizar bandas, isso não exclui totalmente 

a possibilidade da presença de fragmentos de DNA amplificado, uma vez que 

poderiam estar em concentrações muito baixas, impossibilitando a visualização de 

bandas. Assim, a partir do produto da primeira amplificação foi realizada a segunda 

amplificação usando três primers (NS3GC/YM951R, ITS1GC/ITS2, FF390/FR1GC) 

(Figura 2). Como observado nos resultados do primeiro PCR na segunda 

amplificação de cada primer, não houve a detecção de fungos, o que significa que 

espécies de T. envansi e T. urticae são isentas desses micro-organismos.  A ausência 

de fungos em ácaros já foi relatada por Hoy & Jeyaprakask (2005), ao investigarem a 

diversidade microbiana em Metaseilus occidentalis (Acari: Phytoseiidae) e T. 

urticae, sem relatar a planta hospedeira. Esse é o primeiro trabalho que comprova a 

ausência desses microorganismos em T. evansi, em tomateiro. 

M            T.E  T.U   C     T.E  T.U  C      T.E  T.U   C 

Primer 1 Primer 3 Primer 2 
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Embora as espécies envolvidas no presente estudo não apresentem 

associações com fungos, é comum este tipo de associação com os insetos (NODA & 

KAWAHARA, 1995; WILKINSON & ISHIKAWA, 2001; GANTER, 2006). Nesses 

trabalhos, os endossimbiontes suprem seus hospedeiros com aminoácidos, 

encontrados em baixos níveis em suas dietas. Outras interações bem conhecidas são 

aquelas que envolvem a dispersão desses micro-organismos pelos insetos 

(WILDING et al., 1989) e insetos com entomopatógenos (LOPEZ & SWORD, 2015) 

para o uso desses fungos no controle biológico (VINCENT et al., 2007).  

A ausência de fungos pode ser devido à grande associação dos ácaros com 

bactérias endossimbiontes. O aumento da competição provocado pelo 

desenvolvimento bacteriano pode ter impossibilitado o desenvolvimento dos fungos. 

 

 

 

 

Figura 2 – Gel de agarose 1% com os primers para sequências 18S rRNA de fungos, 

confirmando a ausência desses fungos em ácaros T. evansi (T.E), T. urticae (T.U) e 

controle (sem DNA) (C). 1-NS3 GC/ YM951 R, 2- ITS1 GC/ ITS 2, 3-FF390/FR1 

GC. M= Marcador 1Kb promega. 

 A amplificação, em gel agarose 1% (m/v), usando os primers 27F/1492R para 

verificar a presença de bactérias endossimbiontes em ácaros T. evansi e T. urticae 

1 

M                T.E    T.U   C       T.E   T.U    C      T.E   T.U   C 

2 3 
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ocasionou formação de bandas (Figura 2), demostrando a associação entre estes 

organismos.  

 

 

 

 

Figura 3- Gel de agarose 1% para sequência do gene 16S rRNA de bactérias em 

ácaros T. evansi e T. urticae, utilizando os primers 27F/1492R.  M- Marcador 1Kb 

promega. T.E- T. evansi, T.U- T. urticae e C- controle (sem DNA). 

 

 Com o produto da primeira amplificação feita para as bactérias foi realizada a 

segunda PCR usando os primers 338F GC/518R, visando a amplificação de 

fragmentos de 200 pb que foram utilizados na DGGE. Para confirmar a amplificação 

dos fragmentos de DNA, esse produto da PCR foi aplicado em gel de agarose, 

podendo ser observado a amplificação para as duas espécies de ácaros. Assim, esse 

produto de PCR foi aplicado no DGGE e o perfil gerado pela eletroforese é 

apresentado na figura 5.  

 

 

M              T.E   T.U    C 
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Figura 4: Gel de agarose 1% com primers 338 GC/518R para o produto da primeira 

PCR T. evansi, T.urticae e controle (sem DNA). M- Marcador 1Kb promega. 

 

 O perfil de bandas gerado pelo DGGE mostrou a diversidade bacteriana nas 

duas espécies de ácaros estudadas, sendo que esta diversidade foi superior em T. 

evansi em relação à de T. urticae. Após a revelação do DGGE, foram visualizadas 22 

bandas (Figura 5), cada banda representando uma espécie de bactéria. Dessas, 11 

estavam presentes apenas em T. evansi, seis eram exclusivas de T. urticae e cinco 

comuns aos dois ácaros.  

 Na técnica do DGGE fragmentos de DNA que possuem o mesmo 

comprimento, mas com diferentes sequências, podem ser separados baseados na 

parcial desnaturação da dupla fita de DNA e a consequente diminuição de sua 

mobilidade no gel de poliacrilaminda (MUYZER & SMALLA, 1998). 

  

M                    1        2          3          1         2         3        C 

T. evansi T. urticae 
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Figura 5: Gel de DGGE de poliacrilamida 8 % (p/v) corado com SYBR GOLD® 1X 

(Sigma-Aldrich). Canaletas 1-6 T. evansi e Canaletas 7-10 T. urticae. 

 

 A partir dos produtos formados do DGGE foi realizado o sequenciamento das 

bactérias (tabela 1). 

1        2          3          4          5       6          7         8        9        10       

T. evansi T. urticae 
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Tabela 1: Sequenciamento das bandas excisadas do DGGE.  1 

 Descrição e-valor Ident. Acesso 

T
. 

ev
a
n
si

 

1 Wolbachia endosymbiont of Glossinamorsitansmorsitans contig_0028, whole genome shotgun sequence 1e-48 93% NZ_AWUH01000049 

2 OxalobacterformigenesHOxBLS genomic scaffold supercont2.1, whole genome shotgun sequence 8e-29 83% NZ_KI392030 

3 Wolbachia endosymbiont of Onchocercaochengi complete genome, strain woo 1e-51 95% NC_018267 

4 Paracoccusyeei ATCC BAA-599 BU28DRAFT_scaffold00002.2_C, whole genome shotgun sequence. 7e-43 91% NZ_JHWH01000002 

5 Ralstoniapickettii strain CW2 contig00014, whole genome shotgun sequence. 6e-30 89% NZ_JFZH01000014 

8 Wolbachia endosymbiont strain TRS of Brugiamalayi, complete genome 3e-57 97% NC_006833 

16 Bdellovibriobacteriovorus W, complete genome 9e-13 90% NZ_CP002190  

17 Arthrobactercrystallopoietes BAB-32 contig28, whole genome shotgun sequence 2e-39 90% NZ_ANPE02000028 

18 Wolbachia endosymbiont strain TRS of Brugiamalayi, complete genome 3e-52 95% NC_006833 

20 Bradyrhizobiumelkanii WSM1741 YUODRAFT_scaffold_4.5_C, whole genome shotgun sequence 2e-53 96% NZ_AXAU01000005 

T
. 
u

rt
ic

a
e 7 Wolbachia endosymbiont of Drosophila melanogaster, complete genome 5e-60 99% NC_002978 

12 Wolbachia endosymbiont of Glossinamorsitansmorsitans contig_0028, whole genome shotgun sequence 2e-54 98% NZ_KB223536 

23 Ralstoniapickettii strain CW2 contig00014, whole genome shotgun sequence 9e-58 95% NZ_JFZH01000014 

T
.e

va
n

si
e 

T
.u

rt
ic

a
e 6 Wolbachia endosymbiont of Drosophila simulanswNo, complete genome. 6e-59 98% NC_021084 

9 Stenotrophomonasmaltophilia 5BA-I-2 SSCTG4, whole genome shotgun sequence 7e-54 92% NZ_AZAE01000004 

10,11 Neorickettsiaristicii str. Illinois, complete genome 7e-34 89% NC_013009 

15 Clostridium celatum DSM 1785 genomic scaffold Scfld51, whole genome shotgun sequence 5e-15 87% NZ_KB291630 

19 Bradyrhizobiumelkanii WSM2783 YY7DRAFT_scaffold_137.138_C, whole genome shotgun sequence 6e-59 98% NZ_AXAP01000139 
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 As espécies de bactérias Neorickettsia helminthoeca, Oxalobacter formigenes, 

Wolbachia w00, Paracoccusyeei, Ralstonia pickettiistrain CW2, Wolbachia TRS, 

Bdellovibrio bacteriovorus W, Arthrobacter crystallopoietes, Neorickettsia risticiistr. 

Illinois, Bradyrhizo biumelkanii WSM foram identificadas apenas na espécie T. evansi. 

Nesse grupo estão presentes duas diferentes cepas de bactéria gram-negativas do gênero 

Neorickettsia e também duas diferentes cepas de Wolbachia. Todas as bactérias 

mencionadas pertencem ao filo Proteobactéria, com exceção de Arthrobacter que 

pertence ao filo Actinobactéria.  

 Trabalhos indicam a presença de proteobactérias em simbiose com insetos 

(AKSOY et al., 1994; MORAN et al., 1993; MUNSON et al., 1991; OLSEN et al., 

1994). Toft et al. (2009) mencionam a associação de proteobactérias com insetos como 

exemplo de alteração no estilo de vida de um organismo, onde uma bactéria livre torna-

se um endossimbionte que pode estar diretamente ligado à geração de novas espécies. 

Wolbachia é uma proteobactéria maternalmente transmitida e representa o gênero de 

bactérias mais abundante entre os endossimbiontes de insetos (GLOWSKA et al., 

2015). Estima-se que diferentes cepas desses gêneros podem infectar mais de 65 % das 

espécies de insetos, bem como uma ampla gama de outros grupos de artrópodes e 

nematoides (HILGENBOECKER et al., 2008; ZUG & HAMMERSTEIN, 2012).  

 Além da grande diversidade de cepas, diferentes cepas de Wolbachia podem 

infectar o mesmo hospedeiro (WERREN et al., 2008), fato que ocorreu em no presente 

trabalho. Uma vez no hospedeiro, Wolbachia causa fenômenos como incompatibilidade 

citoplasmática, partenogêneses, feminização e morte de machos, sendo considerada um 

parasita reprodutivo (HILGENBOECKER et al., 2008; WERREN et al., 2008). Alterar 

a determinação do sexo do hospedeiro é vantajoso para essa bactéria, uma vez que ela é 

transmitida através do citoplasma do ovo e não pelo esperma masculino. Assim machos 

na população significa um entrave na dispersão desses endossimbionte (CORDAUX et 

al., 2011). 

 Arthrobacter é uma bactéria comumente encontrada em simbiose com os 

cupins (Isoptera), sendo responsável por realizar a digestão de polissacarídeos e de 

compostos aromáticos (KÖNING, 2006; WENZEL et al., 2002). Bactérias desse gênero 

também já foram encontradas no intestino de milípedes (DIPLOPODA) (BYZOV, 

2005), artrópodes conhecidos popularmente como piolho-de-cobra. No presente 

trabalho, pela primeira vez, é mostrada a associação desta bactéria com estes ácaros. 
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Igualmente inédito, mostramos que T. evansi também é hospedeiro de Bdellovibrio 

bacteriovorus. Uma das características dos membros desse gênero é o comportamento 

parasita em outras bactérias (KADOURI, 2005). Sockett (2004) destaca que nos 

momentos atuais onde é crescente a preocupação com resistência a antibióticos, essas 

bactérias podem ter grande potencial de uso. 

 A espécie T. urticae apresentou duas cepas de Wolbachia. Essa bactéria foi 

encontrada em endossimbiose com seis espécies de ácaros polífagos do gênero Bryobia 

(WEEKS & BREEUWER, 2001). Nesse trabalho as fêmeas selvagens só apresentavam 

fêmeas em sua prole, mas uma vez tratadas com tetraciclina, passavam a apresentar uma 

relação aproximada de 50% machos e 50% de fêmeas. Esses dados evidenciam os 

efeitos que esse micro-organismo exerce sobre a reprodução de seu hospedeiro. Weeks 

& Jacobs (1996) descreveram Wolbachia infectando T. urticae e ácaros da família 

Phitoseiidae, nesse caso, a bactéria foi encontrada infectando indivíduos adultos e 

também os ovos. 

 A Ralstonia pickettiié, uma bactéria gram-negativa. Foi identificada em T. 

urticae. Uma característica notável desse organismo é a capacidade de se desenvolver 

em ambientes muito úmidos, tais como solo, rios e lagos (PHILLIPS et al., 1972; 

PICKETT & GREENWOOD, 1980). Esse micro-organismo, devido à sua grande 

capacidade metabólica, apresenta atividades biodegradáveis (RYAN et al., 2007). Esse 

gênero também é conhecido por ser patógeno de diversas culturas (FREIRE & 

MOSCA; 2009; SCHELL, 2000; JONES, 2001). Hayward (2000) cita o pimentão, 

tomate, batata e banana como as principais culturas susceptível a esse patógeno.

 Outra cepa de Wolbachia foi identificada nas duas espécies de ácaros. 

Trabalhos anteriores mostraram as espécies de ácaro preadador M. occidentalis e 

T.urticae como hospedeiros da mesma espécie de Wolbachia (HOY & 

JEYAPRAKASH, 2004). Nesse caso, como se trata de uma relação presa-predador, 

possivelmente ocorre a transferência horizontal desse endossimbionte, ou seja, o 

predador adquire a bactéria ao se alimentar de sua presa. Stenotrophomonas maltophilia 

também presente nas duas espécies de ácaros tem sido relatada infectando todos órgãos 

de Bactrocera tau (Diptera: Tephritidae) (SOOD & NATH, 2002). Stenotrophomonas 

maltophilia apresenta grande capacidade metabólica de compostos orgânicos e 

aromáticos, devido a isso, tem sido apontada com grande potencial para biorremediação 

(DWINVED et al., 2010; TANG et al., 2012). Neorickettsia sennetsu, também comum 
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para as duas espécies, não existia relatos dessa bactéria associados à ácaros, entretanto, 

é um gênero bem conhecido pela comunidade veterinária por causar doenças em 

animais (PUSTERBA et al., 2013). Insetos aquáticos podem ser hospedeiros 

intermediários dessa bactéria, mas não há relatos de quais seriam esses insetos 

(PUSTERBA et al., 2013). 

 O genêro Clostridium representa bactérias anaeróbicas formadoras de esporos, 

compreendendo mais de 100 espécies (CASTAGNOLA & STOCK, 2014). 

Representantes deste gênero  produzem toxinas, similar a Bacillus, que são ativadas por 

serino proteases, prejudicando o desenvolvimento do inseto (BARTH et al., 2004). 

Gupta et al. (2014) mostraram em trabalho sobre a diversidade microbiana de 

Sarcophaga (Diptera: Sarcophagidae), popularmente conhecida como mosca-varejeira, 

que esse díptero também é hospedeiro de bactérias Clostritium.  

 O gênero Bradyrhizobium, também comum às duas espécies de ácaros, pode 

ter espécies associadas às leguminosas (SANZ-SÁES et al., 2015) e também a 

Sarcophaga spp. (Diptera: Sarcophagidae) (GUPTA et al., 2014). As bactérias 

associadas às leguminosas possuem grande potencial de fixação de nitrogênio, sendo 

responsáveis por maior produção de biomassa (SANZ-SÁES et al., 2015). Entretanto os 

possíveis efeitos desse endossimbionte sobre insetos não tem sido estudados. 

 Análises com dendograma (Figura 6) mostram alta semelhança dentro das 

espécies de ácaros, com um mínimo de 65% de similaridade para T. evansi e de 85% 

para T. urticae. Quando comparamos as duas espécies, é mostrada uma semelhança de 

40%, evidenciando a diferença na diversidade bacteriana entre os ácaros. O 

conhecimento da diversidade bacteriana de um organismo possibilita a compreensão das 

associações entre o hospedeiro e seus microorganismos (CARRASCAL et al., 2014). 

Embora seja conhecido que endossimbiontes estão envolvidos em funções importantes 

como metabolismo de nutrientes e proteção contra bactérias invasivas (DAVIS & 

STONER 1994; ALDANA-ARANDA & PATIÑO, 1998), pouco é conhecido sobre a 

diversidade de micro-organimos associada a ácaros. 

 A composição microbiana do intestino dos insetos é influenciada pelo tipo de 

alimentação. Fonte alimentar rica em compostos de difícil digestão seleciona os micro-

organimos que possuem habilidade em degradar esses compostos, sendo eliminados os 

que não possuem essa capacidade (HAYASHI et al., 2007). No presente trabalho as 
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Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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duas espécies de ácaros foram criadas por várias gerações sobre plantas de tomate, 

portanto as diferenças encontradas entre elas não é devido ao substrato alimentar. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Coeficiente de similaridade obtido com Jaccard index para o perfil de bandas 

do DGGE. ER1, ER2, e ER3: repetições de T. evansi. UR1, UR2 e UR3: repetições de 

T. urticae. 

 

 No presente estudo, também buscamos identificar bactérias utilizando primers 

específicos. Identificar bactérias especícificas utilizando esses primers é de grande 

importância, pois é uma ferramenta indispensável quando se deseja estudar os efeitos de 

um único endossimbionte sobre seu hospedeiro.  

 Os micro-organismos de interesse foram Cardinium, Rickettsia, Spiroplasma e 

Wolbachia. Porém, em nenhuma das reações foi detectado fragmentos de DNA 

amplificado (Figura 7). 
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Figura 7: Gel de agarose 1 % dos produtos da amplificação para bactérias Cardinium 

(Primer 1), Rickettsia (Primer 2), Spiroplasma (Primer 3), Wolbachia (Primer 4) em 

Tetranychus evansi (T.E), Tetranychus urticae (T.U) e controle (sem DNA) (C).  

Primer 1: gyrBF/gyrBR, Primer 2: RICS741F/RCIT1197R, Primer 3: Spits-J04/Spits-

N55, Primer 4: 76F/1012R. M= Marcador 1Kb promega. 

 

Embora diferentes cepas de Wolbachia tenham sido encontradas nas duas 

espécies de ácaros, a reação de PCR com primers específicos para essa bactéria não 

apresentou fragmentos de DNA amplificados. A grande diversidade de cepas dessa 

bactéria e a recombinação que ocorre entre as cepas afeta várias regiões do genoma 

(WERREN et al., 2008) o que provavelmente impediu a amplificação com os primers 

específicos usados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M             T.E   T.U   C     T.E  T.U    C      T.E  T.U   C    T.E  T.U    C   

Primer 1 Primer 3 Primer 2 Primer 4 
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4. CONCLUSÃO 

Ambas as espécies de ácaros estudadas, T. evansi e T. urticae, não apresentaram 

associações com fungos endossimbontes.  

T. evansi e T.urticae são hospedeiros em comum das bactérias Wolbachia 

simulanswNo, Stenotrophomonas maltophilia, Bradyrhizobiu melkanii, Clostridium 

celatum, Eorickettsia risticii str. Illinois. 

As espécies de bactérias Neorickettsia helminthoeca, Oxalobacter formigenes, 

Wolbachia w00, Paracoccusyeei, Ralstonia pickettiistrain CW2, Wolbachia TRS, 

Bdellovibrio bacteriovorus W, Arthrobacter crystallopoietes, Neorickettsia risticiistr. 

Illinois, Bradyrhizobiu melkanii WSM foram identificadas apenas na espécie T. evansi. 

A espécie T. urticae também apresentou duas cepas de Wolbachia e Ralstonia 

pickettiié. 

Não houve amplificação de DNA com os primers específicos para Cardinium, 

Rickettsia, Spiroplasma e Wolbachia. 

. 
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CAPÍTULO I I 

RESPOSTA DEFENSIVA DO TOMATEIRO A Tetranychus evansi (ACARI: 

TETRANYCHIDAE) NA PRESENÇA E AUSÊNCIA DE ENDOSSIBIONTES E 

QUANDO INJURIADO POR ESTE ÁCARO E OUTROS HERBÍVOROS 

 

RESUMO 

A cultura do tometeiro está difundida mundialmente, sendo o Brasil um dos maiores 

produtores. É considerada uma cultura de alto risco devido a enorme suscetibilidade a 

doenças e artrópodes pragas. Entre as principais pragas do tomate estão: ácaros 

Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae), T. urticae (KOCH, 1836) 

e a lagarta Tuta absoluta. A resistência do tomate a essas pragas é baseada em reações 

que elevam os níveis de composto de defesa, como os inibidores de proteases e 

quinonas. Entretanto, os artrópodes procuram estratégias para contornar as defesas 

vegetais, como aumento de proteases, produção de enzimas digestivas insensíveis aos 

inibidores e associação com micro-organismos endossimbiontes. Recentemente, foi 

mostrado que o ácaro T. evansi tem a capacidade de suprimir o mecanismo de defesa do 

tomateiro. Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a possível 

interferência de bactérias associadas ao T. evansi sobre a defesa do tomateiro, avaliar a 

resposta de defesa induzida desta planta quando injuriada por este ácaro e suas possíveis 

associações com outros herbívoros; avaliar as atividades enzimáticas dos herbívoros 

quando alimentados com folhas de tomateiro injuriado; e avaliar o efeito da defesa do 

tomateiro na reprodução de T. evansi. Os tratamentos consistiram de plantas sem 

herbívoros, plantas infestadas com T. evansi, plantas infestadas por T. evansi tratados 

com tetraciclina, plantas infestadas por T. urticae, plantas infestadas por T. evansi + T. 

urticae, plantas infestadas por T. evansi + T. absoluta, plantas infestadas por T. urticae 

+ T. absoluta e plantas infestadas por T. absoluta. Para análise da defesa da planta 

foram avaliadas as atividades de lipase, lipoxigenase (LOX), inibidores de proteases 

(IP) e polifenoloxidase (PPO). Foram avaliados os efeitos desses compostos de defesa 

sobre a oviposição de T. evansi. Nos herbívoros foram feitas análises de atividade de 

proteases totais, atividade amidásica de tripsina-like, atividade esterásica de tripsina-

like, atividade de quimiotripsina-like e cisteíno protease. Essas análises foram feitas em 

T. evansi, T. urticae, T. absoluta, T. evansi quando atacou a planta com T. urticae e T. 

evansi quando atacou a planta com T. absoluta. T. evansi não tratado com tetraciclina 
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não induziu a via de defesa do tomateiro que resulta na produção de IP. Embora seu 

ataque tenha induzido uma maior atividade de PPO, isso não afetou sua oviposição. T. 

evansi tratado com tetraciclina induziu parcialmente a defesa do tomateiro. Quando esse 

ácaro ataca o tomateiro com outros herbívoros, os níveis de IP do tomateiro são 

aumentados. Todos os herbívoros apresentaram atividades para as enzimas digestivas 

testadas, sendo que para T. evansi tratado com tetraciclina, ocorreu uma diferença 

estatística na atividade de quimiotripsina-like e atividade de tripsina-like. Estes 

resultados mostram que bactérias endossimbiontes podem auxiliar o ácaro T. evansi a 

contornar as defesas do tomateiro. O tomate consegue responder ao T. evansi quando 

esse ataca o tomateiro simultaneamente com outros herbívoros e que as bactérias 

endossimbiontes de T. evansi alteram as atividades de suas enzimas digestivas. 
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CAPÍTULO I I 

TOMATO DEFENCE RESPONSE TO Tetranychus evansi (ACARI: 

TETRANYCHIDAE) IN PRESENCE AND ABSENCE OF ENDOSYMBIONTS 

WHEN INJURED FOR THIS MITE AND OTHER HERBIVORES 

 

ABSTRACT 

Tomato is a worldwide crop and Brazil is one of the major producer countries. It is 

considered a high risk crop due to enormous susceptibility to diseases and arthropod 

pests. Among the main tomato pests are the mites Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard (Acari: Tetranychidae), T. urticae (KOCH, 1836) and insects as Tuta absoluta 

larvae. Tomato resistance to these pests is based in biochemical reactions that increase 

levels of defence compounds as protease inhibitors and quinones. Meanwhile 

arthropods find out strategies to overcome plant defences as proteinases increments, 

production of digestive enzymes insensible to inhibitors and associations with 

endosymbiont microorganisms. Recently was revealed that the mite T. evansi has the 

capacity of supress the defence mechanism of tomato plants. Thus, the objective of this 

work was to evaluate the possible interference of T. evansi associated bacteria over 

tomato defence. Besides to evaluate induced plant defence responds when injured by 

this mite and in simultaneous interactions with other herbivores. Also we aimed to 

evaluate herbivores enzymatic activity feeding on tomato under these different 

interactions and the effects of plant defences on T. evansi performance. Treatments 

consisted in plants without herbivores as control, plants infested with wild T. evansi, 

plants infested with T. evansi treated with tetracycline, plants infested with T. urticae, 

plants infested with T. evansi + T. urticae, plants infested with T, evansi + T. absoluta, 

plants infested with T. urticae with T. absoluta and plants infested with T. absoluta. For 

plant defences analysis were determined activities of lipases, lipoxygenases (LOX), 

proteinase inhibitors (PI) and polyphenol oxidases (PPD). T. evansi oviposition was 

measured as performance parameter. Therefore, total proteinase activities, amydasic 

trypsin-like activity, esterase trypsin-like activity, quimotrypsin-like activity and 

cysteine protease activity were determined from herbivore´s digestive system. None 

treated T. evansi did not induce IP´s although its injure induced a major PPO´s activity 

and that did not affect their performance. T. evansi treated with tetracycline partially 
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induced plant defences. When T. evansi injured plants simultaneously with other 

herbivores the PI levels were increased. All herbivores reveal activities for each 

measured enzyme, but for T. evansi treated with tetracycline occurs a difference in 

quimotrypsin-like and trypsin-like activities. These results show that endosymbiont 

bacteria can help T. evansi to handle tomato defences. Tomato plants respond to T. 

evansi injuries when it interacts simultaneously with other herbivores and endosymbiont 

bacteria modifying their digestive enzymes.    
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1. INTRODUÇÃO 

O tomate tem como possível centro de origem o litoral do pacífico entre o 

Equador até o norte do Chile, até a altitude de, aproximadamente, 2000 m nos Andes 

(SILVA et al., 2007). Atualmente é cultivado em mais de 150 países, com produção 

total no ano de 2013 em torno de 163,9 milhões de toneladas (FAO, 2015a). No mesmo 

ano, o Brasil produziu 4,18 milhões de toneladas, ficando entre os 10 maiores 

produtores de tomate. Havendo destaque para as regiões Sudeste e Centro-Oeste, as 

quais foram responsáveis por 75,2 % da produção nacional (IBGE, 2015). Portanto essa 

cultura é de importância econômica para o país (FAO, 2015b). O Estado de Goiás é o 

maior produtor de tomate do país, no ano de 2013, teve uma produção de 1,3 milhão de 

toneladas, correspondendo a 31,5 % da produção brasileira (IBGE, 2015), seguido dos 

estados de São Paulo e Minas Gerais, com 885,9 e 563,3 mil toneladas, 

respectivamente.  

O tomateiro é considerado uma cultura de alto risco de prejuízos devido a 

enorme suscetibilidade a artrópodes-praga e patógenos, tanto nas lavouras para 

consumo in natura como naquelas para produção industrial (LUZ et al., 2007). A 

mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), os pulgões 

Myzusperssicae (Sulzer) e Macrosiphum euphorbiae (Thomas) (Hemiptera: Aphididae) 

e o tripes Frankliniella schultzei Trybom (Thysanoptera: Thripidae) são importantes 

pragas sugadoras do tomate (PRATISSOLI et al., 2015). Entre os ácaros, Tetranychus 

evansi e T. urticae se destacam por serem pragas cosmopolitas que causam prejuízos 

nesta cultura (MARUYAMA et al., 2002; BOUBOU et al., 2011; LACERDA et al., 

2013). Geralmente os ácaros injuriam as folhas medianas da planta, ocasionando 

amarelecimento e murcha (FLECHTMANN, 1972) o que resulta em uma menor 

produção e redução no tamanho dos frutos, além de induzir a maturação precoce com 

baixos teores de sólidos solúveis (MINAMI, 1980). Outra importante praga é a Tuta 

absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), conhecida popularmente como traça-do-

tomateiro, que causa danos tanto em cultivos de campo como em ambiente protegido, 

em toda América Latina (MALUF et al., 1997; HAJI et al., 2002; BOGORNI et al., 

2008). 

Uma vez que o herbívoro inicia sua alimentação, este se depara com os 

mecanismos de defesa físicos e induzidos da planta. A defesa física envolve alterações 
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morfológicas, por exemplo, no número e densidade de tricomas e aculio. Estas 

estruturas são responsáveis por afetar o comportamento de alimentação e desempenho 

de insetos em vários estágios de suas vidas, reduzindo os danos causados às plantas 

(MATHUR et al., 2011). Na defesa induzida, após o ataque do herbívoro, as plantas são 

capazes de reconhecer os sinais químicos destes organismos e também dos patógenos 

(WU & BALDWIN, 2009) e, com isso, produzir substâncias tóxicas e compostos de 

difícil digestão para estes indivíduos (VELZEN & ETIENNE, 2015). Os hormônios 

vegetais, ácido jasmônico (AJ) e ácido salicílico (AS), desempenham importante papel 

na resposta de defesa induzida de plantas (BARI & JONES, 2009; PIETERSE et al., 

2009), sendo que o AJ é um sinalizador para a produção de inibidores de proteases (IP), 

compostos que afetam o desenvolvimento de herbívoros (FORTUNATO et al., 2007; 

XAVIER et al., 2005; OLIVEIRA, et al., 2005) . Por sua vez, que o SA é o hormônio 

responsável por sinalizar a resposta da planta contra patógenos, promovendo a síntese 

de enzimas oxidativas. Campos et al. (2004) observaram que plantas tratadas com AS 

apresentaram maior atividade da enzima polifenoloxidase. Essa enzima é encontrada em 

níveis elevados em plantas infectadas e são importantes por atuar em mecanismo de 

defesa e senescência dos vegetais (AGRIOS, 1997). 

Os insetos, durante a evolução, adotaram estratégias para superar as defesas das 

plantas. Considerando que as plantas, para ativar seus complexos mecanismos de 

defesa, precisam reconhecer sinais provenientes das pragas (WU & BALDWIN, 2009), 

evitar ser percebidos é uma forma que os herbívoros e patógenos têm de contornar as 

defesas dos vegetais (WALLING, 2008). Contra os IP, os herbívoros produzem 

proteases insensíveis ao inibidor ou aumentam a ingestão de alimentos (JONGSMA & 

BOLTER, 1997). Além disso, os endossimbiontes associados aos herbívoros podem 

ajudar a superar estas defesas (CHUNG et al., 2013; BARR et al., 2010; DOUGLAS, 

2013; REESON et al., 2003). Recentemente foi mostrado que T. evansi consegue 

manipular a defesa da planta do tomateiro, diminuindo os níveis de inibidores de 

proteases, de forma a favorecer seu desenvolvimento e reprodução (SARMENTO et al., 

2011).  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possível interferência 

de bactérias associadas ao T. evansi sobre a defesa do tomateiro. Além disso, foi 

estudada a resposta de defesa induzida desta planta quando injuriada por este ácaro e 

suas possíveis associações com outros herbívoros. Avaliaram-se, ainda, as atividades 
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enzimáticas dos herbívoros quando alimentados com folhas de tomateiro injuriado. Por 

fim, foi avaliado o efeito da defesa do tomateiro na reprodução de T. evansi. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  
 

2.1. Local  

Os tomateiros foram cultivados em casa de vegetação e os ácaros foram criados 

no Laboratório de Acarologia/Entomologia, na Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

As análises bioquímicas e moleculares foram realizadas no Laboratório de Enzimologia, 

Bioquímica de Proteínas e Peptídeos, do Instituto de Biotecnologia Aplicada à 

Agropecuária - BIOAGRO/UFV. As avaliações biológicas foram realizadas no 

Laboratório de Acarologia/ Entomologia, UFV. 

 

2.2. Cultivo das plantas de tomate 

Foram utilizadas sementes da variedade Santa Clara I-5300 para a obtenção das 

plantas de tomate. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor contendo 

substrato comercial composto por vermiculita e adubo orgânico e, posteriormente, 

mantidas em casa de vegetação da UFV. Após 23 dias da semeadura, as plântulas foram 

transplantadas, individualmente, para vasos plásticos (1,5 L) contendo mistura de solo e 

esterco bovino curtido 3:1 (v/v). As plantas foram utilizadas no experimento quando 

atingiram 45 dias e estavam com quatro folhas completamente desenvolvidas. Durante 

todo o período experimental, as plantas permaneceram no interior de gaiolas (3,5 x 1,0 x 

0,7 m) confeccionadas com cano de PVC e revestidas com tecido organza, para impedir 

a infestação de fitófagos. 

2.3. Criações de Tetranychus evansi e Tetranychus urticae 

Os ácaros foram criados massalmente com folhas de tomate da variedade Santa 

Clara I-5300. Quando as folhas desta planta estavam completamente desenvolvidas, elas 

foram coletadas, com o auxílio de uma tesoura esterilizada. Os pecíolos foram 

imediatamente colocados em copo com 50 mL de água e as folhas transportadas para o 

laboratório. Os ácaros foram transferidos da criação massal para as folhas com o auxílio 
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de um pincel de cerdas macias. Essas colônias foram mantidas em sala climatizada sob 

condições controladas, 25 ± 5ºC, U.R. 70 ± 5 % e 12h de fotofase. As duas espécies de 

ácaros foram mantidas em salas separadas e seguiram a mesma metodologia de criação. 

 

2.4. Obtenção do ácaro T. evansi sem endossimbiontes bacterianos 

A obtenção do ácaro T. evansi sem a associação bacteriana, folhas do tomateiro 

foram submetidas à radiação ultra-viloteta por 5 minutos, em ambas as faces, para 

desinfecção superficial. Estas folhas foram cortadas em discos, com 2,5 cm de diâmetro, 

e mantidas em placas de Petri com a face adaxial sobre algodão umedecido com solução 

do antibiótico tetraciclina 0,1% (m/v). Em cada disco foram colocadas 50 fêmeas 

adultas de T. evansi, que após 24 horas foram retiradas e observado o desenvolvimento 

dos ovos até a fase adulta. A solução de tetraciclina e os discos foliares foram 

substituídos a cada três dias. As fêmeas obtidas foram utilizadas no experimento.  

 

2.5. Obtenção do ácaro T. evansi e T. urticae com endossimbiontes 

bacterianos 

A obtenção de ácaros com endossimbiontes bacterianos foi realizado por 

procedimento similar ao descrito no item anterior, mas usando algodão umedecido com 

água destilada e ausência de tetraciclina. Reação em cadeia da polimerase (PCR) foi 

realizada para confirmar a presença de endossimbiontes bacterianos nos ácaros.  

 

2.6. Experimentação 

Os experimentos foram constituídos pelos seguintes tratamentos:  

Tratamento 1: Controle – Plantas sem herbívoros 

Tratamento 2: Plantas infestadas com T. evansi 

Tratamento 3: Plantas infestadas com T. evansi tradados com tetraciclina 

Tratamento 4: Plantas infestadas com T. urticae 

Tratamento 5: Plantas infestadas com T. evansi e T. urticae 

Tratamento 6: Plantas infestadas com T. evansi e T. absoluta 
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Tratamento 7: Plantas infestadas com T. urticae e T. absoluta 

Tratamento 8: Plantas infestadas com T. absoluta 

 

O experimento teve início com a colocação dos herbívoros na segunda folha, 

contada de baixo para cima, exceto o controle. As plantas foram mantidas dentro de 

gaiolas de organza. Os tratamentos 2, 3 e 4 foram constituídos de 100 ácaros. No 

tratamento 5 constava 50 ácaros de cada espécie. O tratamento 6 continha 50 ácaros e 

três lagartas de T. absoluta de segundo instar. Para o tratamento 8, cada planta foi 

infestada com três lagartas de segundo instar. 

 Para as análises de lipoxigenase, inibidor de protease, lipase e polifenoloxidase, 

foi coletada a folha infestada sete dias após o início do experimento. Nesse mesmo 

momento foram coletadas folhas injuriadas de cada tratamento para avaliar o efeito da 

resposta de defesa sobre a oviposição de T. evansi. Os herbívoros foram coletados para 

análises de atividades das enzimas digestivas. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. O experimento foi 

composto de três repetições e a unidade experimental constituída de uma planta de 

tomate, exceto a análise de oviposição, cuja unidade experimental foi composta de 8 

discos foliares. Os dados foram analisados por meio de análise de variância (ANOVA) 

(α= 5%) e quando necessário foi aplicado o teste  de Tukey à  5% de  significância 

utilizando o programa estatístico SISVAR.  

 

  

2.7. ANÁLISES MOLECULARES 

2.7.1. Extração do DNA 

A extração do DNA foi realizada utilizando 70 fêmeas de cada espécie de 

ácaros. Estes ácaros foram previamente desinfestados superficialmente através da 

imersão em álcool 70% (v/v) por dois minutos, seguida de lavagem com solução de 

hipoclorito de sódio 0,1% (v/v) e posteriormente lavados em água estéril, para a retirada 

do excesso desse produto. Por fim, foram centrifugados a 5.000 rpm durante cinco 

minutos, para a eliminação de micro-organismos da sua superfície. 

O DNA total dos indivíduos obtidos foi extraído a partir de uma adaptação da 

metodologia proposta por Pospiech & Neumann (1995). Os indivíduos, de cada espécie, 
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foram colocados em microtubos de 1,5 mL onde foi adicionado 200 µL de tampão SET 

(75 mM NaCl; 25 mM EDTA; 20 mM Tris-HCl, pH 7,4) autoclavado a 120 ºC/15 min, 

seguido por maceração imediata. Em seguida, realizou-se a centrifugação a 500 rpm por 

três minutos. Esse procedimento foi realizado três vezes, e o sobrenadante da 

centrifugação anterior usada na subsequente. O sobrenadante oriundo da terceira 

centrifugação foi centrifugado a 5.000 rpm por cinco minutos, posteriormente 

descartado e o precipitado formado (pellet) ressuspendido em 100 µL de tampão TE 

(100 mM Tris-HCl e 10mM EDTA, pH 7,5) na presença de 1µL de proteinase K 

(20mg/mL) e 8 µL de lisozima (50 mg/mL). Essa suspensão foi incubadao a 37ºC por 

uma hora em banho-maria, sendo homogeneizados a cada 10 minutos ao longo da 

incubação. Em seguida foram adicionados 60 µL de SDS 10 % m/v (dodecil sulfato de 

sódio) e novamente incubado a 37ºC, por 30 minutos. Foram adicionados 60 µL de 

CTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamônio Sigma ultra) 10 % m/v e a reação 

incubada a 65ºC por 10 minutos. Em seguida adicionou-se um volume equivalente de 

fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) e centrifugou-se a 10.000 rpm por 20 

minutos. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde adicionou-se igual 

volume de isopropanol e a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 30 minutos. Em 

seguida, a amostra foi incubada a -20ºC por duas horas e o sobrenadante descartado. O 

precipitado foi lavado com 20 µL de álcool etílico 70%, centrifugado a 5.000 rpm por 

dois minutos e ressuspendido em 20 µL de tampão TE (100 mM Tris-HCl e 10mM 

EDTA, pH 7,5). O material foi acondicionado a -20ºC até o momento da amplificação. 

 

2.7.2. Amplificação do DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

As bactérias foram identificadas utilizando primers de oligonucleotídeos 

específicos para o gene 16S rRNA, sendo 16SF (5’- AGAGTTTGATCMTGG - 3’) e 

16SR (5’- TACCTTGTTACGACTT - 3’), utilizados por Weeks et al. (2001). Cada 

reação foi realizada para um volume total de 25 µL, sendo 1 µL da amostra de DNA e 

24 µL da mistura de reação [2,5 µL de MgCl2 (2,5 mM), 2,5µL do tampão Tris 1X, 2 

µL dos primers (16 SF e 16 SR), 1 µL de dNTP (10 mM), 0,2 µL de TAQ Polimerase 

(5 U/µL) e 16,8 µL de água deionizada autoclavada]. O programa de amplificação 

consistiu de uma desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos, 94ºC 
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por 1 minuto, 50ºC por 1 minuto e 72ºC por 2 minutos, e por fim, 72ºC por 5 minutos 

(SAMBROOK et al., 1989). 

Os produtos das reações da PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1%, corado com 1 µL de brometo de etídeo em tampão TBE (Tris-Borato-

EDTA) 1X, em voltagem constante de 100 V. O gel foi visualizado, fotografado pelo 

sistema de captura de imagem digital LPIX – Loccus Biotecnologia, gravado 

eletronicamente e impresso para arquivo (SAMBROOK et al., 1989). 

 

2.8. ANÁLISE DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA FOLIAR 

2.8.1. Obtenção do extrato foliar 

Os extratos foliares foram obtidos da segunda folha desenvolvida (folhas 

infestadas) dos tomateiros. As folhas foram limpas com o auxílio de um pincel, para 

retirada de ácaros, teia e fezes, sendo imediatamente acondicionadas em caixa de isopor 

contendo nitrogênio líquido e transportadas ao laboratório, onde as amostras foram 

processadas. 

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

por OHTA et al. (1986). O material vegetal foi macerado com o auxilio de pistilo e gral 

de porcelana até a obtenção de um pó que foi posteriormente pesado em balança 

analítica. Adicionou-se a esse pó uma solução de tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 e 

CaCl2 20mM, na proporção 1:3 (m/L). Em seguida a mistura foi homogeneizada e 

depois centrifugada a 17.200 x g por 30 minutos a 4 °C (BATISTA et al., 2002). O 

sobrenadante foi coletado e utilizado para a determinação da concentração de proteína 

total, atividade de lipase e inibição tríptica. Para a atividade de lipoxigenase, o tampão 

de extração usado foi tampão fosfato de Sódio 0,05 M, pH 6,5. 

 

2.8.2. Determinação da concentração de proteína total 

A determinação da concentração de proteína do extrato foi obtida pelo método 

descrito por BRADFORD (1976), utilizando como padrão uma solução de 0,2 mg/mL 

de soro albumina bovina (BSA). As análises foram realizadas em triplicata. 
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2.8.3. Determinação da Atividade de Lipase 

 A atividade de lipase foi determinada utilizando-se o “kit” enzimático Bioclin®. 

Em um microtubo 1,5 mL foram adicionados 200 µL tampão tris (hidroximetilamino 

metano) 100 mM/L pH 8,5,  10 µL de extrato foliar, 10 µl de inibidor enzimático (Fenil 

Sulfonil Fruoreto) 8 mM/L e 20 µL do reagente de cor DTNB (Ácido 

ditionitrobenzóico, 3 mM/L, Acetato de Sódio 100 mM/L e azida sódica 3,08 mM/L). 

Essa mistura foi colocada em banho maria a 37° C por dois minutos, em seguida foi 

acrescentado 20 µL de substrato (tributiratoditio propanol 20 mmol/L). Novamente a 

mistura foi incubada a 37° C por trinta minutos. Depois foi adicionado 400 µL de 

acetona.  A mistura foi homogeneizada e mantida em repouso durante três minutos, 

sendo posteriormente centrifugada a 3500 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi 

utilizado para determinar a atividade da lipase em espectrofotômetro a 410 nm. O 

mesmo procedimento foi realizado para o controle, apenas o substrato Tributiratoditio 

propanol 20 mmol/L não foi adicionado. O aparelho espectrofotômetro foi calibrado 

com água deionizada. O cálculo para lipase foi feito com a seguinte fórmula:  

Lipase (UI): (Abs. Amostra – Abs. Controle)/7 x 1000 

 

2.8.4. Determinação da atividade da lipoxigenase 

A atividade de lipoxigenase sobre o ácido linoléico foi determinada segundo o 

método descrito por Axelrod et al. (1981). Nesse método determina o aumento da 

absorbância a 234 nm, resultante da formação de um sistema de duplas ligações 

conjugadas no hidroperóxido formado. 

A solução estoque de linoleato de sódio 10 mM foi preparada utilizando-se ácido 

linoléico, aproximadamente 99% (SIGMA), como segue: a um erlenmeyer de 150 mL, 

envolvido por papel alumínio e contendo aproximadamente 10 mL de água deionizada, 

previamente fervida, foram adicionados 78 L de ácido linoléico e 90 L de Tween 20 

(SIGMA). A solução foi homogeneizada com auxílio de uma pipeta automática, 

tomando-se o cuidado para não formar bolhas. O clareamento da solução foi realizado 

adicionando-se gotas de solução de NaOH 0,5 M. Após o clareamento, a solução foi 

transferida para um balão volumétrico (25 mL) envolvido por papel alumínio e o 

volume aferido. A solução estoque de linoleato de sódio foi armazenada em micro-tubos 

(1 mL) envolvidos em papel alumínio e armazenados a - 20 oC. 
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Para as análises das atividades de lipoxigenases, foram misturados em um 

microtubo de 1,5 mL: 1,0 L do extrato bruto foliar e 4,0 L da solução estoque de 

linoleato de sódio e 1,0 mL de tampão fosfato 50,0 mM, pH 6,0. A absorbância da 

mistura de reação foi determinada a 234 nm, por um período de 2,5 minutos, utilizando 

espectrofotômetro modelo Spectrum SP 2000 UV. Sob as mesmas condições, foi 

realizado a leitura do branco, que consistiu da mesma quantidade de substrato e tampão. 

Todas as análises foram realizadas em triplicatas. 

A partir dos valores de absorbância obtidos a 234 nm foram calculadas as 

velocidades de formação dos produtos, utilizando-se a seguinte equação: 

 

V =     A234                             (1) 

          .l.t 

Onde : 

A234 = absorbância a 234 nm 

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

linoléico a 234 nm). 

t = 120 s (tempo de incubação). 

l = 1,0 cm (caminho ótico). 

 

2.8.5. Determinação dos inibidores de tripsina  

A presença de inibidores no extrato foliar foi determinada utilizando tripsina 

bovina. A determinação da atividade tríptica foi baseada no seguinte procedimento 

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

mM; e 50 µL da solução de tripsina 4,7 x 10-5 M, que foram adicionados em um tubo 

eppendorf de 1,5 mL. Para o controle da enzima foram adicionados, em outro tubo, 550 

µL do tampão Tris-HCl e 50 µL da solução de tripsina 4,7 x 10-5 M.  

A mistura contida em cada tubo foi incubada por 5 minutos, à temperatura 

ambiente. Após esse tempo 500 µL da mistura foram retirados e adicionados em outro 

tubo contendo 500 µL de Tris-HCl 0,1 M; pH 8,2 contendo CaCl2 20 mM e 500 µL da 

solução de L-BApNA 1,2 mM. A absorbância da solução foi determinada a 410 nm 

durante 2,5 minutos de reação, utilizando espectrofotômetro modelo Spectrum SP 2000 

UV.  
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Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida por grama de 

proteína, de acordo com a seguinte equação: 

 

mg de tripsina inibida/grama de proteína  =    

 

Em que: 

A = Absorbância em 410 nm do controle – absorbância em 410 nm da amostra 

(Diferença entre a absorbância do controle e a absorbância da amostra); 

B = Diluição da amostra; 

P = Concentração de proteína dos extratos (g/mL); e  

C = Fator de tripsina, ou seja, o produto da atuação de 1µg de tripsina ativa 

sobre o substrato L-BApNA dará a leitura de absorbância em 410 nm de 0,019 

(KAKADE et al., 1974). 

 

2.8.6. Determinação da atividade da polifenoloxidase (PPO) 

 A atividade de PPO foi determinada conforme método descrito por KAR & 

MISHRA (1976). A mistura de reação contendo 960 μL da solução de substrato catecol 

0,2 M foi levada ao banho-maria, à 25 ᵒC por 5 minutos, para estabilização. Após este 

tempo acrescentou-se 40 μL do extrato vegetal. O aumento da absorbância foi 

registrado no comprimento de onda 410 nm, no espectrofotômetro durante o período de 

2,5 minutos, com intervalos de 30 segundos. Todas as incubações foram realizadas em 

triplicatas. A atividade da enzima foi medida utilizando-se para os cálculos o coeficiente 

de extinção molar de 1,47 mM-1.cm-1. Posteriormente, os resultados foram divididos 

pela concentração de proteína no extrato e foram expressos em M.min-1/mg de proteína 

(atividade específica). 

 

 

2.9. ANÁLISE DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA NOS HERBÍVOROS 

2.9.1. Obtenção do extrato enzimático dos ácaros 

Cinquenta fêmeas adultas de T. evansi e de T. urticae foram colocadas em micro 

tubos de1,5 mL, contendo 1 mL de solução HCl 10-3 M a 4 ºC. Os ácaros foram 

macerados com bastão de vidro estéril, adicionado 1 mL de solução HCl 10-3 M a 4 ºC e 

xPCx

AxB

1000
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centrifugado a 10.000 g, por 10 min a 4ºC (PILON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005; 

XAVIER et al., 2005). O sobrenadante contendo o material solúvel, chamado de extrato 

bruto, foi utilizado para análises posteriores. 

 

2.9.2. Obtenção do extrato enzimático das lagartas 

Três lagartas entre 2º e 3º instar foram colocadas em micro tubo 1,5 mL 

contendo 1 mL de solução HCl 10-3 M a 4 ºC. O extrato enzimático foi obtido através 

do rompimento celular dos tecidos em gral de porcelana, com auxílio de um pistilo, 

sobre banho de gelo e posteriormente centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 4ºC 

(PILON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). O sobrenadante 

contendo o material solúvel, chamado de extrato bruto, foi utilizado para análises 

posteriores. 

 

2.9.3. Determinação da atividade das proteases totais 

A atividade proteásica foi determinada segundo o método descrito por Tomarelli 

et al., (1949) utilizando-se azocaseína 2% (m/L) como substrato em tampão Tris-HCl 

0,1 M, pH 8,0, 37°C. A mistura reacional consistiu em 50 μL de substrato e 60 μL de 

extrato enzimático, sendo incubada por 30 minutos a 37°C. A reação foi interrompida 

pela adição de 240 μL de ácido tricloroacético (TCA) 10% (m/L). Após interromper a 

reação, as amostras foram homogeneizadas em vortex e mantidas em repouso em gelo 

por 15 minutos. Logo após, os micro tubos de 2 mL contendo as amostras foram 

centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 25°C, para remoção da proteína precipitada. 

Uma alíquota de 240 μL do sobrenadante foi transferida para outros tubos contendo 280 

μL de NaOH 1M. As absorbâncias foram determinada a 440 nm e os valores divididos 

entre a concentração de proteínas total expressas em mg/mL para a obtenção da 

atividade específica. 
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2.9.4. Determinação de atividade de serino-proteases 

Tripsina-like 

 

A atividade amidásica foi determinada segundo o método descrito por Erlanger 

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

Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride) 60 mM diluído em tampão Tris-HCl 

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

substrato de 1,2 mM. A mistura reacional consistiu de 500 μL de tampão Tris-HCl 0,1 

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

enzimático a absorbância da amostra foi obtida a 410 nm em função do tempo (2,5 min) 

a 25 °C. A atividade foi determinada pela formação do produto p-nitroanilida, 

utilizando-se para os cálculos o coeficiente de extinção molar de 8800 M-1cm-1. A partir 

dos valores de absorbância obtidos foram calculadas as atividades de formação dos 

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

 

A =  

 

Onde : 

A 410 = Absorbância a 410 nm 

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

t = 150 s (tempo de incubação) 

l = 1,0 cm (caminho ótico) 

 

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

a concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a nmol/s/mg de proteína.  

 

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

Tosyl-L-argininemethylesterhydrochloride) na concentração final de 0,1 mM a 25 °C 

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

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

extrato enzimático. Após a adição do extrato enzimático a absorbância da amostra foi 

obtida a 247 nm por 2,5 minutos, utilizando-se para os cálculos o coeficiente de 

A 410 

ɛ.l.t 
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extinção molar de 540 M-1cm-1. A partir dos valores de absorbância obtidos foram 

calculadas as atividades de formação dos produtos em M/s utilizando-se a seguinte 

equação: 

 

                    A =  

Onde: 

A247 = absorvância a 247 nm 

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

t = 150 s (tempo de incubação) 

l = 1,0 cm (caminho ótico) 

 

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

a concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a nmol/s/mg de proteína.  

 

Quimotripsina-like 

 

A determinação da atividade de quimotripisina-like foi realizada pelo método de 

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

BTpNA (N-Benzoil-L-tirosil p-nitroanilida) 60 mM em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 

com CaCl2 20 mM a 25 °C, obtendo-se uma concentração final de substrato de 1,2 mM. 

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

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

absorbância da amostra foi obtida a 410 nm em função do tempo (2,5 min) a 25 °C. A 

atividade foi determinada pela formação do produto p-nitroanilida, utilizando-se para os 

cálculos o coeficiente de extinção molar de 8800 M-1cm-1. A partir dos valores de 

absorbância obtidos foram calculadas as atividades de formação dos produtos em M/s 

utilizando-se a seguinte equação: 

 

A =  

 

onde : 

A 410 = absorvância a 410 nm 

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

A 247 

ɛ.l.t 

A 410 

ɛ.l.t 



52 

 

t = 150 s (tempo de incubação) 

l = 1,0 cm (caminho ótico) 

 

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

a concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a nmol/s/mg de proteína.  

 

2.9.5. Determinação da atividade de cisteíno-proteases  

A atividade amidásica de cisteíno-proteases foi realizada pelo método descrito 

por Erlanger et al. (1961) com modificações conforme Mendonça et al., (2011, 2012). 

Utilizaram-se 500 µL do substrato cromogênico N-benzoil-L-arginil p-nitroanilina (L-

BApNA) na concentração final de 0,5 mM a 25°C e 500 µL de tampão Tris-HCl 0,1 M 

pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl2 e 5 mM de Ditiotreitol (DTT), para garantir que o 

resíduo de cisteína estivesse reduzido. Ao extrato foi adicionado 100 µL do inibidor de 

serino-protease benzamidina na concentração final de 1mM, a qual corresponde ao Ki 

de inibição de tripsinas-like por benzamidina. A reação foi realizada durante 2,5 

minutos com leitura de absorbância a 410 nm a cada 30 segundos. Para a determinação 

da atividade foi utilizado o coeficiente de extinção molar do produto formado, p-

nitroanilina, de 8800 M-1.cm-1. A partir dos valores de absorvância obtidos foram 

calculadas as atividades de formação dos produtos em M/s utilizando-se a seguinte 

equação: 

 

A =  

 

onde : 

A 410 = absorvância a 410 nm 

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

t = 150 s (tempo de incubação) 

l = 1,0 cm (caminho ótico) 

 

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

a concentração de proteína (mg/mL) e convertidas a nmol/s/mg de proteína.  

 

A 410 

ɛ.l.t 
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2.10. COMPORTAMENTO REPRODUTIVO DE T. evansi 

O experimento foi conduzido a 25 ºC, 70 ± 5% de umidade relativa e 12 horas 

de fotofase.  Para avaliar a oviposição, após sete dias da infestação feita com os 

tratamentos nas folhas do tomateiro, os herbívoros foram retirados das folhas para 

serem submetidos à análise enzimática e, subsequente, foram feitos discos das folhas 

expostas aos tratamentos. Os discos foram mantidos com a face adaxial em contato com 

algodão hidrófilo umedecido com água destilada no interior de placas de Petri (14 cm de 

diâmetro x 2 cm de profundidade). Foram avaliadas somente fêmeas de T. evansi sobre 

cada tratamento, em razão da interação dos herbívoros na resposta de defesa das plantas 

interferir na reprodução de qualquer um dos herbívoros em estudo. Foi colocada uma 

fêmea adulta por disco, obtidas da criação massal, sendo essas fêmeas de dois dias de 

idade e acasaladas. As fêmeas foram deixadas ovipositar por quatro dias e os ovos 

contabilizados a cada dia, durante um período de quatro dias.  

 

  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Análise molecular 

A figura 1 representa a amplificação de DNA para os ácaros mantidos em discos 

foliares umedecidos com água nas canaletas 1 e 2, e umedecidos com solução de 

tetracilcina 0,1 % (m/L) na canaleta 3. Observou que apenas os ácaros mantidos em 

discos foliares umedecidos com água apresentaram DNA bacteriano amplificado, ou 

seja, formação de banda. Isso mostra a eficiência do tratamento com o antibiótico 

tetraciclina para eliminar endossimbiontes bacterianos no ácaro T. evansi. Esse 

resultado nos permite avaliar o efeito dos endossimbiontes bacterianos de T. evanis não 

tratados sobre o mecanismo de defesa do tomateiro. 
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Figura 1. Amplificação de DNA para os ácaros T. evansi mantidos em discos 

foliares umedecidos com água (1 e 2) e com solução de tetracilcina 0,1 % (3). M – 1Kb 

promega.  

 

 Tetraciclina é um antibiótico de amplo espectro e normalmente utilizado para 

tratar insetos com endossimbiontes bacterianos, permitindo determinar seus efeitos 

sobre os hospedeiros (BALLARD & MELVIN, 2007; SLADE & MORRISON, 2013). 

Além do baixo custo, Visôtto et al. (2009) destacaram que a esterilização via tratamento 

oral de antimicrobianos facilita estudos fisiológicos e das possíveis relações da 

microbiota com seu hospedeiro. 

 

3.2. Atividade Enzimática foliar 

A atividade da lipase dos tratamentos contendo os herbívoros foi superior ao 

tratamento controle (Figura 2). Plantas infestadas com T. evansi apresentaram maior 

atividade de lipase que as plantas controle. Esse resultado mostra que o T. evansi, 

conhecido por reduzir a defesa do tomateiro (SARMENTO et al., 2011), induziu o 

sistema de defesa da planta nesse ponto da via. As plantas infestadas com T. evansi 

tratadas com tetraciclina, ou seja, sem endossimbiontes bacterianos, apresentaram 

valores para atividade da lipase iguais às plantas injuriadas por T. urticae, por T. evansi 

e T. absoluta; por T. urticae e T. absoluta; e por apenas T. absoluta. O ácaro T. urticae 

tem mostrado ser capaz de induzir as defesas da planta dependentes de lipase (KANT et 

M      1       2        3 
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al, 2004). Plantas injuriadas por T. absoluta apresentam maior atividade de lipase 

quando comparado com plantas não injuriadas, mostrando que esse herbívoro é capaz 

de induzir o mecanismo de defesa pela via dependente da atividade de lipase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Atividade da lipase (UI) em plantas sem herbívoros, plantas infestadas 

com: T. evansi; T. evansi tratados com tetraciclina;  T. urticae;   T. evansi + T. urticae;  

T. evansi + T. absoluta; T. urticae + T. absoluta; e  T. absoluta. Média seguida pela 

mesma letra, na coluna, não difere pelo teste Tukey a 5 % de significância. 

 

A atividade de lipase é maior quando as plantas estão sendo injuriadas por 

herbívoros e patógenos (OH et al., 2005; KIM et al., 2008, HONG et al., 2008). Essa 

maior atividade é resultado da interação de um peptídeo com receptor da membrana 

plasmática, sendo esse peptídeo um sinalizador da lesão dos herbívoros (CLARENCE, 

2000; SCHILMILLER & HOWE, 2009). A maior atividade da lipase em plantas 

infestadas em relação ao controle mostra a capacidade dos herbívoros testados em 

induzir a defesa do tomateiro. 
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Plantas infestadas com T. evansi sem endossimbiontes apresentaram maior 

atividade da lipase quando comparadas às plantas infestadas por T. evansi com 

endossimbiontes. Segundo McCloudand & Baldwin (1997), as plantas conseguem 

identificar pistas de seus agressores, como compostos presentes na saliva ou o próprio 

material vegetal degradado, e assim responder de forma mais específica à injúria que 

está sofrendo. Baseado nisso, algum composto produzido pelas bactérias 

endossimbiontes de T. evansi pode ter interferido no reconhecimento da planta quando 

esta foi injuriada por esse ácaro.  

Barr et al. (2010) relataram que bactérias do gênero Wolbachia, endossimbiontes 

Diabrotica virgifera virgifera  LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae), suprimem a 

defesa do milho. Igualmente, T. evansi é hospedeiro de uma cepa de Wolbachia, como 

se trata de uma bactéria que não pode ser cultivada em meios de cultura, o que torna 

difícil determinar os efeitos específicos dessa bactéria sobre o mecanismo de defesa do 

tomateiro. Foi mostrado que o tomateiro responde de forma diferente a ácaros com e 

sem bactérias, porém, não foi possível atribuir esse efeito a uma bactéria específica. 

De forma geral, após serem injuriadas por herbívoros, as plantas respondem de 

forma inespecíficas a seus agressores (SCHALLER & FRASSON, 2001). Nas 

sequências de reações que levam ao aumento dos compostos de defesa das plantas, as 

que envolvem a transformação do ácido linolênico até metil jasmonato são bem 

conhecidas (ISHIGURO et al., 2001), sendo a atividade da lipase uma das primeiras 

etapas desse processo. Essa enzima é responsável pela liberação de ácidos graxos no 

citosol, servindo como substrato para as lipoxigenases.   

A enzima lipoxigenase nas plantas infestadas por ácaros T. evansi apresentaram 

concentrações iguais às plantas controle (Figura 3). T. evansi sem endossimbiontes, T. 

urticae e T. absoluta induziram de forma idêntica a defesa da planta. Nesse ponto da via 

de defesa da planta, fica evidente o efeito das bactérias do T. evansi na supressão da 

atividade de lipoxigenase. Igualmente à atividade da lipase, quando as plantas foram 

infestadas simultaneamente por herbívoros que induzem e suprimem a defesa da planta, 

o efeito da indução predominou. 
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Figura 3. Atividade de lipoxigenase (LOX) (µmol.s-1) / (g.ml-1) em plantas sem 

herbívoros, plantas infestadas com: T. evansi; T. evansi tratados com tetraciclina;  T. 

urticae;   T. evansi + T. urticae;  T. evansi + T. absoluta; T. urticae + T. absoluta; e  T. 

absoluta. Média seguida pela mesma letra, na coluna, não diferem pelo teste Tukey a 5 

% de significância. 

 

As injúrias causadas por T. evansi com endossimbiontes comprometeu 

significativamente a primeira etapa da via de defesa do tomateiro, reduzindo a atividade 

da LOX. Essa baixa de atividade LOX não pode ser explicada pela falta de substrato 

para essa enzima, uma vez que a atividade da lipase é alta em ácaros T. evansi. 

Plantas infestadas por T. evansi sem endossimbiontes apresentaram atividade de 

LOX semelhantes a T. urticae, evidenciando os efeitos das bactérias sobre a atividade 

dessa enzima. Thaler et al. (2002) afirmam que o ataque de um herbívoro pode estar 

associado a ataques de outros organismos, como endossimbiontes que podem ser 

patógenos para plantas. Nesse caso, pode estar ocorrendo uma interação negativa entre 

as vias de sinalização para defesa das plantas a herbívoros e patógenos. A planta 

priorizando a defesa contra patógenos pode ficar mais susceptível ao ataque de 

herbívoros (KOORNNEEF & PIETERSE, 2008).  

O comportamento alimentar dos herbívoros tem papel importante na interação 

planta-herbívoro. Gosset et al. (2009) mostraram que insetos mastigadores induzem 
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defesas de planta diferentes das induzidas por insetos sugadores. Pode ser observado 

nos nossos resultados que o herbívoro sugador T. urticae induziu a atividade de LOX de 

forma semelhante ao mastigador T. absoluta, evidenciando que o tomateiro não 

diferencia o tipo de injúria dessas pragas. O maior nível de LOX é observado quando 

esses dois herbívoros estão juntos na planta, provavelmente devido aos maiores danos 

causados. T. evansi na presença de outros herbívoros não conseguiu suprimir a defesa 

do tomateiro pela via das lipoxigenases.   

A LOX atua sobre os ácidos linolênico e linoleico, que são liberados da 

membrana plasmática pela lipase, formando precursores do ácido jasmônico. Esse ácido 

é um importante hormônio das plantas, aumentando a resistência dessas contra micro-

organismos patogênicos e herbívoros (GAO, et al, 2013), além de estar envolvido em 

processos de crescimento e desenvolvimento do vegetal (SHAN et al., 2009; 

SCALSCHI et al., 2013).  

O ácido jasmônico é responsável pela indução e acúmulo de IP. Esses compostos 

fornecem uma forte barreira para os herbívoros, que não conseguem assimilar os 

aminoácidos essenciais da proteína ingerida (LI et al., 2002; CHEN et al., 2005; 

SCHILMILLER & HOWE, 2005; OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). 

Para as análises de inibidores de proteases, plantas não infestadas e plantas 

infestadas com T. evansi na presença e ausência das bactérias apresentaram 

concentrações estatisticamente iguais dessa molécula proteica (Figura 4). Entretanto, 

plantas injuriadas por T. evansi sem bactérias também apresenta níveis de IP 

semelhantes às com T. urticae. Os níveis de IP são elevados quando T. evansi não 

tratados e herbívoros que induzem a defesa da planta atacam simultaneamente a planta, 

mostrando que a indução supera o efeito da supressão. Os maiores níveis de IP forma 

observados em plantas infestadas simultaneamente por T. urticae e T. absoluta. 
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Figura 4. Atividade de inibidores de proteases (IP) em plantas sem herbívoros, 

plantas infestadas com: T. evansi; T. evansi tratados com tetraciclina;  T. urticae;   T. 

evansi + T. urticae;  T. evansi + T. absoluta; T. urticae + T. absoluta; e  T. absoluta. 

Média seguida pela mesma letra, na coluna, não difere pelo teste Tukey a 5 % de 

significância. 

 

Plantas infestadas por T. evansi apresentaram níveis basais de IP, iguais às 

plantas não infestadas. Esses baixos valores para IP podem estar relacionado à baixa 

atividade de LOX observada em plantas infestadas com esse mesmo ácaro. A atividade 

de LOX é uma etapa crucial da via de resposta da planta que leva à produção de ácido 

jasmônico, sendo esse o sinalizador da expressão gênica de IP (DE VOS et al., 2005). 

Nossos resultados estão de acordo com o trabalho de Sarmento et al. (2011), que 

avaliaram a indução gênica em tomateiro injuriado por T. evansi e T. urticae, 

separadamente. Ao contrário do que foi observado para T. urticae, os danos causados 

por T. evansi não levaram a uma maior expressão gênica para IP. Herbívoros que se 

alimentam em plantas com baixos níveis de IP apresentam desenvolvimento e 

reprodução superior quando comparados com alimentação sobre plantas com altos 

teores de IP (SARMENTO et al., 2011).  

Herbívoros da ordem Lepidoptera, como T. absoluta, são conhecidos por 

aumentar os níveis de IP em plantas infestadas (FORTUNATO et al., 2007). Embora T. 
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absoluta seja uma importante praga do tomate, podendo levar a perdas de até 100% das 

plantações infestadas (DESNEUX et al., 2010). Estudos tem enfatizado o risco dessa 

praga adquirir resistência aos agrotóxicos usados em seu controle (KHALID et al., 

2012; SILVA et al.,2015), mas não abordam como a planta responde a essa praga. O 

presente trabalho demonstrou que T. absoluta aumenta a atividade de lipase em 

tomateiro, iniciando a via de resposta da planta que resulta na produção de IP. O 

aumento da atividade do IP também foi observado em plantas atacadas por T. urticae. 

Essas espécies induzem o mesmo mecanismo de defesa no tomateiro, isso explica os 

altos valores de IP quando esses herbívoros atacaram juntos a planta.  

A infestação dos ácaros simultânea com T. absoluta resultou em um aumento 

nos teores de IP (Figura 4). Isso mostra que capacidade de indução do mecanismo de 

defesa nas plantas de tomate. T. evansi não foi capaz de reduzir os níveis de IP quando 

se alimenta com outros herbívoros, mostrando que seus competidores não podem 

aproveitar da interferência desse ácaro na redução da defesa da planta. 

Na figura 5, podemos observar que plantas infestadas por T. evansi não tratados 

com tetraciclina apresentaram alta atividade da enzima polifenoloxidase (PPO). Plantas 

infestadas por mais de um herbívoro, simultaneamente, elevaram os níveis de PPO 

acima dos níveis das plantas não infestadas. Plantas injuriadas por T. absoluta não 

aumentaram a atividade da PPO. 
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Figura 5. Atividade de polifenoloxidase (PPO) em plantas sem herbívoros, 

plantas infestadas com: T. evansi; T. evansi tratados com tetraciclina;  T. urticae;   T. 

evansi + T. urticae;  T. evansi + T. absoluta; T. urticae + T. absoluta; e  T. absoluta. 

Média seguida pela mesma letra, na coluna, não difere pelo teste Tukey a 5 % de 

significância. 

 

Ao contrário do observado para LOX e IP, T. evansi apresentou maior indução 

de atividade para PPO quando comprado aos demais tratamentos (Figura 3, 4 e 5). PPO 

são enzimas que podem afetar o crescimento, desenvolvimento e reprodução de 

herbívoros (WAR et al., 2012). Essas enzimas reduzem a qualidade nutricional, 

digestibilidade e palatabilidade dos tecidos vegetais para os herbívoros por produção de 

quinona através de compostos fenólicos. Essas quinonas complexam os aminoácidos 

deixando-os indisponíveis para os herbívoros (MAHANIL, et al., 2008; BHONWONG, 

et al., 2009). PPO pode ser induzida tanto por micro-organismo como por herbívoros 

(WAR et al., 2012; THIPYAPONG et al., 2007) o que pode explicar uma maior 

indução desta enzima pelo T. evansi com endossimbiontes, quando comparado com T. 

evansi sem bactérias. PPO tem atividade aumentada quando plantas são atacadas por 

fungos e bactérias, constituindo importante defesa contra micro-organismo. Thipyapong 

et al. (2007) mostraram, através da utilização de plantas transgênicas com reduzida 
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atividade de PPO, que essas são significativamente mais susceptíveis à infecção 

bacteriana, com crescimento bacteriano 55 vezes maior que em plantas controle. 

Plantas de tomate infestadas por T. absoluta induziram a atividade de lipase, de 

lipoxigenase e a produção de inibidores de proteases, mas a atividade de PPO não foi 

alterada. Isso demonstra que o tomateiro responde a esse herbívoro especificamente pela 

via das lipoxigenases. Estudos apontam que as plantas possuem, mesmo que limitada, a 

capacidade de responder especificamente aos diferentes estresses provocados por 

herbívoros (STOUT, et al., 1998). Plantas de milho produzem diferentes misturas de 

voláteis em resposta as injúrias de diferentes herbívoros, bem como quando lesionada 

pelo mesmo herbívoro em diferentes estágios do desenvolvimento (TAKABAYASHI & 

DICKE 1996). 

Plantas infestadas por T. evansi e T. absoluta, simultaneamente, apresentaram 

menor indução do que plantas apenas com T. evansi, possivelmente devido à interação 

negativa entre as vias de defesa sendo ativadas ao mesmo tempo. Stout et al. (1998) 

relataram que o tomateiro, quando injuriado por um herbívoro mastigador, induz PPO e 

inibidor, mas não peroxidase. Por outro lado, quando atacado por um inseto sugador, 

induz peroxidase e LOX.  

Quando diferentes herbívoros atacaram simultaneamente o tomateiro, a planta 

respondeu com a indução da PPO. Nesse caso, os níveis da atividade foram semelhantes 

entre todas as combinações de herbívoros avaliadas. Os efeitos da maior atividade 

observada para T. evansi ou a não indução de T. absoluta desaparecem quando os 

herbívoros estão juntos na planta. Alguns trabalhos investigaram o efeito negativo que 

pode ocorrer no mecanismo de defesa da planta, quando herbívoros e patógenos 

infestam simultaneamente a planta, e verificaram que um tipo de defesa pode ser 

ativado em detrimento a outro (BOSTOCK et al., 2001; KUNKEL & BROOKS, 2002; 

SPOEL et al., 2003; TAYLOR et al., 2004; KOORNNEEF & PIETERSE, 2008). 

Outros avaliaram a resposta da planta quando esta é injuriada por herbívoros com 

diferentes mecanismos de alimentação (STOUT et al., 1998; GOSSSET et al., 2009), 

Porém, o mecanismo de defesa da planta foi avaliado para cada indivíduo isoladamente. 

No presente trabalho, avaliamos como as principais enzimas envolvidas na defesa da 

planta são ativadas quando atacadas por herbívoros com diferentes mecanismos de 

alimentação, simultaneamente.  
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3.3. Enzimas digestivas dos herbívoros 

 

A atividade de proteases totais dos herbívoros é apresentada na Figura 6. A 

presença de bactérias em T. evansi, ou a presença de T. urticae na mesma planta que o 

T. evansi não afeta a atividade das proteases totais desse ácaro. Entretanto, quando T. 

absoluta estava junto com T. evansi na planta, este apresentou cerca de cinco vezes mais 

atividade que os demais tratamentos. 
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Figura 6: Atividade de proteases totais em Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard, 1960 (Acari: Tetranychidae), em T. evansi tratados com tetraciclina, em T. 

evansi associado com Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), em T. 

evansi com Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), em T. urticae e 

em T. absoluta, todos no tomateiro. Média seguida pela mesma letra não difere pelo 

teste Tukey a 5 % de significância. 
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A atividade amidásica de tripsina-like foi semelhante em T. evansi com e sem 

bactérias, assim como em T. evansi junto com T. absoluta na mesma planta (Figura 7). 

Porém, quando T. evansi estava na companhia de T. urticae, essa atividade foi 

semelhante à T. evansi sem bactérias. Não houve diferença entre T. urticae e T. absoluta 

quando cada espécie estava na planta. 
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Figura 7. Atividade amidásica de tripsina-like em Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard, 1960 (Acari: Tetranychidae), em T. evansi tratados com tetraciclina, em T. 

evansi associado com Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), em T. 

evansi com Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), em T. urticae e 

em T. absoluta, todos no tomateiro. Média seguida pela mesma letra, não difere pelo 

teste Tukey a 5 % de significância. 
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A atividade esterásica de tripsina-like em T. evansi sem bactérias, semelhante a 

T. absoluta, apresentou aproximadamente três vezes maior que T. evansi com bactérias. 

A presença de T. urticae não interferiu nessa atividade de T. evansi (Figura 8).  
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Figura 8. Atividade esterásica de tripsina-like em Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard, 1960 (Acari: Tetranychidae), em T. evansi tratados com tetraciclina, em T. 

evansi associado com Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), em T. 

evansi com Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), em T. urticae e 

em T. absoluta, todos no tomateiro. Média seguida pela mesma letra, não difere pelo 

teste Tukey a 5 % de significância. 
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A atividade da quimiotripsina-like de T. evansi junto com T. absoluta na mesma 

planta foi estatisticamente igual à atividade da T. absoluta sozinha e de T. evansi. A 

ausência de bactérias reduziu aproximadamente 50% da atividade de quimiotripsina-

Like em T. evansi (Figura 9).  
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Figura 9: Atividade de quimiotripsina-like em Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard, 1960 (Acari: Tetranychidae), em T. evansi tratados com tetraciclina, em T. 

evansi associado com Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), em T. 

evansi com Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), em T. urticae e 

em T. absoluta, todos no tomateiro. Média seguida pela mesma letra, na coluna, não 

difere pelo teste Tukey a 5 % de significância. 
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Para atividade de cisteíno protease, não houve diferença entre a maioria dos 

tratamentos, com exceção para T. urticae, que apresentou valores inferiores quando 

comparado a outros herbívoros ou combinações de herbívoros (Figura 10). 
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Figura 10. Atividade de cisteíno protease em Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard, 1960 (Acari: Tetranychidae), em T. evansi tratados com tetraciclina, em T. 

evansi associado com Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae), em T. 

evansi com Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), em T. urticae e 

em T. absoluta, todos no tomateiro. Média seguida pela mesma letra não difere pelo 

teste Tukey a 5 % de significância. 

 

A atividade de proteases na maioria dos tratamentos foi semelhante (Figura 6), 

exceto quando T. evansi se alimentou da mesma planta que T. absoluta, apresentando, o 

ácaro sozinho, atividade superior de proteases totais. O mesmo comportamento foi 

observado para atividade amidásica de tripsina-like (Figura 7), sendo os valores para T. 

evansi junto com T. urticae superiores à T. evansi sozinho na planta.  Como mostrado 

anteriormente, T. absoluta e T. urticae induziram a produção de IP, assim, essa maior 

atividade de protease e de tripsina-like pode ser uma tentativa do ácaro em contornar a 

defesa produzida pela planta. Pilon et al. (2006), trabalhando com a lagarta-da-soja, 

observaram uma maior atividade de proteases quando a lagarta era alimentada em dieta 

com altas concentrações de IP, demonstrando assim uma adaptação deste  inseto  a esta 

dieta. 
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 Assim como em T. evansi tratados com tetraciclina, T. absoluta apresentou alta 

atividade esterásica. Para T. absoluta, esse resultado é semelhante ao observado para 

outras lepidópteras. Oliveira et al. (2005) e Xavier et al. (2005) mostraram que tripsina-

like apresentam maior eficiência catalítica para o substrato esterásico, o qual foi 

relacionado ao mecanismo de ação da enzima. Aqui, indicamos que a atividade 

esterásica foi importante para essa praga da cultura do tomateiro. 

 Com a ausência de bactérias, a atividade de quimotripsina-like foi reduzida em 

quase 50%. Esse fato sugere que as bactérias podem sintetizar essa enzima e auxiliar o 

ácaro no seu processo digestivo. Visôtto et al. (2009) verificaram que a eliminação de 

bactérias endossimbiontes em A. gemmatalis reduz a produção de proteases e lipases 

extracelulares, prejudicando assim o processo digestivo do inseto. Ao contrário do 

encontrado para outra lepidóptera (VISÔTTO et al., 2009), T. absoluta apresentou alta 

atividade de quimotripsina-like. Este resultado, assim como o obtido em T. evansi e em 

T. urticae, não corrobora com alguns autores, que relataram que esta atividade seja 

baixa nos insetos ( CARRILHO et al., 2011; SANTAMARÍA et al., 2015). Isso sugere 

que as enzimas predominantes nos insetos devem estar relacionadas, principalmente, 

com o substrato alimentar. 

 Embora T. urticae seja a espécie que apresentou menor atividade para cisteíno 

protease, essa enzima tem sido recentemente estudada nesse ácaro. Santamaría et al., 

(2015) apontaram que cisteino proteases são importantes para o processo digestivo de T. 

urticae e que este ácaro tem capacidade de aumentar a expressão gênica para essa 

enzima em função da ingestão de inibidores. Além disso, Carrilho et al. (2011) 

mostraram que T. urticae tem o desenvolvimento e a reprodução afetadas quando se 

alimentam em plantas de milho que expressam inibidores de cisteíno proteases.  

 Um dos métodos de controle de doenças e pragas é a indução de resistência em 

plantas (MENEGHETTI et al., 2010). Para esse propósito, torna-se de suma 

importância o conhecimento das principais enzimas digestivas dos herbívoros. Aqui 

mostramos as principais enzimas envolvidas no processo digestivo de T. evansi, T. 

urticae e T. absoluta. 
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3.4. Comportamento reprodutivo 

 

T. evansi obteve oviposição significativamente maior em plantas previamente 

injuriadas por ácaros da mesma espécie, embora seja igual a oviposição em plantas sem 

e com injurias produzidas por T. evansi sem bactérias (Figura 11). A oviposição diminui 

quando T. evansi se alimenta em plantas previamente injuriadas por T. urticae ou por 

mais de um herbívoro. Sarmento et al. (2011) também relataram diminuição da taxa de 

oviposição de T. evansi em tomateiro previamente injuriados por T. urticae. Como 

evidenciado no presente trabalho (Figura 4) e por Kant et al. (2004), T. urticae induz IP 

e sabe-se que esses compostos são responsáveis pela redução na oviposição 

(SARMENTO et al., 2011). 
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Figura 11. Média ± erro padrão de oviposição de Tetranychus evansi Baker & 

Pritchard, 1960 (Acari: Tetranychidae) em plantas sem injurias prévias e infestadas 

com: T. evansi, T. evansi tratados com tetraciclina, Tetranychus urticae (Koch, 1836) 

(Acari: Tetranychidae), T. evansi + T. urticae, T. evansi + Tuta absoluta (Meyrick, 

1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), T. urticae + T. absoluta e T. absoluta. Médias 

seguidas pela mesma letra na coluna não difere pelo teste Tukey a 5 % de significância. 
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Alguns trabalhos mencionam que herbívoros podem interferir no mecanismo de 

defesa da planta. Bede at al. (2006) mostraram que compostos na saliva da lagarta 

Spodeptera exigua reduzem a expressão de genes relacionados a defesa de plantas. 

Zarate et al. (2007) observaram que as injurias de herbívoros podem ativar 

determinadas vias de resposta da planta em detrimento a outras defesas. Entretanto, em 

nenhum desses trabalhos foram avaliados parâmetros biológicos dos herbívoros, sendo 

que esse é um importante fator para avaliar a eficiência da defesa da planta. As maiores 

taxas de oviposição de T. evansi coincidiu com os tratamentos com menores níveis de 

IP, corroborando com estudos que verificaram que a presença desses compostos 

interferem negativamente neste comportamento dos insetos. Plantas injuriadas por T. 

evansi apresentaram alta atividade de PPO (Figura 5), o que sugere que este ácaro seja 

insensível aos compostos de defesa produzida por essa enzima. 

Analisando as enzimas envolvidas na resposta de defesa da planta, T. evansi 

tratado com tetraciclina foi capaz de elevar o nível de indução da defesa da planta, 

quando comparado com T. evansi (Figura 2 e 3). Isso mostra que as bactérias podem 

auxiliar este ácaro a burlar a resistência da planta. Entretanto, esta possível capacidade 

de superar a defesa da planta não influenciou o comportamento de oviposição, pois a 

média da quantidade de ovos de T. evansi tratado com tetraciclina não diferiu da 

quantidade colocada por T. evansi e T. urticae (Figura 11). Isso evidencia que, em parte, 

a defesa da planta conseguiu prejudicar a reprodução do herbívoro.  

A oviposição de T. evansi foi reduzida quando este alimentou-se em plantas 

previamente injuriada por T. evansi + T. urticae e T. evansi + T. absoluta (Figura 11). 

Foi mostrado que nessas circunstâncias a planta responde à herbivoria aumentando seus 

compostos de defesa (Figura 2, 3 e 4) e isso resultou em uma menor reprodução do 

ácaro. Esse é o primeiro trabalho a mostrar os níveis de atividade das enzimas 

envolvidas no mecanismo de defesa do tomateiro sob as injurias de T. absoluta pela via 

LOX. Sendo observado, também, que esses níveis interferem negativamente na 

reprodução de T. evansi. 
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4. CONCLUSÕES 

 

T. evansi tratados com tetraciclina induz parcialmente a defesa do tomateiro. 

T. evansi não induz a defesa do tomateiro, porém esta defesa é induzida quando 

este acaro causa injuria em planta na presença dos outros herbívoros. Plantas injuriadas 

por T. urticae, por T. absoluta e a associação destas pragas também induzem a defesa 

do tomateiro. 

Pela primeira vez é demonstrado os níveis de atividade das enzimas envolvidas 

no mecanismo de defesa do tomateiro sob as injurias de T. absoluta pela via LOX. 

Todas as enzimas digestivas avaliadas apresentam atividades para todos os 

herbívoros estudados.  

A defesa do tomateiro influencia negativamente a oviposição de T. evansi 

quando este utiliza plantas previamente injuriadas por outros herbívoros, sozinhos ou 

simultaneamente, e por indivíduos de sua espécie tratados com tetraciclina. 
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