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RESUMO GERAL

Os fitohormonios, acido jasménico (AJ) e acido salicilico (AS), tém papel importante na
regulacdo de respostas de defesa das plantas contra o ataque de herbivoros. Eles se mostram
eficazes na potencializacdo das respostas defensivas induzidas das plantas. Aumentam a
expressao de genes relacionados a producdo de compostos toxicos e a emissdo de compostos
organicos volateis atraentes aos inimigos naturais dos herbivoros. No presente estudo, foi
investigada a preferéncia hospedeira e o desempenho do acaro-rajado Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae) as plantas de tomate (Solanum lycopersicum L., Solanaceae)
infestadas por herbivoros coespecificos e/ou lagartas da traga Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) e a inducdo de resisténcia direta e indireta ao &caro-rajado, T.
urticae, via aplicacdo exdgena de jasmonato de metila (MeJA) e/ou salicilato de metila
(MeSA) em tomateiro. Em ensaios com chance de escolha, fémeas do &caro-rajado preferiram
ovipositar em plantas infestadas por T. absoluta em relacdo as plantas ndo infestadas ou
infestadas com coespecificos. Em testes sem chance de escolha, as fémeas depositaram maior
nimero de ovos tanto nas plantas infestadas por T. absoluta quanto pelos coespecificos em
comparagdo com as plantas ndo infestadas. Porém, o &caro-rajado teve um desempenho
superior, medido em termos de numero de imaturos, somente em plantas infestadas pelos
coespecificos. Em ensaios de olfatometria, 0 comportamento olfativo do acaro ndo explicou a
preferéncia hospedeira para oviposicao, pois as fémeas ndo discriminaram os volateis das
plantas dos diferentes tratamentos. Quanto a aplicacdo dos indutores, ensaios
comportamentais em casa de vegetacdo mostraram que o nimero de ovos e adultos do acaro-
rajado foi menor em plantas tratadas com MeJA e MeJA/MeSA em relagcdo ao controle
(Tween). Ja em relacdo aos imaturos do acaro-rajado, os nimeros foram inferiores em plantas
tratadas com os indutores comparado com o controle. Em relacdo as defesas indiretas,
medidas em termos de atragdo do &caro predador Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari:
Phytoseiidae), as fémeas do predador foram recapturadas em maior numero nas plantas
tratadas com MeSA em relacdo aos demais tratamentos. As fémeas do predador também
depositaram maior nimero de ovos nas plantas tratadas com MeSA em relacdo a
MeJA/MeSA. A aplicacdo dos indutores reduziu as concentracGes de fendis totais nas plantas
de tomates tratadas em relacdo ao controle na primeira coleta, porém, na segunda coleta
houve reducdo somente nas plantas tratadas com MeJA. Em relacdo a lignina, na primeira
coleta houve reducdo nas plantas tratadas com os indutores em relagdo ao Tween, entretanto
na segunda coleta ndo houve diferenca entre os tratamentos. Assim, este estudo mostrou que a
selecdo hospedeira por T. urticae para oviposicdo ndo esta associada ao melhor desempenho
da prole e que a infestacdo de T. urticae induz suscetibilidade aos coespecificos. Os resultados
ainda sugerem que pistas quimicas nao volateis sejam responsaveis pela selecdo hospedeira de
T. urticae para plantas de tomate infestadas pelos coespecificos e/ou T. absoluta. Os
resultados, também, indicam que MeJA promoveu a resisténcia direta da planta de tomate
contra T. urticae, ao passo que a resisténcia indireta foi induzida somente pela aplicacédo
isolada de MeSA.

Palavras-chave: Jasmonato de metila, salicilato de metila, acaro-rajado, fitohormdnios,

resisténcia induzida, Phytoseiulus macropilis



ABSTRACT

The jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) play an important role in the regulation of
plant defense responses against herbivorous attack. It has been shown that JA and SA are
effective in potentiating the induced defensive responses of plants. They increase the
expression of genes related to the production of toxic compounds and the emission of volatile
organic compounds attractive to the natural enemies of herbivores. In the present study, it was
investigated the host preference and the performance of Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae) on tomato plants (Solanum lycopersicum L., Solanaceae) infested by co-
specific herbivores and/or Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) and also, the
induction of direct and indirect resistance to T. urticae, via exogenous application of methyl
jasmonate (MeJA) and / or methyl salicylate (MeSA) in tomato. In test with chance of choice,
the T. urticae females preferred to oviposit in plants infested by T. absoluta in relation to non-
infested or infested plants with co-specific. In test with no chance of choice, the females
deposited a larger number of eggs in plants infested by T. absoluta as well as by the co-
especific ones in compare with as non-infested plants. However, the spider mite had a
superior performance, measured in terms of the number of immature, only in plants infested
by the co-specifics. In olfactometry tests, the olfactory behavior of the mite did not explain
the host preference for oviposition, since females did not discriminate the volatiles of plants in
the different treatments. As for the application of the inducers, behavioral tests in a
greenhouse showed that the number of eggs and adults of the spider mite was smaller in
plants treated with MeJA and MeJA/MeSA in comparison to the control (Tween). Regarding
the immature of the spider mite, the numbers were lower in treated plants with the inductor
when compared to control. In relation to the indirect defenses, measured in terms of predator
mite Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae) attraction, the predator females
were recaptured in a greater number in plants treated with MeSA in comparison to the other
treatments. The predator females also deposited a larger number of eggs in plants treated with
MeSA in relation to those treated with MeJA/MeSA. The application of the inducers reduced
the concentration of total phenols in treated tomato plants when compared to control in the
first collect, in spite of this, in the second collect there was a reduction only in plants treated
with MeJA. About the lignin, in the first collect there was a reduction in plants treated with
the inductors in relation to Tween, however, in the second collect there was not any difference
between treatments. Thereby, this study has shown that a host selection by T. Urticae for
oviposition it is not associated with improved offspring performance, and, also showed that
infestation of T. Urticae induces susceptibility to the co-specifics. As well, the results suggest
that non- volatile chemical tracks are responsible for host selection of T. urticae for tomato
plants infested with co- specifics and/or T. absoluta. The results also indicates that MeJA
promoted direct resistance of the tomato plant against T. urticae while the indirect resistence
was induced only by the isolated application of MeSA.

Key words: Methyl jasmonate, Methyl salicylate, Twospotted spider mite, Phytohormones,

Induced resistance, Phytoseiulus macropilis.



“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. Ndo sou o que
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PRIMEIRA PARTE

INTRODUCAO GERAL

As plantas sofrem constantes ameacas por mais de uma espécie de herbivoro
simultaneamente, cada um com sua forma especifica de alimentacdo (DICKE; VAN LOON;
SOLER, 2009). Assim, elas desenvolveram, evolutivamente, por meio de mudangas nos
constituintes moleculares, mecanismos para reconhecer e responder de forma distinta a
diferentes tipos de ataques, induzindo expressdes génicas diferentes (HOWE; JANDER,
2008; THALER; AGRAWAL,; RAYKO, 2010; WASTERNACK; HAUSE, 2013).

As defesas podem ser de forma direta ou indireta, sendo estas constitutivas ou
induzidas, o que pode promover a ndo-preferéncia, antibiose ou toleréncia aos herbivoros
(TON et al., 2007). Defesas constitutivas sdo aquelas inerentes da planta, ou seja, barreiras
fisicas ou quimicas que tendem a expressar resisténcia aos herbivoros (WAR et al., 2012). Ja
as defesas induzidas sdo dependentes da presenca do herbivoro e geram respostas de defesa
por meio da producéo de varios compostos do metabolismo secundario (DICKE; BALDWIN,
2010). As defesas diretas exercem impacto negativo sob os herbivoros por meio da protecéao
mecénica de espinhos, tricomas, ceras etc. e/ou aumento de compostos antinutricionais ou
toxicos, como compostos fendlicos, terpenos, alcaloides, inibidores de proteases,
polifenoloxidase e peroxidase (WAR et al., 2012; ZHANG et al., 2017). Por outro lado,
indiretamente, as plantas emitem compostos denominados volateis induzidos por herbivoria
(VPIH ou herbivore-induced plant volatiles, HIPVs), compostos organicos que podem repelir
ou atrair herbivoros e inimigos naturais (DICKE; BALDWIN, 2010; HOIUCHI et al., 2003).
Ja as defesas indiretas consistem na emissao de compostos organicos volateis induzidos pela
herbivoria.

Muitos trabalhos relatam a forte atragdo de inimigos naturais aos HIPV’s liberados
mediante ataque de herbivoros. Plantas injuriadas por Tetranychus urticae Koch 1836 (Acari:
Tetranychidae), liberam HIPV’s que atraem os acaros predadores, Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot (DICKE; SABELIS, 1988; DICKE et al., 1990; TAKABAYASHI et al., 1994)

e Phytoseiulus macropilis (Banks), importantes agentes de controle biolégico do acaro-rajado
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(KAPLAN; MCART; THALER, 2014; OLIVEIRA et al., 2007; PALLINI; JANSSEN;

SABELIS, 1997). O entendimento do comportamento dos &caros predadores é um fato
importante para a eficiéncia no controle biolégico (MELO et al., 2011), haja vista que P.
macropilis € um predador especialista (MCMURTRY; CROFT, 1997) e muito utilizado no
controle bioldgico de T. urticae, no Brasil (OLIVEIRA et al., 2009).

Para a producdo das defesas induzidas ocorre a ativacdo de rotas metabolicas
complexas e organizadas, as quais sdo desencadeadas por sinais indutores (elicitor/indutor),
que podem ser de natureza bidtica (herbivoria) ou abidtica (AGRAWAL, 1999). Dessa forma,
esses sinais se ligam a receptores presentes na membrana plasmatica da parede celular e
mediante as alteracGes, ocorre a sinalizacdo e sintese de compostos de defesa (ADIE et al.,
2007; BARI; JONES, 2009). Além da herbivoria, alguns compostos aplicados de forma
exogena induzem as plantas a sintetizar grandes quantidades de compostos de defesa
(SARMENTO et al., 2011; SHI et al., 2016; THALER et al., 1996; ZHANG et al., 2017).
Dentre eles, compostos do metabolismo secundario das plantas, a exemplo dos fitohormonios,
vem sendo utilizados como estimuladores externos especificos para aumentar o nivel de
resisténcia das plantas (ADIE et al., 2007; BOSTOCK et al., 2001; CAMPBELL et al., 2014;
THALER et al., 1996, 2002; ZHANG et al., 2017).

Os fitohormonios sdo compostos organicos de ocorréncia natural nas plantas, que
inibem ou estimulam modificagdes morfoldgicas e fisiologicas e sdo essenciais na regulacédo
das respostas de defesa (BARI; JONES, 2009; DENANCE et al., 2013). O &cido jasmonico
(AJ) e o acido salicilico (AS) sdo os principais fitohormonios envolvidos nos mecanismos de
defesa contra herbivoros e patégenos (THALER; FIDANTSEF; BOSTOCK, 2002; ZHANG
et al., 2017). Em geral, 0 aumento dos niveis do AJ € induzido por injurias de herbivoros
mastigadores e patdgenos necrotroficos, enquanto que o AS pelo dano de insetos sugadores
ou infecgdo de patdgenos biotroficos (CAVALCANTI et al., 2006; GLAZEBROOK, 2005;
SPLETZER; ENYEDI, 1999; THALER et al., 2001; WAR et al., 2012). No caso da
herbivoria pelos acaros e tripes, tanto os niveis de AJ como de AS sdo aumentados (ABE et
al., 2008; KANT et al., 2004)

A resposta de defesa por meio da aplicacdo desses reguladores quimicos depende da
sua composicao e da percepcdo dos tecidos-alvo. O mesmo hormonio vegetal pode causar
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diferentes efeitos dependendo do local (diferentes tecidos e 6rgdos), da concentracdo e do

estadio de desenvolvimento de um mesmo tecido (BOSTOCK, 1999; DENANCE et al., 2013;
STOUT et al., 1999).

O jasmonatos e seus derivados sdo formados a partir do acido linolénico, e depende da
acdo da enzima lipoxigenase (LOX), que promove a oxigenacdo do &cido linolénico até a
formacéo do acido 13-hidroxiperoxilinolénico. O acido 12-oxo-fitodiendico é formado a partir
de reacdes oxidativas que encurtam a cadeia lateral, com a producéo final de AJ e derivados
(WASTERNACK, 2014; ZHANG et al., 2017). Esses compostos estdo envolvidos nos
processos de senescéncia, no crescimento e germinagdo de sementes, formacdo de raiz e
tricomas glandulares e no desenvolvimento de pdlen (WASTERNACK, 2014).

A herbivoria e/ou aplicacdo exdgena de jasmonatos, como jasmonato de metila
(MeJA), leva a degradacdo de lipideos iniciada pela via da LOX, a qual rapidamente
metaboliza 0 AJ (FARMER; RYAN, 1992; ZHANG et al., 2017), induzindo a expresséo de
genes relacionados a defesa (BARI; JONES, 2009; SARMENTO et al., 2011; THALER et al.,
1996; THALER; OLSEN; KAPLAN, 2015). O AJ é responsavel por regular genes que
aumentam a capacidade de produzir compostos fenolicos (polifenoloxidase), estimular
biossintese de flavonoides e sesquiterpenoides, além de aumentar a producéo de inibidores de
proteases (IP) que reduzem a digestibilidade das proteinas por herbivoros (CREELMAN;
MULLET, 1997; WASTERNACK, 2014). AJ, também, atua como sinalizadores quimicos na
atracdo de inimigos naturais, induzindo a liberacdo de compostos atrativos pelas plantas
(DICKE et al., 1998; PARE; TUMLINSON, 1999). Por exemplo, a alimentacdo de T. urticae
induz a expressdo de varios compostos de defesa, como IP, polifenoloxidase, e aumenta a
atividade da LOX (KANT et al., 2004; OLIVEIRA; PALLINI; JANSSEN, 2016;
SARMENTO et al. 2011), similar aos reportados para alguns lepidopteros (KAWAZU et al.,
2012; THALER et al., 1996). Porém, alguns herbivoros conseguem suprimir as defesas das
plantas, tornando-as mais suscetiveis a herbivoros coespecificos ou interespecificos, como ja
relatado para o acaro Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae)
(KAWAZU et al., 2012; SARMENTO et al., 2011).

Anélogo ao &cido jasmonico, o acido salicilico também esta envolvido em processos

fisioldgicos das plantas e na sinalizacdo de defesa a estresses abidticos e bioticos (GRANT;
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LAMB, 2006; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009).
Em consequéncia ao estresse, ocorre a sintese de AS, o que leva a expressao de genes ligados
a varias proteinas de resisténcia a patdgenos, chamadas pathogen related protein (PR)
(VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009). O AS pode ser produzido por duas vias enzimaticas
distintas, como a via da fenilalanina e/ou a via do isocorismato, ambas derivadas do
metabolito primario corismato. Na via da fenilalanina, o AS é formado pela acdo da enzima
fenilalanina amonia liase (PAL), enquanto na via do isocorismato a sua sintese € catalisada
por acdo de duas enzimas, a isocorismato sintase (ICS) e isocorismato piruvato liase (IPL)
(CHEN et al., 2009; SEYFFERTH; TSUDA, 2014; VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009). O
AS tem papel importante na liberagdo de HIPV’s. O salicilato de metila (MeSA), composto
derivado do AS, ¢é emitido por plantas ap6s herbivoria de T. urticae, sendo sinalizador para a
atracdo de varios predadores (DICKE; SABELIS, 1988; DICKE et al., 1990; THALER et al.,
1996).

Dessa forma, as respostas mediadas pelas vias AJ e AS sdo necessarias para a
resisténcia de plantas contra herbivoros e patogenos (THALER et al., 1996, 2002; THALER;
AGRAWAL,; RAYKO, 2010; ZHANG et al., 2017). Contudo, a ativacdo dessas rotas pode
ser isolada, sinérgica ou antagdnica (KALOSHIAN; WALLING, 2005; MAO et al., 2007,
THALER; AGRAWAL; RAYKO, 2010), sendo alvo de varios estudos relacionando as
defesas induzidas por eles (O’DONNELL et al., 2003; OZAWA et al., 2000; THALER;
FIDANTSEF; BOSTOCK, 2002; THALER et al., 1996; THALER; OWEN; HIGGINS,
2004). Por exemplo, o BTH, acilbenzolar-s-methyl, indutor sintético analogo ao AS, age de
forma antagbnica a via do AJ, inibindo a ativacdo desta rota metabdlica (THALER;
FIDANTSEF; BOSTOCK, 2002; BOSTOCK, 2001).

Visto que herbivoros causam sérios prejuizos as diversas culturas, o entendimento das
defesas de plantas e a manipulagdo de indutores podera ser uma ferramenta eficaz no manejo
de pragas.

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L., Solanaceae), representa grande
importancia economica no Brasil, sendo cutivada o ano todo. A produtividade e a varia¢do do

preco estdo ligados diretamente ao ataque de pragas a cultura, uma vez que estas, a maioria
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delas atacam o fruto, produto final que é comercializado (FIGUEIRA 2000; PICANCO;

GUEDES, 1999).

O acaro-rajado T. urticae € um fitéfago polifago, considerado um dos acaros de maior
importancia econdmica mundial, sendo praga de vérias culturas, onde causa consideraveis
prejuizos (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Embora ndo seja considerado praga-chave da
cultura do tomateiro, € muito comum ser encontrado atacando as folhas (MORAES;
MCMURTRY, 1985). Com a alimentacao do &caro-rajado, as folhas perdem agua e clorofila,
resultando em reducdo da assimilacdo da fotossintese, o que leva a queda de folhas e
consequentemente reducdo da producdo. Conforme mencionado, o &caro-rajado induz
resposta de defesa mediadas pelas vias do AJ e AS, além de ser capaz de suprimir alguns
compostos de defesa (KANT et al.,, 2004; OLIVEIRA; PALLINI; JANSSEN, 2016;
SARMENTO et al., 2011). Essa supressdo pode influenciar de forma positiva ou negativa
outros herbivoros, uma vez que, as plantas podem se tornar mais suscetiveis a danos
sucessivos (OLIVEIRA; PALLINI; JANSSEN, 2016; SARMENTO et al., 2011; THALER,;
FIDANTSEF; BOSTOCK, 2002).

Acaros do género Tetranychus ocorrem geralmente na superficie inferior das folhas,
onde tecem grande quantidade de teia, isso facilita a dispersdo que se dd em “massa”,
auxiliada pelo vento. O ciclo bioldgico de ovo a adulto tem duracdo de aproximadamente 10
dias. Apresenta facilidade de adaptacdo e alta capacidade de evolucdo de resisténcia aos
produtos fitossanitarios (REIS; SILVA; ZACARIAS, 2005; SATO et al. 1994). O &caro T.
urticae apresenta coloracdo esverdeada, exibindo duas manchas laterais no dorso do
idiossoma, sendo por isso conhecido como acaro-rajado. Em seu desenvolvimento, passa pelo
estagio de ovo, larva, protoninfa, deutoninfa e adulto. Cada fémea pode ovipositar 100 ovos
ou mais, apresentando grande potencial biético, o que favorece rapido aumento da populacao
em condigdes ideais para seu desenvolvimento (FLECHTMANN, 1989; MORAES;
FLECHTMANN, 2008).

A traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) €
considerada a praga de maior importancia da cultura (PICANCO et al., 2007; SOUZA,; REIS,
2003). Similar ao acaro-rajado, reduz a area de assimilacdo fotossintética, pois se alimenta do
mesofilo foliar, causando danos aos botdes florais e aos frutos (PICANCO et al., 1999; 2007,
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SOUZA; REIS 2003). As fémeas colocam cerca de 50 ovos e as lagartas medem em média 9

cm, fase que causa maior dano a cultura. As mariposas sdo pequenas e de coloracdo cinza-
prateada e o ciclo de ovo a adulto é em torno de 70 dias, variando com a temperatura
(BARRIENTOS, 1998).

Com base no exposto, torna-se interessante investigar as respostas induzidas por
injarias de herbivoros com diferentes formas de alimentacdo e pela aplicacdo de MeJA e
MeSA em tomateiro ao acaro-rajado, permitindo o desenvolvimento de estratégias eficazes de
controle, visando a reducdo do uso de pesticidas.

Baseado nisso, o0s objetivos deste trabalho foram:

1) Avaliar se a herbivoria por T. urticae e/ou T. absoluta em tomateiro altera a

preferéncia hospedeira pelo acaro-rajado.
Hipoteses: (i) a preferéncia hospedeira para oviposicdo do &caro esta relacionada com a
qualidade da planta para a prole (hipdtese “desempenho da prole-preferéncia hospedeira para
oviposi¢do”, Thompson 1988); (ii) a preferéncia hospedeira para oviposicdo do &caro €
mediada pelos volateis da planta.

2) Avaliar a inducéo de resisténcia direta e indireta ao acaro-rajado, T. urticae via

aplicacdo exdgena de MeJA e/ou MeSA em tomateiro.
Hipdteses: (i) MeJA e/ou MeSA reduzem o desempenho de T. urticae; (ii) MeJA e/ou MeSA
atraem o acaro predador P. macropilis; (iii) MeJA e/ou MeSA aumentam os teores de fendis

totais e ligninas em tomateiro.
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Resumo:
O ataque de plantas por artrépodes herbivoros induz alteracbes quimicas no hospedeiro,
modificando, assim, as interacdes planta-herbivoro. A colonizacao da planta por um herbivoro
altera a selecdo hospedeira de coespecificos ou de outras espécies de herbivoros. No presente
estudo, foi investigada a preferéncia hospedeira e 0 desempenho reprodutivo do &caro-rajado
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L., Solanaceae) infestadas por coespecificos e/ou lagartas da traca-do-tomateiro
Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae). Foram testadas as hipoteses de que a
preferéncia hospedeira para oviposicdo do &caro esta relacionada com a qualidade da planta
para a prole e que a preferéncia hospedeira para oviposi¢do do acaro é mediada pelos volateis
da planta. Em ensaios com chance de escolha, fémeas do acaro-rajado preferiram ovipositar
em plantas infestadas por T. absoluta em relacdo a plantas ndo infestadas ou infestadas com
coespecificos. Em teste sem chance de escolha, as fémeas depositaram maior nimero de ovos
tanto nas plantas infestadas por T. absoluta quanto pelos coespecificos em comparacdo com
as plantas ndo infestadas. Porém, o &caro-rajado teve um desempenho reprodutivo superior,
medido em termos de nimero de imaturos gerados, em plantas infestadas pelos coespecificos.
Em ensaios de olfatometria, 0 comportamento olfativo do &caro ndo explicou a preferéncia
hospedeira para oviposicao, pois as fémeas ndo discriminaram os volateis das plantas dos
diferentes tratamentos. Assim, a selecdo hospedeira pelo T. urticae para oviposi¢cdo ndo esta
associada ao melhor desempenho reprodutivo da prole, e que a infestagéo de T. urticae induz
suscetibilidade a coespecificos. Os resultados ainda sugerem que pistas quimicas ndo volateis
possam ser responsaveis pela selecdo hospedeira de T. urticae para plantas de tomate

infestadas pelos coespecificos e/ou T. absoluta.

Palavras-chave: Injdria mdltipla; acaro-rajado; traca-do-tomateiro; volateis induzidos por

herbivoria; Solanum lycopersicum; Solanaceae
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1. Introducgéo

As plantas estdo sujeitas ao ataque de herbivoros, os quais podem ameacar sua
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo. As plantas desenvolveram uma seérie de estratégias
defensivas contra o ataque dos herbivoros, como barreiras fisicas e quimicas (Pallini et al.
1997; Agrawal 1999; Furstenberg-Hégg et al. 2013). As defesas das plantas podem ser
constitutivas, quando estdo sempre presentes nos tecidos (Arimura et al. 2005; Howe e Jander
2008), ou induzidas quando séo ativadas ap0s o ataque do herbivoro (Bari e Jones 2009). As
plantas podem apresentar respostas especificas de acordo com a espécie de herbivoro, pois a
resposta induzida é desencadeada ndo so por injdria mecanica, mas também por contato com
substancias da saliva do herbivoro (Wu e Baldwin 2010).

As defesas induzidas pelas plantas podem modificar de forma direta 0 comportamento
elou fisiologia do herbivoro por meio da sintese de compostos toxicos e antinutricionais
(Agrawal 1999; Hopkins et al. 2009; Wu e Baldwin 2010; Price et al. 2011) ou indireta pela
emissdo de volateis de plantas induzida por herbivoria (VPIH ou herbivore-induced plant
volatiles, HIPVs) que atraem os inimigos naturais dos herbivoros (Dicke et al. 1990; Arimura
et al. 2000; Dicke e Baldwin 2010; Kaplan et al. 2014).

No entanto, a herbivoria de artrépodes nem sempre induz na planta a sintese de
defesas eficazes. Herbivoros especialistas, por exemplo, podem apresentar estratégias para
suprimir as defesas da planta, facilitando o ataque de coespecificos e/ou espécimes de outras
espécies (Walling 2008). O mecanismo da supressdo de defesas induzidas por herbivoros é
ainda pouco compreendido. Em alguns sistemas, ja foi demonstrado que enzimas ou bactérias
da secrecdo oral dos herbivoros sdo responsaveis pela inibicdo de defesas (Musser et al. 2005;
Bede et al. 2006; Chung et al. 2013). Um exemplo classico sobre a supressdo das defesas € a
herbivoria de insetos sugadores que, em geral, induz o aumento dos niveis de acido salicilico
na planta, podendo causar um efeito de cross-talk negativo sobre a rota regulada pelo acido
jasmonico, tornando a planta mais suscetivel tanto para os préprios insetos sugadores (Zarate
et al. 2006; Walling 2008), como para mastigadores (Soler et al. 2012).

A inibicdo de defesas induzidas pelas plantas é desencadeada pela herbivoria de uma
especie especifica. Por exemplo, o ataque de acaros da familia Tetranychidae geralmente
induz as rotas do acido jasmonico e salicilico na planta (Kant 2004; Sarmento et al. 2011;
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Oliveira et al. 2016). Porém, a herbivoria por Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari:
Tetranychidae) em tomateiro ndo causa alteracfes dos niveis dos dois fitohormonios e reduz a
sintese de inibidores de proteinases, tornando as plantas mais suscetiveis aos coespecificos
(Sarmento et al. 2011). Por outro lado, a herbivoria de outra espécie de tetraniquideo do
mesmo género, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), induz a resisténcia da
planta de tomate contra seus coespecificos (Sarmento et al. 2011).

Além de &caros, a planta de tomate é hospedeira de lepiddpteros-praga, como a traca-
do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), que escava galerias no
parénquima foliar. O dano causado por T. absoluta aumenta os niveis de lipoxigenases nas
plantas de tomate (Vargas 2014). Estas enzimas estdo envolvidas na sintese de intermediarios
do &cido jasménico (Vick e Zimmerman 1983; Zhang et al. 2017). Em plantac6es de tomate,
sdo observadas plantas atacadas simultaneamente por T. absoluta e acaro-rajado, T. urticae
(Silveira E.C., observacdo pessoal). Assim, € possivel que o ataque por uma das pragas altere
a colonizacéo pela outra espécie.

Neste contexto, foi investigado se a herbivoria por T. urticae e/ou Tuta absoluta em
tomateiro altera a preferéncia do &caro-rajado. Foram testadas as hipdteses: (i) a preferéncia
hospedeira para oviposicdo do acaro esta relacionada com a qualidade da planta para seus
descendentes [hipotese “desempenho da prole-preferéncia hospedeira para oviposi¢do”,
(Thompson 1988)]; (ii) a preferéncia hospedeira para oviposi¢do do acaro € mediada pelos
volateis da planta. Para testar essas hipdteses, foram realizados experimentos para avaliar a
preferéncia hospedeira para oviposicdo e o desempenho do &caro-rajado nos seguintes
tratamentos: 1) Plantas controle (ndo infestadas), (2) plantas infestadas por coespecificos, (3)
infestadas com Tuta absoluta, (4) plantas infestadas por coespecificos e T. absoluta. A
resposta olfativa do &caro-rajado foi testada em ensaios de olfatometria e também foi

caracterizado o perfil quimico dos volateis das plantas de tomate.

2. Material e métodos
2.1. Cultivo das plantas
Mudas de tomateiro Solanum lycopersicum L., cultivar Santa Clara 1-5300 foram

cultivadas em vasos (4 L) que continham uma mistura de solo (Latossolo Vermelho Escuro —
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LV), esterco bovino (3:1) e fertilizante NPK (4-14-8). As plantas foram mantidas em casa de

vegetacdo livre de infestacdo de artropodes até serem utilizadas nos testes, quando possuiam

cinco a seis folhas expandidas, com aproximadamente 30 a 40 dias de idade. Essas plantas de
tomate foram utilizadas tanto nos experimentos quanto para a criacdo de T. absoluta.

No ensaio de coleta de volateis, as plantas de tomate foram cultivadas na casa de

vegetacdo da ESALQ/USP (Piracicaba, SP), usando o mesmo substrato de plantio descrito

acima.

2.2 Criacg0es dos artropodes em laboratério

A criacdo de T. urticae foi iniciada com a coleta dos acaros em folhas de roseiras
(Rosa alba L., Rosaceae), livres da aplicacdo de produtos quimicos fitossanitarios, cultivadas
na casa de vegetacdo da Fazenda Experimental da EPAMIG em Lavras, MG. Apés a
confirmacéo da espéecie usando a chave dicotdmica de Pritchard e Baker (1955), os acaros
foram criados em plantas de feijdo-de-porco [Canavalia ensiformis (L.) DC., Fabaceae], pelo
método adaptado de McMurtry e Scriven (1965). Foram utilizadas arenas confeccionadas com
foliolos inteiros, nos quais os acaros foram confinados e colocados sobre uma esponja (1 cm
de espessura) que ocupava todo o fundo de uma placa de Petri (20 cm de didmetro), sem
tampa, umedecida diariamente com agua destilada. As bordas dos foliolos foram recobertas
por uma fina camada de algodao hidrofilo de aproximadamente 2 cm de largura, ficando
também em contato com a esponja umedecida, mantendo a turgescéncia foliar e evitando o
escape dos 4caros.

A criacdo de T. absoluta foi iniciada com a coleta de espécimes, aproximadamente 15
adultos e imaturos, em plantas de tomate na area experimental do Campus da Universidade
Federal de Lavras, MG. Os espécimes foram levados ao laboratorio e transferidos para folhas
de tomateiro fixadas em espuma floral (3 x 22 x 10 cm) umedecida com &gua destilada e
mantidas em gaiolas quadradas de policloreto de vinila (47 cm). A cada trés dias, novas folhas
de tomateiro foram adicionadas a criacao.

As criagbes do é&caro-rajado e da traga-do-tomate foram mantidas em salas

climatizadas na temperatura de 25 + 2°C, 70 £ 10% de UR e 14 horas de fotofase.
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2.3 Teste de oviposicédo de Tetranychus urticae com chance de escolha

Foi avaliada a preferéncia de oviposi¢do por fémeas adultas de T. urticae, previamente
acasaladas, em plantas de tomate ndo infestadas (PNI), infestadas por T. urticae (PIA),
infestadas por T. absoluta (PIT) e infestadas por T. urticae + T. absoluta (PIAT). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, usando o delineamento em blocos
casualizados com quatro tratamentos (PNI, PIA, PIT, PIAT) e 12 repeticGes.

Uma folha da regido mediana da planta de cada tratamento foi isolada por um saco de
tecido voile para impedir que fosse danificada pelos artrépodes, e garantir que 0S 0vOS
encontrados na folha fossem das fémeas em teste. Em seguida, as plantas foram infestadas
com T. urticae e/ou T. absoluta. Nos tratamentos que receberam o &caro-rajado foram
liberados 60 &caros (adultos e imaturos), distribuidos uniformemente nos trés tercos da planta
(20 acaros/terco da planta). A infestacdo com T. absoluta foi realizada liberando trés lagartas
de terceiro instar (1 lagarta/terco). A infestacdo por ambos os herbivoros foi realizada usando
0 mesmo método e quantidade de espécimes das infestacBes individuais.

Apds 48 h de herbivoria, as folhas que haviam sido previmente isoladas da planta de
cada tratamento, sem destaca-las, foram encaixadas em aberturas localizadas em cada angulo
de uma arena quadrada (30 cm), feita de papeldo e aberta na face superior. Dessa forma, na
arena havia uma folha de cada tratamento em cada angulo.

Foram liberadas 20 fémeas de T. urticae adultas, acasaladas e com cinco dias de idade
no centro das arenas, que foram tampadas com filme pléstico transparente para evitar a fuga
dos acaros. Ap6s 24 horas da liberacdo, as folhas foram destacadas e levadas para o

laboratdrio para contagem dos ovos e adultos presentes.

2.4 Teste de oviposicdo de Tetranychus urticae sem chance de escolha

No teste sem chance de escolha, foi avaliado o nimero de ovos depositados por T.
urticae em plantas de tomate néo infestadas (PNI), plantas de tomate infestadas por T. urticae
(PIA), plantas infestadas por T. absoluta (PIT) e plantas infestadas por T. urticae + T.
absoluta (PIAT). O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, usando o delineamento em

blocos casualizados com quatro tratamentos (PNI, PIA, PIT, PITA) e 12 repetigdes.
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A infestacdo das plantas para obtencdo dos tratamentos foi feita de modo diferente do

método descrito no experimento com chance de escolha, pois, na infestacdo pelo acaro, foram

utilizados imaturos de T. urticae (larvas e protoninfas) para garantir que os ovos encontrados

fossem provenientes das fémeas testadas e ndo dos espécimes introduzidos na infestacéo.

Além disso, a planta inteira foi infestada, sem isolamento de uma das folhas da planta, como
realizado no ensaio com chance de escolha.

Ap0s 48 h da infestacdo, foram liberadas 60 fémeas adultas acasaladas (cinco dias de

idade) do acaro-rajado por planta, distribuidas uniformemente nos tercos da planta (20

fémeas/terco). Apds sete dias, foram coletadas duas folhas de cada ter¢o da planta e levadas

ao laboratorio, onde foi registrado o nimero total de ovos.

2.5 Desempenho reprodutivo de Tetranychus urticae
O desempenho reprodutivo do acaro-rajado foi avaliado por meio da contagem de
imaturos nas mesmas folhas selecionadas para o ensaio de oviposi¢do sem chance de escolha,

descrito acima.

2.6 Preferéncia olfativa de Tetranychus urticae

A resposta olfativa de fémeas de T. urticae aos volateis das plantas de tomate foi
avaliada em um olfatémetro de vidro em “Y” (18 cm de comprimento x 3 cm @ interno e
angulo de 120° entre os bragos), utilizando metodologia adaptada de Pallini et al. (1997). Para
facilitar o caminhamento do &caro no olfatémetro foi colocado um fio de arame de cobre no
interior e em toda a extensao do tubo (Pallini et al., 1997).

A parte aérea de cada uma das plantas de tomate foi ensacada individualmente com
sacos transparentes de poliéster (40 x 50 cm) (Stewart-Jones e Poppy 2006), que por sua vez
foram conectados ao sistema de olfatometria por mangueiras de silicone. O ar foi empurrado
para dentro do sistema por uma bomba de aquéario que, anteriormente a entrada nos sacos de
poliéster, foi limpo pela passagem em um filtro de carvéo ativado e, em umidificadores. Apds
a passagem pelas plantas (fontes de odor), o ar foi conduzido para os bragos laterais do
olfatbmetro a uma vazéo de 0,5 L/min/brago. Foram utilizadas mangueiras de silicone em

todas as conexdes entre as partes do sistema de olfatometria.
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Foram testadas fémeas acasaladas do &caro-rajado (cinco dias de idade) e privadas de

alimento por 24 h. Elas foram introduzidas individualmente na base do fio de arame do
olfatbmetro com auxilio de pincel e observadas por no maximo 10 minutos. Foi considerada
uma escolha quando o &caro alcancou o fim de um dos bragos e |4 permaneceu por 20
segundos. Se, apos esse intervalo, o &caro ndo tivesse escolhido um dos bracos, a repeticao foi
considerada uma “nao resposta” e descartada da analise.

Foi avaliada a resposta olfativa do &caro-rajado frente as seguintes combinacfes de
tratamentos: (1) PNI versus ar limpo (AL), (2) PNI versus PIA, (3) PNI versus PIT, (4) PNI
versus PIAT, (5) PIA versus PIT, (6) PIA versus PIAT e (7) PIT versus PIAT. A forma de
infestacdo dos tratamentos foi a mesma descrita para o ensaio de oviposicdo com chance de
escolha.

Foram obtidas 60 respostas do acaro-rajado por combinagdes. Cada espécime foi
utilizado uma s6 vez nos ensaios de olfatometria. A cada 10 &caros testados, foi testado um
novo par de plantas, e o olfatbmetro e as mangueiras foram lavados com detergente e secos
em estufa a 120° C. A cada dois acaros testados, os lados de apresentacdo das fontes de odores
foram alternados. Os ensaios foram conduzidos em laboratério em condicdes de temperatura
de 25 + 3°C e 50 + 10 % de UR, no periodo entre 08h00min as 12h00min e 14h00min as
18h00min.

2.7 Coleta e andlise de volateis

A coleta e identificacdo de volateis foram realizadas no Laboratério de Ecologia
Quimica e Comportamento de Insetos da Escola Superior Luiz de Queiroz, ESALQ/USP,
Piracicaba, SP. As plantas de tomate foram colocadas em sacos de poliéster e mantidas sob
luz artificial em uma sala climatizada a 25 + 1°C de temperatura e 70 £ 10 % UR. Filtros
contendo 30 mg de polimero adsorvente HayeSep® (Supelco, Bellefonte, PA, USA) foram
acoplados aos sacos de poliéster, os quais foram conectados a um sistema de coleta de
volateis (ARS, Gainesville, FLA, USA). Foram coletados os volateis de seis plantas por
tratamento durante 4 h (08h00Omin até 12h00min e 14h00Omin até 18h00min) em uma sala
climatizada a 25 + 1°C de temperatura e 70 + 10 % UR. Apoés a coleta, os filtros foram
eluidos com 150 pL de hexano (Merck, Kenilworth, NJ, USA) misturado com 5 pL de acetato
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de nonil (Sigma-Algdrich, Sto Louis, Mo, USA) a 50ng/uL, utilizado como padrdo interno.
As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até a analise.

As analises dos volateis foram realizadas por cromatografia gasosa (Shimadzu, GC-
2010 Gas Chromatograph) com deteccdo de ionizacdo por chama (GC-FID) a 280°C. A
quantificacdo foi baseada na comparacdo da area sob o pico GC-FID com o padréo interno e
corrigida pelo peso seco (g) de cada planta. Injetou-se uma aliquota de 1uL de cada amostra
no modo sem divisdo pulsada em uma coluna capilar HP-1 (Agilent J & W GC Columns,
Santa Clara, CA, EUA — 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um de espessura de pelicula). O gas de
arraste foi o hélio de alta pureza com um caudal de 0,9 mL/min. O forno foi programado com
uma temperatura inicial de 40°C durante 5 min, aumentando a 5°C/min até 150°C, e depois
mantido durante 1 minuto subsequentemente a 200°C a 20°C/min seguido de uma po6s-corrida
de 5 minutos a 250°. A solucdo GC (versdo 2.32.00, Shimadzu) foi utilizada para aquisicao de
sinal e integracdo de pico.

A amostra mais representativa de cada tratamento, selecionada com base na média da
guantidade de compostos e aquela que apresentou menos contaminantes em comparacao com
a amostra em branco, foi também analisada por cromatografia em fase gasosa (Agilent 6890
Series GC system G1530A) acoplada a um espectrometro de massa (GC-MS). O GC-MS
operou em modo de impacto de elétrons (Agilent 5973 Network Mass Selective Detector,
linha de transferéncia 230°C, fonte 230°C, potencial de ionizacdo 70 eV, faixa de varrimento
33-28 amu). Resumidamente, uma aliquota de 2 ulL de cada amostra foi injetada no modo sem
divisdo pulsada em uma coluna capilar HP-1 (Alltech Associates, Deerfield, IL, EUA - 30 m,
0,25 mm ID, 0,25 um de espessura de pelicula). Utilizou-se hélio (0,9 ml/min) como gas de
arraste. A temperatura do forno GC foi inicialmente mantida a 40°C durante 3 minutos,
aumentada para 100°C a 8°C/min e subsequentemente para 200°C a 5°C/min seguida por um
pos-processamento de 5 min a 250°C. Os volateis detectados foram identificados por
comparacao dos seus espectros de massa com os da biblioteca NIST 11. Além disso, a injecao
de padrdes sintéticos e o calculo do indice de retencéo linear (IRL) de cada composto também

foram utilizados como critério adicional para a identificacdo dos compostos.

2.8 Analises estatisticas
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A normalidade e a homocedasticidade dos dados dos testes de oviposi¢cdo com e sem

chance de escolha e desempenho foram, primeiramente, verificados pelo teste Shapiro-Wilk.
Como eles atenderam as premissas da distribuicdo paramétrica, foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) e posteriormente caso a Anova tenha gerado um resultado significativo
foram comparadas as médias usando o teste Tukey HSD (P < 0,05). Os dados de escolha do
acaro nos ensaios de olfatometria foram analisados pelo teste de qui-quadrado (%) com uma
resposta esperada de 50% de T. urticae para cada fonte de odor.

Os dados de emissBes dos volateis (quantidades de compostos individuais corrigidos
pelo peso seco da planta) foram testados quanto a normalidade e homogeneidade das
variancias utilizando os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Como as
distribuicbes, mesmo apds as transformac@es, ndo atenderam aos pressupostos para os testes
paramétricos, os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e
seguido por comparacdes mdaltiplas corrigidas por Bonferroni (¢ = 0,05 e « = 0,01). A
emissdo total de volateis foi analisada pela ANOVA One-way e as médias foram comparadas
pelo teste Tukey (o = 0,05). A composicdo de volateis das misturas foi analisada pela analise
multivariada de componentes principais (ACP). Analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software estatistico R (R Core Team 2016).

3. Resultados
3.1 Teste de oviposigdo de Tetranychus urticae com chance de escolha

Foi encontrado maior nimero de fémeas de T. urticae em plantas previamente
infestadas por T. absoluta (PIT) em relacdo as plantas ndo infestadas (PNI) ou infestadas por
T. urticae (PIA) (Fig. 1A, F = 4,66, GL = 3, P < 0,006). No entanto, ndo houve diferenca
significativa no nimero de fémeas do &caro nas plantas infestadas por T. urticae + T. absoluta
(PIAT) em comparagéo aos demais tratamentos.

Foi encontrado maior nimero de ovos de T. urticae nas plantas infestadas por T.
absoluta (PIT) em comparacdo as plantas ndo infestadas (PNI) ou infestadas por T. urticae
(PIA) (Fig. 1B, F = 5,256, GL = 3, P < 0,003). Porém, foram observadas médias semelhantes
do numero de ovos nas plantas infestadas pelo T. urticae + T. absoluta (P1AT) com os demais

tratamentos.
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3. 2 Teste de oviposicdo de Tetranychus urticae sem chance de escolha

Ap0ls um periodo de sete dias, a média do nimero de ovos de T. urticae foi maior nas
plantas infestadas por coespecificos (P1A) ou por T. absoluta (PIT) em relagéo as plantas néo
infestadas (PNI) (Fig. 2, F = 8,922, GL = 3, P < 0,001, Tukey P < 0,05). Foi também
encontrado um maior numero de ovos em plantas infestadas por coespecificos (PIA) do que
nas infestadas por T. urticae + T. absoluta (PIAT). As médias do nimero de ovos de T.
urticae foram semelhantes nas plantas néo infestadas e infestadas por T. urticae + T. absoluta
(PIAT).

3.2 Desempenho reprodutivo de Tetranychus urticae

Foi encontrado nimero superior de imaturos nas plantas infestadas pelo &caro (PIA)
em relacdo aos demais tratamentos (PNI, PIT e PIAT) (Fig. 3, F = 17,015, GL = 3, P <
0,001). Além disso, o numero de imaturos nas plantas infestadas por T. urticae + T. absoluta

(PIAT) foi maior em relacdo as plantas ndo infestadas (PNI).

3.2 Preferéncia olfativa de Tetranychus urticae

As fémeas de T. urticae preferiram os odores liberados pelas plantas ndo infestadas (P
< 0,001) em comparacdo com o ar limpo (Fig. 4). No entanto, elas ndo discriminaram 0s
odores liberados pelas plantas nas combinac@es: (i) planta ndo infestada (PNI) versus planta
infestada por T. urticae (PIA) (P= 0,30); planta ndo infestada (PNI) versus planta infestada
por T. absoluta (PIT) (P = 0,69); planta ndo infestada (PNI) versus planta infestada por T.
urticae + T. absoluta (PIAT) (P = 0,51); planta infestada por T. urticae (PIA) versus planta
infestada por T. absoluta (PIT) (P= 1,00); planta infestada por T. urticae (PIA) versus planta
infestada por T. urticae + T. absoluta (PIAT) (P = 0,69); planta infestada por T. absoluta
(PIT) versus planta infestada por T. urticae + T. absoluta (PIAT) (P = 0,36) (Fig. 4).

3.3 Coleta e analise dos volateis
Foram identificados um total de 15 compostos volateis emitidos por plantas de tomate
ndo infestada (PNI), infestadas por T. urticae (PI1A), infestadas por T. absoluta, infestadas por
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T. urticae + T. absoluta (PIAT) (Tabela 1). A anélise individual de compostos da mistura
mostrou que as plantas infestadas pelo &caro-rajado (PIA) emitiram uma quantidade
significativamente maior de B-Mirceno, 2 Careno, f-Ocimeno, y-Terpineno, 8-Elemeno em
relacdo a planta ndo infestada (PNI) (Tabela 1, Kruskal-Wallis, P < 0,05). De modo similar, a
infestacdo por T. absoluta induziu o aumento dos mesmos compostos liberados pela
infestacdo com o acaro em comparacédo ao perfil constitutivo. A infestacdo dupla (T. urticae +
T. absoluta) promoveu o aumento de B-Mirceno, o —Terpineno €, a0 mesmo tempo, suprimiu
2- Careno em relacdo as infestagdes simples (T. urticae ou T. absoluta) (Tabela 1, Kruskal-
Wallis, P < 0,05). A planta infestada por T. urticae + T. absoluta liberou, exclusivamente, o
composto ndo identificado 1 e maior quantidade de B- Mirceno e a —Terpineno em relacdo aos
outros tratamentos.

A analise multivariada de componentes principais (ACP) mostrou que existem 3
componentes principais que mais bem representam a variagdo dos dados; dos quais os dois
primeiros (PC1 e PC2) agregaram 71,2% da variacao total, sendo 45,3% para PC1 e 25,9%
para PC2. Um grafico baseado no primeiro e segundo componente principal (Fig. 5) revelou a
separagdo da composicdo de volateis emitidos por plantas de tomate sob herbivoria multipla
(T. urticae + T. absoluta) com os demais tratamentos ao longo do PC2, sendo que Mesitileno,
B- Mirceno, 2-Careno, o —Terpineno, ndo identificado 1 e 2, e d-Elemeno tiveram uma

importante contribuicdo para essa separacao.

4. Discussao

A selecdo de plantas hospedeiras para oviposicao é um processo crucial para 0 sucesso
reprodutivo dos artrépodes pois, as fases imaturas apresentam mobilidade restrita e sdo mais
suscetiveis aos fatores de mortalidade do que os adultos (Thompson 1988). Neste contexto,
era esperado que a planta preferida para oviposi¢do por fémeas de T. urticae fosse a mais
adequada para o desenvolvimento da prole, porém, essa hipo6tese ndo foi confirmada.

O éacaro-rajado preferiu plantas infestadas pela lagarta T. absoluta para oviposi¢do em
relacdo as plantas ndo infestadas. De modo semelhante, em testes sem chance de escolha, a
fémea de T. urticae depositou um maior nimero de ovos em plantas infestadas por T.

absoluta em comparacéo ao controle. Apesar disso, plantas infestadas pelas lagartas tiveram
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um numero similar de imaturos em relagdo ao controle, sugerindo que ndo é um hospedeiro de
qualidade superior para o acaro-rajado.

As fémeas do acaro-rajado nao detectaram, pelo menos inicialmente, que a planta
infestada pelos coespecificos constitui um hospedeiro de qualidade superior para sua prole.
Porém, quando as fémeas ndo tiveram chance de escolha e permaneceram na planta por um
tempo maior (sete dias), 0 numero de ovos foi superior ao controle, e 0 nimero de imaturos
foi maior do que em todos os tratamentos. Essa diferenca de resposta da fémea nos diferentes
periodos de avaliagdo (um e sete dias, ou com e sem chance de escolha, respectivamente)
pode ser explicada pelo fato de a populacgdo testada ter sido mantida em feijdo-de-porco, de
modo que 0s &caros nao estavam aclimatados as plantas de tomate (Agrawal et al. 2002), que
¢ naturalmente um hospedeiro com varios compostos de defesa contra o acaro-rajado
(Chatzivasileiadis e Sabelis 1998). Uma vez nas plantas de tomate previamente infestadas
pelo coespecifico por um intervalo de tempo maior, T. urticae pode ter se adaptado a planta e
suprimido suas defesas, como alguns trabalhos com tetraniquideos sugerem (Egas e Sabelis
2001; Agrawal et al. 2002; Kant et al. 2008; Sarmento et al. 2011; Alba et al. 2015; Oliveira
et al. 2016).

Diferentemente do tomateiro, em pepino (Cucumis sativus L., Cucurbitaceae), T.
urticae discrimina e prefere se estabelecer em plantas infestadas por coespecificos do que as
ndo infestadas, ou infestadas por tripes (Pallini et al. 1997). Ja em algodoeiro (Gossypium
hirsutum L., Malvaceae), o acaro-rajado prefere plantas ndo infestadas aquelas infestadas por
coespecificos (Harrison e Karban 1986). Em morangueiro (Fragaria spp., Rosaceae), a
preferéncia do acaro-rajado por plantas infestadas por coespecificos depende da cultivar
(Kielkiewicz 1988). Assim, além da aclimatacdo dos acaros nas plantas, como exposto acima,
os diferentes comportamentos de selecdo hospedeira do acaro-rajado pode também depender
da resposta induzida de cada espécie e gendtipo, o que deve estar associado ao historico
coevolutivo entre a planta e o artrépode herbivoro.

A inducdo da suscetibilidade de plantas de tomate a T. urticae foi encontrada em
plantas danificadas por coespecificos, ja que o desempenho larval foi inferior em plantas
infestadas por T. absoluta e infestadas simultaneamente com o0s dois artropodes. Essa

diferenca de efeito sobre a planta pode ser resultante da regulacdo das rotas sinalizadas pelo
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acido jasmonico, acido salicilico e etileno induzidas pela herbivoria do &caro e do lepiddptero.
Tanto o ataque do acaro-rajado como da lagarta induzem aumento dos niveis de acido
jasmonico (AJ) nas plantas (Farmer et al. 1992; Thaler et al. 1996; Vargas 2014; Kant et al.
2015). Porém, a atividade de lipoxigenase € trés vezes maior em plantas de tomate infestada
por T. urticae do que por T. absoluta (Vargas 2014), sugerindo que a intensidade da indugéo
da rota do AJ é maior nas plantas induzidas pelo acaro-rajado e, consequentemente, a
interacdo do AJ com o etileno (Von Dahl e Baldwin 2007). Além disso, diferentemente da
herbivoria de lepiddpteros, a herbivoria pelo &caro-rajado induz também a rota do &cido
salicilico (AS) (Ozawa et al. 2000). Apesar de conhecido que a regulacdo hormonal na planta
ativada pela herbivoria do &caro e do lepidoptero é distinta, pouco se sabe sobre 0 mecanismo
de supressdo das defesas das plantas induzidas pelos tetraniquideos (Sarmento et al. 2011).

A segunda hipétese deste trabalho de que a preferéncia hospedeira para oviposicao do
acaro-rajado seria mediada por pistas volateis liberadas pelas plantas também foi descartada.
Esse resultado foi inesperado, pois estudos prévios mostram que T. urticae orienta-se por
volateis de plantas durante a selecdo hospedeira (Harrison e Karban 1986; Dicke et al. 1990;
Pallini et al. 1997; Dicke e Loon 2000; Horiuchi et al. 2003). Uma das possibilidades seria de
que o ensaio de olfatometria ndo estava adequado para a detec¢do e resposta do acaro-rajado
aos volateis, porém, o sistema de olfatometria utilizado mostrou-se funcional, o acaro preferiu
volateis da planta de tomate frente ao ar limpo. Além disso, foi verificado perfis de volateis
distintos entre plantas infestadas e ndo infestadas, assim como entre as plantas infestadas com
uma das espécies frente a infestacdo multipla, de acordo com a ACP.

A resposta olfativa de T. urticae a plantas infestadas pelos coespecificos € dependente
da densidade de acaros na planta (resposta dose-dependente) (Horiuchi et al. 2003). De modo
semelhante aos resultados obtidos, os volateis de plantas de feijao-de-lima Phaseolus lunatus
L. (Fabaceae) sob infestacdo moderada do &caro-rajado (100 espécimes) foram tdo atrativos
quanto de plantas néo infestadas para fémeas de T. urticae. Esse efeito foi distinto quando as
fémeas foram expostas aos volateis de plantas sob baixa infestacdo (20 espécimes), que sdo
atraentes, ou alta infestacdo (300 espécimes), que sdo repelentes. Dessa forma, o acaro é
capaz de discriminar o nivel de infestacdo pelos coespecificos, provavelmente para evitar a

competicdo intraespecifica. Além disso, 0s mesmos autores mostraram que o0 acaro-rajado ndo
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discrimina os odores de plantas infestadas com lagartas e ndo infestadas, de modo semelhante
aos resultados aqui encontrados nos ensaios de olfatometria para a resposta do acaro frente a
plantas de tomate infestadas por T. absoluta (Horiuchi et al. 2003).

Dessa maneira, os resultados sugerem que as fémeas de T. urticae selecionam as
plantas de tomate para oviposicdo com base em outras caracteristicas das plantas, como
defesas ou pistas quimicas ndo volateis (e.g., inibidores de proteases, rutina, acido
clorogénico) (Kielkiewicz 1998; Omer et al. 2000; Li et al. 2002; Thaler et al. 2002) ou niveis
nutricionais (DeAngelis 1992), caracteristicas que os acaros identificaram no experimento
com chance de escolha. Estudos futuros devem investigar a dinamica temporal das alteracGes
dessas pistas quimicas da planta induzidas pelo acaro e/ou lagarta de T. absoluta, assim como
a capacidade de adaptacdo ou de supressao de T. urticae frente as defesas induzidas da planta
de tomate. Adicionalmente, este estudo sugere que a infestacdo pela T. absoluta em
tomateiros favorece a colonizacdo pelo &caro-rajado, aumentando a chance da planta ser

infestada por ambas as espécies e, consequentemente, impactando a produtividade da cultura.
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Tabela 1. Quantidade de emissdo de volateis (média + SE ng.g* de massa seca) emitida por plantas de
tomate ndo infestadas (PNI), plantas infestadas por T. urticae (PIA), plantas infestadas por T. absoluta
(PIT) e plantas infestadas por T. urticae + T. absoluta (PIAT). Quantificacdo baseada na area do pico
em relacdo ao padrdo interno.

Tratamentos”
Infestada
Classe ) Infestada Infestada )
N Compostos o Né&o infestada ) T. urticae +
Quimica T. urticae T. absoluta
(N=7) T. absoluta
(N=7) (N=7)
(N=7)

1  a-Pineno M 0,15+0,07a 0,32+0,13a  0,34+0,07 a 1,45+0,35 a

2 B-Pineno M 0,00£0,00b 0,02+0,01ab  0,01+0,01 a 0,01+0,00 a

3 Mesitileno M 0,02+0,001a 0,01+0,003a  0,01+0,00 a 0,02+0,01 a

4 B- Mirceno M 0,00£0,00c  0,03£0,01b  0,03+£0,01 b 1,45+0,35 a

5 2-Careno M 1,21+0,56 b  2,79+1,14a 2,85+0,64 a 0,06 £0,02 b

6 a-Terpineno M 0,05+0,02b  0,15+0,07b  0,16+0,04 b 4,02+1,02 a

7 B -—Felandreno M 3,33t1,54a 0,010,006 b 0,01+0,01b 0,01+0,01 b

8 Limoneno M 0,31+0,08a 0,28+0,03a  0,73+0,20 a 0,4040,07 a

9 B -ocimeno M 0,00£0,00c 0,01+0,01a  0,01+0,0l1a 0,01+0,00 ab

10 y-Terpineno M 0,00£0,00b  0,04+0,01a  0,03+0,01a 0,02+0,01 a

11  Néo identificado 1 - 0,00£0,00b  0,00+0,00b  0,00+0,00 b 0,05+0,01 a

12 Néo identificado 2 - 0,00£0,00c  0,08+0,04 a 0,11+ 03 a 0,01+0,02 b

13 §-Elemeno S 0,02+¢0,01b  0,10+0,03a  0,12+0,03 a 0,09+0,05 ab

14  (E) Cariofileno S 0,26+0,14a 0,33+0,11a  0,38%0,12a 0,23+0,10 a

15  a-Humuleno S 0,05+0,03a 0,06+0,02a  0,06+0,02 a 0,04+0,02 a
Tot

| - - 544+2,40a 4,29+160a  4,93+0,93a 6,63+1,60 a

a

*Meédias seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos de acordo
com o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis e comparagdes multiplas corrigidas por Bonferroni
(P<0,05). M= monoterpeno, S= sesquiterpeno e — ndo identificado.
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Fig. 1. Preferéncia hospedeira de fémeas de Tetranychus urticae frente a plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) ndo infestadas (PNI), infestadas por T. urticae (PIA),
infestas por Tuta absoluta (PIT) e infestadas por T. urticae + T. absoluta (PIAT), em
testes com chance de escolha. (A) nimero de fémeas adultas (média + erro padrdo);
(B) nimero de ovos (média + erro padrdo). Letras distintas indicam diferencas
significativas pelo teste Tukey HSD (P < 0,05).

45



120 -
(3]
38 a
£ 100 -
i -|— ab
5 i
S
E 80 A J
Pt bc
O
o
: 60 - T
s c |
k=) 40 A T
3 1
£
5 204
Z.
0 T T T T
PNI PIA PIT PIAT

Tratamentos

Fig. 2. Teste sem chance de escolha. NUmero de ovos (média + erro padrdo) de Tetranychus
urticae em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) ndo infestadas (PNI), infestadas por T.
urticae (PIA), infestas por Tuta absoluta (PIT) e infestadas por T. urticae + T. absoluta
(PIAT), em testes sem chance de escolha. Letras distintas indicam diferengas significativas
pelo teste de Tukey HSD (P < 0,05).
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Fig. 3. Desempenho reprodutivo de Tetranychus urticae medido em termos de numero de
imaturos (média * erro padrdo) em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) ndo infestadas
(PNI), infestadas por T. urticae (PIA), infestadas por T. absoluta (PIT) e infestadas por T.
urticae + Tuta absoluta (PIAT) apos sete dias. Letras distintas indicam diferengas significativas
pelo teste de Tukey HSD (P < 0,05).
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Fig. 4. Preferéncia olfativa de Tetranychus urticae pelos volateis liberados pela planta de
tomate ndo infestada (PNI), infestada por T. urticae (PIA), infestada por Tuta absoluta
(PIT) e planta infestada por T. urticae + T. absoluta (PIAT). 60 fémeas/combinagéo

AL = ar limpo. As barras representam a porcentagem de escolha do &caro entre 0s
tratamentos; n.s. = ndo significativo; ***P <0,001 de acordo com o teste de qui-quadrado.
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Fig. 5. Andlise dos componentes principais (ACP) da composi¢do de volateis emitidos por
plantas de tomate ndo infestadas (PNI), plantas infestadas por T. urticae (PIA), plantas
infestadas por T. absoluta (PIT) e plantas infestadas por T. urticae + T. absoluta (PIAT). A
identidade dos compostos em relagdo aos numeros nas flechas se referem a Tabela 1.
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ARTIGO 2

Efeito da aplicacédo exdgena de jasmonato e salicilato de metila na inducgédo de defesas
direta e indireta a Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) em tomateiro
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Resumo
Os fitohormonios tém papel importante na regulacdo de respostas de defesa das plantas contra
0 ataque de herbivoros. A aplicacédo dos acidos jasmonico e salicilico mostram-se eficazes na
potencializag@o das respostas induzidas das plantas. Uma vez que aumentam a expresséo de
genes relacionados a producdo de compostos toxicos e emissdo de compostos organicos
volateis atraentes aos inimigos naturais dos herbivoros. Neste estudo foi avaliada a inducéo de
resisténcia direta e indireta ao acaro-rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae),
em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L., Solanaceae) tratadas com jasmonato de
metila (MeJA) e salicilato de metila (MeSA), isoladamente ou em combinagdo. Ensaios
comportamentais em casa de vegetacdo mostraram que o nimero de ovos e adultos do acaro-
rajado foi menor em plantas tratadas com MeJA e MeJA/MeSA. Em relacdo aos imaturos do
acaro-rajado, os numeros foram inferiores em plantas tratadas com os indutores comparado
com a testemunha. Em relagdo as defesas indiretas, medidas em termos de atracdo do acaro
predador Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae), mostraram que as fémeas do
predador foram recapturadas em maior nimero nas plantas tratadas com MeSA em relacéo
aos demais tratamentos. As fémeas do predador também depositaram maior nimero de ovos
nas plantas tratadas com MeSA em relacdo a MeJA/MeSA. A aplicagdo dos indutores reduziu
as concentracfes de fenois totais nas plantas de tomate tratadas em relacdo ao controle na
primeira amostragem, porém, na segunda amostragem houve reducédo nas plantas tratadas com
MeJA. Em relacdo a lignina, na primeira amostragem houve redugdo nas plantas tratadas com
os indutores em relacdo ao controle, entretanto, na segunda ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Aplicacdo de MeJA, isolado ou em combinacdo com MeSA, promove resisténcia
direta em tomateiro contra T. urticae, ao passo que a resisténcia indireta foi induzida somente

pela aplicacdo isolada de MeSA.

Palavras-chave: &cido salicilico, compostos fendlicos, &cido jasmonico, &caro-rajado,

Phytoseiulus macropilis, inducéo de resisténcia
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1. Introducgéo

As plantas desenvolveram estratégias de defesas em resposta aos ataques de
herbivoros por meio de defesas quimicas, bioldgicas e fisicas. As defesas de plantas podem
ser constitutivas e induzidas, e podem afetar os herbivoros de forma direta ou indireta (Karban
& Myers, 1989). As defesas diretas afetam os herbivoros por meio de barreiras fisicas (e.g.
tricomas e espinhos), que dificultam a alimentacdo, ou compostos quimicos, como alcaloides,
fenois, inibidores de proteinases (Pl1) e polifenoloxidase, que alteram a fisiologia e/ou
comportamento dos herbivoros (Howe & Jander, 2008; Rohwer & Erwin, 2010; Wu &
Baldwin, 2010). As defesas indiretas consistem na emissdo de compostos organicos volateis
induzidos pela herbivoria (VPIH ou herbivore-induced plant volatiles, HIPVS) que,
geralmente, atraem aos inimigos naturais dos herbivoros (Dicke & Sabelis, 1988; Dicke et al.,
1998).

Defesas induzidas pela herbivoria sdo desencadeadas por injlrias e/ou contato com
substancias da secrecdo oral dos herbivoros, que se conectam a receptores especificos na
membrana celular das plantas (Howe & Jander, 2008). O reconhecimento do herbivoro pela
planta ativarad processos bioquimicos (Zhang et al., 2017) que culminam na sintese de defesas
diretas e indiretas contra o ataque dos herbivoros. Os fitohormonios acido jasmonico (AJ),
acido salicilico (AS) e etileno sdo os principais moduladores da resposta induzida da planta
contra a herbivoria (Reymond & Farmer, 1998; Pare & Tumlinson, 1999; Zhang et al., 2017).

O AJ e seus derivados, como o seu éster metilico, jasmonato de metila (MeJA) sdo
sintetizados pela rota dos octadecanoides, dependente da acdo de lipoxigenases, enzimas que
promovem a oxigenacao do acido linolénico (Reymond & Farmer, 1998; Cheong & Choi,
2003; Zhang et al., 2017). Por outro lado, AS, bem como o seu éster metilico, salicilato de
metila (MeSA) tem sua biossintese formada por meio da rota de sinalizacdo do
fenilpropanoides, onde o acido cinamico age como precursor (Vlot et al., 2009). Em geral, 0
aumento dos niveis do AJ é induzido por injarias de herbivoros mastigadores e patdgenos
necrotroficos, enquanto que os do AS por injarias de insetos sugadores ou infeccdo de
patdgenos biotroficos (Spletzer & Enyedi, 1999; Thaler et al., 2001; Glazebrook, 2005;
Cavalcanti et al., 2006; War et al., 2012). No caso da herbivoria por acaros e tripes, tanto os
niveis de AJ como de AS podem ser aumentados (Kant, et al., 2004; Abe et al., 2008).
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Dessa forma, as vias AJ e AS sdo importantes na inducdo da resisténcia da planta
contra os herbivoros (Thaler et al., 1996, 2002a, 2010; Zhang et al., 2017). Contudo, pode
haver interacdo entre as duas rotas, podendo o efeito ser sinérgico ou antagdnico (Kaloshian
& Walling, 2005; Mao et al., 2007; Thaler et al., 2010). As interacGes antagbnicas entre as
rotas do AJ e AS podem impedir a expressdo méaxima dos genes que codificam as respostas de
defesa (Thaler et al., 1996, 2004, 2002b; Ozawa et al., 2000; O’Donnell et al., 2003). Por
exemplo, acilbenzolar-S-methyl sintético (BTH), que induz a rota associado ao AS, age de
forma antagdnica com o AJ, porém, o efeito € mais pronunciado na via do AJ do que o AJ na
via do AS (Thaler et al., 2002a).

A aplicacdo de jasmonatos e salicilatos simulam a herbivoria, aumentando a
resisténcia de plantas por meio da producédo de metabolitos secundarios e ativacdo de enzimas
de defesa (Reymond & Farmer, 1998; Brown et al., 2014; Zhang et al., 2017). Por exemplo, a
inducdo de resisténcia em plantas de tomate, Solanum lycopersicum L. (Solanaceae), por
jasmonatos aumenta a atividade de inibidores de proteinases (PI), polifenoloxidase,
peroxidase e lipoxigenase reduzindo o desempenho reprodutivo dos herbivoros (Farmer &
Ryan, 1992; Thaler et al., 1996, 2001; Stout et al., 1999; Li et al., 2002; Thaler et al., 2002b;
Gonzales-Vigil et al., 2011). Além disso, a aplicacdo dos indutores induz as plantas a
liberarem HIPVs, sinalizadores para os inimigos naturais (Takabayashi et al., 1994; Dicke, et
al., 1998; Ament, 2004; Kant et al., 2004), pois o perfil de volateis induzidos por esses
fitohormonios sdo similares aos induzidos pela herbivoria (Stout et al., 2002; Pefaflor &
Bento, 2013).

Apesar de varios estudos comprovarem a eficacia dos indutores no uso como uma
tatica no manejo integrado de pragas, ainda existem poucos estudos sobre seus usos no
controle de pragas. Assim, para que um composto seja considerado um indutor de resisténcia,
primeiro deve ser sintetizado, ser mdvel no floema, aumentar compostos téxicos nas plantas,
bem como diminuir a infestacdo de herbivoros (Bostock, 1999). Essa pratica ndo deve ser
uma tatica isolada, mas sim uma alternativa que viabilize 0 manejo integrado de pragas, e a
eficacia da resisténcia deve ser similar as estratégias ja utilizadas como controle (Karban &
Baldwin, 1997). Além disso, um indutor deve aumentar as defesas direta e indireta da planta
por si so (Stout et al., 2002).
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A aplicacdo de AJ induz resisténcia a herbivoros em uma variedade de plantas, ja a
aplicacdo de AS ndo tem o mesmo efeito em algodoeiro e tomateiro, sendo seu efeito mais
pronunciado em resposta a patdgenos (Inbar et al., 2001; Thaler et al., 1999). Muito trabalhos
relatam a aplicacdo de MeJA e MeSA de forma isolada, e ndo foi relatado, ainda, a utilizagéo
de ambos na defesa direta a Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) e na indireta
por meio da atracdo do acaro predador Phytoseiulus macropilis (Banks) (Acari: Phytoseiidae)
em tomateiro, ou em outra espécie de planta. O acaro predador P. macropilis € um predador
especialista (McMurtry & Croft, 1997) e muito utilizado no controle bioldgico de T. urticae
(Oliveira et al., 2009). Assim, a utilizacdo de indutores de resisténcia pode tornar as plantas de
tomate mais resistentes a T. urticae e aumentar a permanéncia de P. macropilis na cultura.

Embora nédo seja considerado praga-chave da cultura do tomateiro, o acaro-rajado T.
urticae é um importante fitdfago polifago (Moraes & McMurtry, 1985; Leite et al., 2003) que
ataca essa cultura, causando prejuizos, como reducdo da producdo e a depreciacdo do produto
final. A alimentacdo de T. urticae em plantas de tomate € capaz de induzir, simultaneamente,
rotas de defesa dos JA e AS (Li et al., 2002; Kant et al, 2004; Sarmento et al., 2011). Assim a
combinagdo de ambos indutores pode induzir volateis atrativos a P. macropilis.

Dessa forma, torna-se importante conhecer os mecanismos de resisténcia por meio da
aplicacdo de indutores no desempenho de pragas e na atratividade de inimigos naturais,
visando potencializar a acdo destes e reduzir a utilizacdo de pesticidas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a inducdo de resisténcia direta e indireta de
tomateiro ao acaro-rajado, T. urticae, via aplicacdo exdgena de MeJA e/ou MeSA.

2. Métodos
2.1. Cultivo das plantas

Mudas de tomateiro Solanum lycopersicum L, cultivar Santa Clara 1-5300, foram
cultivadas) e mantidas em casa de vegetacdo do Departamento de Entomologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais, Brasil. As mudas foram
plantadas em vasos de polietileno (4 L) que continham uma mistura de solo (Latossolo
Vermelho Escuro — LV), esterco bovino (3:1) e fertilizantes NPK (4-14-8). Foram utilizadas

plantas com 30 a 40 dias apos o transplantio, livres de infestacao.
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2.2 Criag0es dos acaros

O acaro-rajado T. urticae e o acaro predador P. macropilis foram criados no
Laboratdrio de Acarologia do Centro de Pesquisa em Manejo Ecolégico de Pragas e Doengas
de Plantas — EcoCentro, Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais — EPAMIG,
Lavras, Minas Gerais, a 25 + 2°C de temperatura, 70 + 10% de UR e 14 horas de fotofase.

O acaro-rajado foi criado em plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis L.,
Fabaceae). Foliolos infestados foram colocados em placas de Petri (15 cm de didmetro), sobre
espuma de polietileno, envolvida em algodédo hidrofilico. Tanto a espuma quanto o algodao
foram umidecidos com &gua destilada, para evitar a fuga de acaros e manter a turgescéncia da
folha. Quando necessario, eram feitas novas unidades de criacdo e sobre estas eram colocados
foliolos infestados, permitindo assim, o deslocamento dos acaros para as novas unidades.

O é&caro predador foi mantido em arenas de 1aminas plasticas de PVC flexivel e
de cor preta sobre isopor de mesmo tamanho (25 X 16 cm), envolto com algodéo
umido e colocados dentro de bandejas plasticas com agua. A cada dois dias, folhas de

feijdo-de-porco infestadas com &caro-rajado foram colocadas como alimento.

2.3 Tratamentos com os indutores MeJA e MeSA

As solucbes de MeJA e MeSA (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) foram preparadas
adicionando-se Tween®80 (Polyoxyethylene sorbitan monostearate) (Sigma-Aldrich, S&o
Paulo, Brasil) como solubilizante, na concentragdo de 0,1 mL.L? e etanol 95% na
concentracdo 2,5 mL.L?, baseando-se na metodologia utilizada por Moraes et al. (2009). As
solucdes dos fitohormonios foram preparadas na concentracdo de 1,0 mM.

As aplicacbes da solucdo de fitohormoénio foram realizadas com auxilio de
pulverizador manual com capacidade de 500 mL e munido de bico conico, utilizando-se 25
mL de solugdo por planta, até o ponto de escorrimento. As plantas foram submetidas aos
seguintes tratamentos: 1) planta de tomate pulverizada com &4gua destilada (tratamento
controle); 2) planta de tomate pulverizada com solucdo de Tween e alcool (tratamento
Tween); 3) planta de tomate pulverizada com solu¢ao de MeJA (tratamento MeJA); 4) planta

de tomate pulverizada com solugdo de MeSA (tratamento MeSA) e 5) planta de tomate
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pulverizada com a solugdo de MeJA ¢ MeSA (tratamento MeJA/MeSA). No tratamento de
inducdo conjunta MeJA/MeSA, a aplicacdo foi realizada separadamente, sendo aplicada a
mesma quantidade dos tratamentos MeJA e MeSA isoladamente (25mL de MeJA e 25 mL de
MeSA). No tratamento Tween, o preparo dessa solucdo foi realizado conforme descrito
anteriormente, entretanto, sem a incorporacao dos fitohorménios, anulando qualquer efeito de
outras substancias. No tratamento controle, as plantas foram pulverizadas com 25 mL de agua

destilada.

2.4 Efeito da aplicagdo de MeJA e/ou MeSA no desempenho de Tetranychus urticae

A fim de avaliar o potencial dos fitohorménios contra a infestacdo de T. urticae em
plantas de tomate, foi realizado experimento em blocos casualizados, em casa de vegetacao.
Foram montados 12 blocos, com uma repeticdo de cada tratamento por bloco (Controle,
Tween, MeJA, MeSA e MeJA/MeSA).

Apbs 48 horas da aplicacdo dos indutores, foram liberadas 60 fémeas do &caro-
rajado/planta, distribuidos uniformemente nos tercos da planta, inferior, médio e superior,
respectivamente (20 fémeas/terco da planta). Quinze dias apds a liberacdo das fémeas, foram
coletadas duas folhas de cada tergo da planta, e contados os ovos, imaturos e adultos de &caro-

rajado.

2.5 Efeito da aplicagdo de MeJA e/ou MeSA na atratividade e recaptura de Phytoseiulus
macropilis

A atratividade e recaptura do predador P. macropilis foi avaliada em casa de
vegetacdo. Apos 48h da aplicacdo dos indutores, cada planta foi infestada com 60 fémeas do
acaro-rajado, distribuidas uniformemente nos tercos da planta, e em seguida, os predadores
foram liberados. Para avaliar a resposta de P. macropilis, foi montada uma arena pentagonal
feita de cartolina branca. Sete dias ap6s a infestacdo, a arena foi colocada, apoiada em um
vaso, de tal forma que o caule de uma planta de cada tratamento tocava cada um dos cinco
angulos do pentagono. No centro da cartolina, e com auxilio de um pincel, foram liberadas 20
fémeas de P. macropilis, em jejum por 24 horas. Apoés sete dias, foram coletadas duas folhas
de cada terco da planta e contados os ovos e adultos recapturados do predador em cada
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tratamento. Cada grupo de cinco plantas constituiu um bloco, e foi adotado o delineamento

em 12 blocos casualizados, resultando em 12 repeti¢cdes por tratamento.

2.6 Efeito da aplicacio de MeJA e/ou MeSA no conteudo de fenais totais e lignina

Para a analise de teores de compostos fendlicos e lignina em plantas de tomate, foi
realizado um experimento em blocos casualizados, em casa de vegetacdo. Foram montados
seis blocos, com uma repeticdo de cada tratamento por bloco (Tween, MeJA, MeSA e
MeJA/MeSA), totalizando 24 plantas. Apds 48 horas da aplicacdo dos indutores foi realizada
a primeira coleta de foliolos em 12 plantas de tomate ao acaso, e as plantas descartadas. Nas
12 plantas restantes foram liberadas 60 fémeas do acaro-rajado por planta, e apds 5 dias da
aplicacdo dos indutores e mais 4 dias da liberacdo do &caro-rajado foi realizada a segunda
coleta, semelhante a coleta anterior.

Os tecidos foliares coletados foram triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e
pistilo até a obtencdo de um pd fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 24
horas. Uma aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para microtubo de 2 mL,
homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida sob agitacdo por 15 horas, em
agitador rotativo, protegido da luz, a temperatura ambiente. A suspensdo foi centrifugada, a
12.000 g (rpm), por 5 minutos. O sobrenadante (extrato metandlico) foi transferido para um
novo microtubo, com o qual se realizou a determinacdo de fendis solGveis totais, enquanto o
precipitado foi utilizado para determinacéo de lignina.

Para a determinacdo da lignina, foi adicionado ao residuo sélido 1,5 mL de metanol a
80%, e conteudo foi homogeneizado e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 65 °C por 15 horas. Foi acrescentado 1,5
mL de solucdo de acido tioglicélico:HCI 2M (1:10). Em seguida, os microtubos foram
agitados suavemente para hidratar o residuo e colocados em banho-maria a 100 °C por 4
horas. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5 mL de &gua ultrapura e
novamente centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. A seguir, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido em agitador

rotativo por 15 horas a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10
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minutos a 4 °C, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, ao qual foram

adicionados 200 uL de HCI concentrado. A suspensao obtida foi mantida em camara fria a
4°C por 4 horas para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. Em
seguida, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspenso em 2,0 mL de NaOH 0,5 M. Uma aliquota de 20 pL da
suspensdo foi transferida para microplacas, onde se completou o volume para 200 pL de
NaOH 0,5 M. A absorbancia desta solucéo foi determinada em espectrofotdmetro, a 280 nm e
os valores calculados com base em curva de lignina e expressos em pg de lignina soltvel por
miligrama de massa seca.

O método desenvolvido por Spanos e Wrolstad (1990) com modificacGes, foi utilizado
para a determinacédo de concentracdo de compostos fenolicos sollveis totais. Em microplacas,
aliquotas de 15 pL do extrato metanodlico foram misturadas a 15 uL de metanol 80% e a 30 pL
do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25 N por 5 minutos, homogenecizadas com 30 uL de
Na,CO31 M por 10 minutos, e diluidas com 110 pL de agua destilada, a temperatura
ambiente, por uma hora. Os valores de absorbancia da reacdo foram determinados a 725 nm,
em espectrofotdmetro e calculados com base em curva de calibragcdo com &cido clorogénico.
Os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente pg de acido clorogénico por

miligrama de massa seca.

2.8 Anélise estatistica

Para avaliar o efeito dos tratamentos no desempenho reprodutivo e oviposicdo de T.
urticae, os dados foram analisados mediante Analise de Variancia (ANAVA) sob o
delineamento blocos casualizados em esquema fatorial duplo. Para atender os pressupostos de
normalidade e homocedasticidade dos residuos da ANAVA, foi aplicada a transformacdo do
tipo raiz quadrada nos dados. Posteriormente, caso houvesse interagdo significativa entre o0s
fatores, seria realizado o desdobramento das médias em cada nivel dos fatores e, caso a
interacdo ndo tenha sido significativa, avaliou-se os efeitos principais de cada fator. A
comparacao entre as médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Para analisar o efeito da aplicacdo dos tratamentos na atratividade e recaptura do P.
macropilis, os dados foram analisados mediante ANAVA sob delineamento blocos
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casualizados. A comparacao entre as médias foi feita pelo teste de Tukey. Considerou-se 5%

como nivel de significancia em todos os testes.

Para a andlise de fendis totais e lignina as médias dos tratamentos foram comparadas
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa R (R Core Team, 2016).

3. Resultados
3.1 Efeito da aplicagdo de MeJA e/ou MeSA no desempenho reprodutivo de Tetranychus
urticae

Todas as fases de T. urticae concentraram-se nos tercos inferior e médio da planta
(Tabela 1). N&o houve diferenca no desempenho reprodutivo de T. urticae em plantas controle
e plantas tratadas com Tween, demonstrando que o adjuvante ndo teve efeito sobre a indugéo
de defesas na planta de tomate. Diante disso, foi utilizado o tratamento Tween como controle
(Tabela 1).

Plantas tratadas com MeJA e MelJA/MeSA apresentaram reducdo de 68 e 81%,
respectivamente, no nimero de adultos de T. urticae (Figura 1A, F = 5,787, P < 0,002) e
reducdo de 50 e 63%, respectivamente, no nimero de ovos (Figura 1B, F = 5,161, P < 0,003),
guando comparados ao Tween. Quanto a fase imatura de T. urticae, os tratamentos MelJA,
MeSA e MeJA/MeSA reduziram o numero de espécimes quando comparados ao Tween
(Figura 1A, F =9,047, P < 0,001).

3.2 Efeito da aplicacdo de MeJA e/ou MeSA na atratividade e recaptura Phytoseiulus
macropilis

Fémeas de P. macropilis foram mais atraidas e recapturadas nas plantas que foram
submetidas a pulverizacdo com MeSA quando comparadas aos demais tratamentos (Figura 2,
F = 6,107, P < 0,001). A oviposi¢cdo do predador foi maior nas plantas tratadas com MeSA,
quando comparadas a MeJA/MeSA (Figura 2, F = 3,003, P< 0,040, Tukey P< 0,05). Apesar
do nimero de ovos ter sido 62% maior nas plantas pulverizadas com MeSA em relacdo ao

Tween e MeJA, a diferenca entre os tratamentos néo foi significativa.
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3.3 Efeito da aplicacdo de MeJA e/ou MeSA no contetdo de fendis totais e lignina

Plantas tratadas com MeJA e/ou MeSA apresentaram reducdo na concentracdo de
compostos fenolicos no primeiro dia de coleta, sendo maior nas plantas tratadas com MeSA
(Tabela 2, F = 27,211, P = 0,05). Na segunda coleta houve redu¢do na concentracdo de
compostos fenolicos somente nas plantas tratadas com MeJA em relacdo aos demais
tratamentos (Tabela 2, F = 3,4711, P = 0,0273).

Na primeira coleta, os tratamentos MeJA, MeJA e MeJA/MeSA reduziram o teor de
lignina quando comparada ao Tween, porém, o efeito foi mais pronunciado no tratamento
MeJA/MeSA (Tabela 2, F = 11,74, P = 0,05). Na segunda coleta, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 2, F = 2,7712, P = 0,0575).

4. Discussao

Os resultados indicam que a aplicacdo exdgena de MeJA induziu resisténcia direta na
planta de tomate contra o acaro-rajado T. urticae, ao passo que o tratamento com MeSA
induziu resisténcia indireta, pois aumentou a presenca do acaro predador P. macropilis. Além
disso, a aplicacdo dos indutores ndo aumentou as concentracdes de compostos fendlicos e
lignina em plantas de tomate, demonstrando que estes ndo sdo responsaveis pela resisténcia
direta ao acaro-rajado.

Assim, a reducdo no desempenho de T. urticae confirmam que MeJA aumentou a
resisténcia de plantas de tomate e induziu resisténcia direta contra o &caro-rajado. Esta
resposta possivelmente estd relacionada com o aumento da atividade de algumas proteinas
que interferem no processo digestivo dos herbivoros (Thaler et al., 1996; Thaler, 1999; Zhang
et al., 2015, 2017), como os inibidores de protease, enzimas oxidativas (Thaler et al., 1996;
Stout et al., 2006; Sarmento et al., 2011; Zhang et al., 2013, 2017) e compostos derivados do
metabolismo secundario (Stout et al., 1996; Omer et al., 2001), exceto os niveis de fenois
totais e lignina, como observados neste estudo.

Os fendis e ligninas ndo mediaram a resisténcia direta a T. urticae. No entanto, a
reducdo na concentragdo de fenois totais e lignina também demostra a acdo dos indutores nas
respostas de defesa, uma vez que a aplicacdo de MeJA e MeSA promovem reacOes de

oxirreducdo que leva a degradacdo de compostos fenolicos via ativagao de enzimas oxidativas
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(Thaler et al., 1996; Reyes et al., 2007). Provavelmente tiveram aumento da atividade das

enzimas ligadas a defesa, como polifenoloxidase e peroxidase, resultando no substrato da
enzima desses compostos fenolicos (Thangavelu et al., 2003), de modo semelhante ao
reportado em outros trabalhos com indutores (Reyes et al., 2007; Heredia & Cisneros-
Zevallos, 2009). Desta forma, a qualidade do hospedeiro pode ter sido alterada, o que resultou
em menores taxas de crescimento e desenvolvimento do acaro-rajado (Agrawal, 1999).

Similar ao verificado neste trabalho, plantas ornamentais (Rohwer & Erwin, 2010) e
tomateiro (Li et al., 2002; 2004; Rohwer & Erwin, 2010) repeliram e diminuiu a fecundidade
do &caro-rajado, ap6s serem induzidas por jasmonatos, assim como algodoeiro (Omer et al.,
2001) e videira (Omer et al., 2000) induzidas por AJ reduziram a preferéncia e oviposi¢do de
T. urticae. Plantas de tomate induzidas por jasmonatos reduziram o numero total de T. urticae
devido a diminuicdo na oviposicao (Thaler et al., 2002), mas ndo foram observados efeitos na
reducdo de imaturos e adultos, de forma contraria ao que foi observado neste estudo.

A inducdo promovida por MeSA ndo interferiu diretamente no desempenho
reprodutivo de T. urticae, semelhante ao relatado por Thaler et al. (2002), provavelmente, por
ndo induzir a expressdo de genes que codificam compostos de defesa especificos a T. urticae,
no entanto, ja foi relatado como indutor de resposta de defesa direta a outros herbivoros, como
afideos (Boughton et al., 2006; Thaler et al., 2010).

Em relacdo a inducdo por jasmonatos e salicilatos, existem relatos que as rotas sejam
antagonicas (Fidantsef et al., 1999; Thaler et al., 2002). No entanto, alguns estudos
observaram efeito sinérgico na resposta de defesa apds a herbivoria (Pieterse & Van Loon
1999), indicando que essas respostas nem sempre sdo previsiveis. Dessa forma, os resultados
observados estdo em conformidade com os apresentados por Thaler et al. (2002), sugerindo
que os dois indutores associados se assemelham ao MeJA isolado, que confere reducdo no
namero de T. urticae, e se opde a hipdtese de que as rotas sejam antagbnicas. Além disso, a
aplicacdo de MeSA ndo induziu maior suscetibilidade da planta ao acaro-rajado comparado
com o controle, sugerindo que ndo houve interacdo antagonica entre as rotas do AJ e AS.

Com relacdo as defesas indiretas, a aplicacdo de MeJA ndo promoveu o recrutamento
do acaro predador. Por outro lado, a aplicacdo de MeSA induziu respostas de defesas indiretas
da planta de tomate, aumentando o recrutamento do acaro predador P. macropilis. O MeSA ¢
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um volatil de plantas comumente induzido pela injaria de T. urticae (Dicke et al., 1990; Dicke

et al., 1998; Arimura et al., 2000) e é responsavel pela atracdo de um outro acaro predador,
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot (Phytoseiidae) (Dicke et al., 1990), para plantas
infestadas pela presa. Estudos conduzidos por Dicke et al. (1999) mostram que a auséncia de
MeSA em plantas induzidas pelo AJ é uma das maiores diferencas quando comparada com a
mistura volatil induzida por T. urticae, o que indica papel de MeSA na atracdo de P.
persimilis (Boer & Dicke, 2004). Embora ndo verificado efeito da aplicacdo exdgena do
MeJA na atracdo da fémea de P. macropilis, trabalhos demonstram a atratividade de plantas
induzidas por MeJA para diferentes espécies de inimigos naturais (Thaler, 1999) e que a
alimentacdo de T. urticae induz as vias de sinalizacdo por AJ e AS (Sarmento et al., 2011;
Oliveira et al., 2016). Ja foi verificado que plantas de algoddo, de feijdo e de tomate apds
aplicacdo de jasmonato emitiram compostos volateis semelhantes aos liberados pela
herbivoria do acaro-rajado (Hopke et al., 1994; Boland et al., 1995; Thaler et al., 1996).

Desta forma, o uso desses indutores deve ser realizado de forma isolada, uma vez que
os resultados positivos observados para cada indutor ndo se somam quando aplicados
conjuntamente. Estudos devem ser conduzidos para verificar o tempo de indugdo para cada
um desses compostos, bem como sua acdo em estudos de campo, visto que a aplicagéo de
MeJA aumenta a resisténcia direta das plantas de tomate, enquanto que MeSA induz
resisténcia indireta. E necessario a compreensdo aprofundada em niveis genéticos e
molecular, que pode resultar no controle mais eficaz e sustentavel de T. urticae, e o0 estudo do

volatil MeSA na atracdo de P. macropilis.
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Tabelas:

Tabela 1 Numero médio (£ erro padrdo) de ovos, imaturos e adultos de Tetranychus urticae
nas médias dos ter¢cos em plantas de tomateiro Solanum lycopersicum ap6s serem submetidas
aos tratamentos: Tween (Tween), jasmonato de metila (MeJA), salicilato de metila (MeSA) e

jamonato e salicilato de metila (MeJA/MeSA).

Parte
Estagio Tratamento i i i 1)
Inferior Média Superior

Controle 74,42 (15,84) 54,42 (11,76) 11,58(6,50) ab
Tween 113,67 (20,34) 94,33 (27,34) 15,00(8,42) a
Ovo MeJA 46,08 (12,65) 63,33 (16,28) 0,50 (0,50) b
MeSA 100,17 (28,02) 53,08 (16,36) 4,00 (3,13) ab
MeJA/MeSA 54,25 (16,15)  26,75(8,06) 4,00 (3,08) b

) A A B
Controle 93,17 (19,90) 79,33 (25,95) 17,25(8,75) ab
Tween 141,17 (25,95) 115,33 (24,98) 7,50 (4,09) a
Imaturo MeJA 37,67(9,73)  51,00(8,56) 0,00 (0,0) b
MeSA 65,00 (15,710 70,42 (18,51) 4,42 (2,46) b
MeJA/MeSA 61,67 (17,53)  285(8,46) 1342(878) b

2) A A B
Controle 8,17 (2,04) 4,92 (1,62) 0,50 (0,33) b
Tween 18,42 (5,01)  11,25(5,95) 2,08 (1,50) a
Adulto MeJA 4,67 (2,00) 5,42 (1,03) 0,00 (0,00) b
MeSA 8,25 (4,13) 7,58 (3,09) 0,42 (0,19) ab
MeJA/MeSA 4,25 (1,88) 1,75 (0,58) 0,08 (0,08) b

) A A B

(1) tratamentos seguidos de letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si ao nivel de 5% de

significancia pelo teste de Tukey.

(2) partes da planta seguidas de letras maiusculas diferentes na linha séo diferentes entre si ao nivel de 5% de

significancia pelo teste de Tukey



Tabela 2. Média (£ erro padrdo) do efeito de jasmonato e salicilato de metila sobre a
quantificacdo de fendis sollveis totais e lignina, apds 48 horas de aplicacdo e cinco dias
apos a liberacdo de Tetranychus urticae em tomateiro Solanum lycopersicum. Tween
aplicacdo de Tween mais alcool, MeJA aplicacdo de jasmonato de metila, MeSA
aplicacdo de salicilato de metila e MeJA/MeSA aplicacdo de jasmonato e salicilato de
metila.

Fendis Totais pg 10 mg* MF Lignina pug 10 mg* MF
Tratamento — — - _—
Média Média Média Média
Primeira coleta! ~ Segunda coleta? Primeiro coletal Segunda coleta?
Tween 3,80 (0,45) a 2,53 (0,76) a 12,32 (1,02) a 11,63 (2,69)
MeJA 2,52 (0,14) b 1,90 (0,51) b 10,14 (2,84) b 11,50 (2,69)
MeSA 1,92 (0,66) ¢ 2,43 (0,22) a 9,86 (0,29) b 11,49 (1,67)
MeJA/MeSA 2,78 (0,37) b 2,50 (0,18) a 7,62 (1,44) c 9,19 (1,73)
F=277211 F=3,471 F=11,74 F=2771
P > 0,05 P =0,0274 P > 0,05 P =0,058

! Primeiro dia coleta realizada ap6s 48 horas da aplicacdo dos indutores e antes da liberagéo de
Tetranychus urticae.

2 Coleta realizada ap6s cinco dias da liberagdo de Tetranychus urticae.

Letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Scott Knott (P < 0,05).
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Figura 1 Numero médio (z erro padrdo) de adultos (A); ovos (B) e imaturos (C) de
Tetranychus urticae encontrados em folhas de tomateiro Solanum lycopersicum
apos serem submetidas aos tratamentos: Tween (Tween), Jasmonato de metila
(MeJA), Salicilato de metila (MeSA) e Metil jasmonato mais Metil salicilato
(MeJA/MeSA). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre 0s
tratamentos de acordo com o Teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 2 Numero médio (£ erro padrdo) de adultos (A) e ovos (B) de Phytoseiulus
macropilis, recapturados em folhas de tomateiro Solanum lycopersicum apos serem
submetidas aos tratamentos: Tween (Tween), jasmonato de metila (MeJA), salicilato de
metila (MeSA) e jasmonato e salicilato de metila (MeJA/MeSA). Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o Teste de Tukey,
a 5% de significancia.



74
CONSIDERACOES FINAIS

O acaro-rajado T. urticae € uma praga que causa prejuizos ao tomateiro e seu controle
é dificil por meio do método quimico convencional devido a terem a capacidade de
desenvolver rapidamente a resisténcia aos produtos fitossanitarios.

Os resultados aqui relatados sugerem que o uso de indutores de resisténcia em plantas
de tomate, como o jasmonato (MeJA) ou salicilato de metila (MeSA), € uma nova tatica a
reduzir populagdes de T. urticae, seja essa por meio da resisténcia direta ou atracdo do acaro
predador.

E necessario ainda estudo do comportamento da resisténcia induzida por MeJA em
tomateiro a outras espécies de pragas que ocorram ao mesmo tempo que o acaro-rajado e uma
investigacdo mais aprofundada também em condi¢des de campo.

Estudos adicionais também sdo necessario a fim de conhecer os compostos e
determinar se 0 mecanismo de resisténcia que estd relacionado com a antibiose, néo-
preferéncia entre outros, pois a reducdo na oviposicdo do &caro-rajado sugere ser fator
nutricional, provavelmente causado pelo aumento de proteinas reguladas pelo é&cido
jasmonico (AJ).

Esses resultados poderiam ser base para novos estudos no melhoramento genético de

planta.



