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RESUMO

COSTA, Nayara Cecilia Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Campus de
Rio Paranaiba, janeiro de 2017. Acessos de tomateiro resistente a Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e seus compostos quimicos. Orientador:
Flavio Lemes Fernandes. Coorientadores: Maria Elisa de Sena Fernandes e Gabriel
Mascarenhas Maciel.

Lagartas broqueadoras de frutos do tomate causam prejuizos econdmicos, sendo
Helicoverpa armigera a mais recente relatada. Objetivou-se selecionar acessos de
tomateiro resistentes a H. armigera, identificar e quantificar seus compostos quimicos. O
experimento em delineamento inteiramente casualizado foi constituido por 9 tratamentos
(8 acessos BGH - UFV e ‘Santa Clara’), com quatro repeti¢des. Aos 70 dias apos o
transplantio, os frutos foram colhidos e submetidos a trés avaliacfes: antibiose, teores
nutricionais e metabdlitos secundarios. Foram avaliados para a antibiose: razdo sexual,
numero e porcentagem de deformacdes, duracdo em dias por estadio, ganho de peso diario
e total, sobrevivéncia-mortalidade. A analise nutricional foi feita para calcio, enxofre,
potassio e nitrogénio (N), e com os resultados de N procedeu-se a conversdo em proteina.
Os metabolitos secundarios foram identificados e quantificados através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS). Na antibiose, houve uma variacédo
nos niveis de resisténcia dos BGH 985, 2029, 2030, 2100 e 2121 a H. armigera que
apresentaram efeitos adversos sob a biologia do inseto. Observou-se que 0S acessos
resistentes a praga apresentaram desbalango dos nutrientes analisados. A presenca de 2-
undecanona foi identificada em sete acessos e ‘Santa Clara’, em que o BGH 2100
apresentou a maior concentracdo. Houve toxicidade de 2-undecanona as lagartas, sendo
que a dose de 12,3 pL 10 mL* causou a mortalidade de 50% da populagéo. Portanto, as

caracteristicas de resisténcia dos acessos testados mostram que 0s mesmos podem ser

utilizados em programas de melhoramento.

Vi



ABSTRACT

COSTA, Nayara Cecilia Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Campus de
Rio Paranaiba, January, 2017. Accesses of tomatoes resistant to Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) and their chemicals compounds. Advisor: Flavio
Lemes Fernandes. Co-advisor: Maria Elisa de Sena Fernandes and Gabriel Mascarenhas
Maciel.

Tomato fruit borer caterpillars cause economic damage, with Helicoverpa armigera being
the most recent discovery. The objective was to select tomato accessions resistant to H.
armigera, to identify and quantify their chemicals compounds. The experiment in a
completely randomized design consisted of 9 treatments (8 accessions BGH - UFV and
‘Santa Clara’), with four replications. At 70 days after transplanting, the fruits were
harvested and submitted to three evaluations: antibiosis, nutritional contents and
secondary metabolites. The antibiosis was evaluated: sexual ratio, number and percentage
of deformations, duration by stage, weight gain daily and total, survival and mortality.
The nutritional analysis was done for calcium, sulfur, potassium and nitrogen (N), and
with the N results the protein was converted. The secondary metabolites were identified
and quantified by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). In
antibiosis, there was a variation in resistance levels of BGH 985, 2029, 2030, 2100 and
2121 to H. armigera that had adverse effects under insect biology. It was observed that
the pest resistant accesses showed an imbalance of the analyzed nutrients. The presence
of 2-undecanone was identified in seven accessions and ‘Santa Clara’, in which BGH
2100 presented the highest concentration. There was 2-undecanone toxicity to the
caterpillars, and the dose of 12,3 uL 10 mL™ caused the mortality of 50% of the

population. Therefore, the resistance characteristics of the accesses tested show that they

can be used in breeding programs.

Vi



1. INTRODUCAO

Lagartas broqueadoras sdo pragas importantes do tomateiro, dentre elas, a mais
recente relatada Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae)
(CZEPAK et al. 2013). Possui ampla distribuicdo geogréfica, com registros no Paraguai
(SENAVE 2013), Argentina (MURUA et al. 2014), Bolivia, Uruguai (KRITICOS et al.
2015), Porto Rico (NAPPO 2014) e Estados Unidos (NAPPO 2015). No Brasil, os
primeiros registros da praga foram na safra 2012/2013 nas culturas de soja, tomate,
algoddo e milho nos estados do Maranh&o, Piaui, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goias e Parand (CZEPAK et al. 2013; SPECHT et al. 2013).

O ciclo de vida de H. armigera possui duracdo de 42 a 58 dias. Os ovos
apresentam coloragdo branco-amarelada com aspecto brilhante e duracdo média de 3 dias.
As lagartas eclodem e permanecem nessa fase de 14 a 21 dias chegando até o 6° instar.
Nessa fase podem variar a coloracdo de branco-amarelada a marrom-avermelhada (FITT
1989; NASREEN, MUSTAFA 2000; ALI, CHOUDHURY 2009). A fase de lagarta
compreende o periodo de ataque as plantas hospedeiras. No tomateiro, as lagartas raspam
o parénquima das folhas e deslocam-se para os frutos verdes, perfurando a casca até
alcancar a polpa. As lagartas podem consumir até 80% do fruto até o terceiro instar,
migrando para outros frutos do cacho e plantas (CZEPAK et al. 2013; CZEPAK 2014).
Depois transformam-se em pupas com coloracdo marrom e duracgdo de 10 a 18 dias. Apds
esse periodo os adultos emergem e podem viver de 9 a 12 dias. As fémeas apresentam as
asas dianteiras amareladas, enquanto que as dos machos séo cinza-esverdeadas com uma
banda mais escura no terco distal e uma pequena mancha escurecida no centro da asa, e
as asas posteriores de ambos sdo mais claras, com uma borda marrom na sua extremidade
apical (FITT 1989; NASREEN, MUSTAFA 2000; ALI, CHOUDHURY 2009).

No mundo, os custos anuais para o controle de H. armigera sdo de

aproximadamente US$ 5 bilhdes de ddlares (LAMMERS, MACLEOD 2007) e perdas de



producdo podem chegar até 60% (TAY et al. 2013; PRATISSOLI et al. 2015). No Brasil,
a praga causou prejuizo de cerca de R$ 2 bilhdes de reais na safra 2012/2013 na
agricultura (CALDAS 2013; CZEPAK et al. 2013). Para reduzir esses prejuizos algumas
medidas de controle podem ser adotadas, entre elas, o controle quimico, biolégico,
cultural e o uso de cultivares resistentes (LEITE 2004; LEBEDENCO et al. 2007,
AQUINO et al. 2011; PATRA et al. 2015).

No processo de obtencdo de cultivares resistentes as pragas € de fundamental
importancia a conservagdo das caracteristicas silvestres das plantas, e também, o estudo
dos mecanismos e causas de resisténcia das mesmas. Os mecanismos que podem estar
envolvidos na resisténcia de plantas a artropodes, pode-se citar a antixenose, antibiose e
tolerancia (LARA 1944; PANDA, KHUSH 1995). Na antixenose, 0 inseto apresenta nao-
preferéncia de alimentacao, oviposi¢do ou abrigo nos acessos resistentes. Na antibiose as
plantas hospedeiras possuem substancias com agdo deletéria a biologia do inseto;
alterando seu desenvolvimento, aumento da mortalidade na fase imatura, reducao no peso
corporal, prolongamento do ciclo de vida, inviabilidade de ovos, altera¢do da razdo sexual
e reducdo da taxa de fecundidade. Ja a tolerancia, as plantas dependem de sua capacidade
de superarem o dano ocasionado pela alimentacdo do inseto (LARA 1944; PAINTER
1951; PANDA, KHUSH 1995; SMITH 2010; WAR et al. 2012; GULLAN, CRANSTON
2014; GIL 2015).

A resisténcia de plantas a pragas pode estar associada as causas de defesa quimica
(substancias que atuam no comportamento do inseto, substancias que atuam no
metabolismo do inseto e desbalanco de nutrientes), morfoldgica (tricomas, espessura e
dureza da parede celular, superficies cerosas, textura, dimensao e disposicdo dos 6rgaos
vegetais) ou fisica (cor, forma e tamanho do substrato vegetal) (LARA 1944; PAINTER
1951; PANDA, KHUSH 1995; WAR et al. 2012; GIL 2015). Essas defesas expressadas

pelas plantas sdo governadas por fatores genéticos que podem provocar diferentes



respostas, pois sao responsaveis por estimular ou ndo a alimentacdo dos insetos por meio
de substancias (PAINTER 1951; PANDA, KHUSH 1995; MELO, SILVA FILHO 2002;
HOWE, JANDER 2008; PANIZZI, PARRA et al. 2009).

Essas substancias podem atuar como fagoestimulantes ou fagodeterrentes. Os
fagoestimulantes apresentam compostos que estimulam a alimentagdo e o0s
fagodeterrentes estimulam a inibicdo da alimentacdo dos artrépodes. Compreende
compostos organicos, os metabolitos secundarios, como 2-undecanona, 2-tridecanona, 3-
tridecanona (cetonas) (ANTONIOUS 2001; BEN-ISRAEL et al. 2009; ANTONIOUS,
SNYDER 2015; ANTONIOUS 2016) e B-cariofileno (sesquiterpeno) (JANSEN et al.
2009; COPOLOVICI et al. 2012), e compostos inorganicos, 0s nutrientes, como
nitrogénio (N), potéssio (K), enxofre (S) e célcio (Ca) (THROOP, LERDAU 2004;
MAFFEI et al. 2007; AOYAMA, LABINAS 2012; MOREIRA et al. 2012).

Assim, objetivou-se selecionar acessos de tomateiro resistentes a H. armigera,

identificar e quantificar seus compostos quimicos.

2. MATERIAL E METODOS

Foram realizados cinco experimentos, um em casa de vegetacédo (2,0 x 6,0 x 3,5
m) e trés no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da Universidade Federal de
Vicosa - Campus Rio Paranaiba (UFV - CRP), MG, e um no Laboratério de Genética e
Biotecnologia (GENEB), no Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), Patos

de Minas, MG.

2.1. Obtencéo de plantas
As sementes de tomate foram adquiridas do Banco de Germoplasma de Hortalicas
da Universidade Federal de Vicosa (BGH - UFV) e armazenados em freezer na

temperatura de 4°C no Laboratorio de Manejo Integrado de Pragas da UFV - CRP. Os



acessos do BGH - UFV foram selecionados com base em evidéncias de resisténcia dos
mesmos a outras pragas do tomateiro (FERNANDES et al. 2009; OLIVEIRA et al. 2009;
FERNANDES et al. 2011; FERNANDES et al. 2012).

As sementes de todos os acessos e da cultivar Santa Clara foram acondicionadas
em bandejas de poliestireno expandido de 128 células (BP 128/60) (68 x 34 cm) contendo
0 substrato Carolina Soil Il. Apo6s 35 dias da semeadura, transplantou-se as mudas para
vasos de 5 L contendo o mesmo substrato utilizado para a obtencdo das mudas. Foram
realizadas adubagdes complementares de 80 g por vaso de 4-14-8 no substrato antes do
transplantio, 20 g por vaso de 20-5-20 e 10 g por vaso de nitrato de calcio apds o
estabelecimento das mudas durante trés semanas, e 20 g por vaso de 4-14-8 e 10 g por
vaso de nitrato de célcio apds o florescimento das plantas a cada 15 dias. Os vasos foram
espacados de 1,00 x 0,40 m, deixando apenas uma haste por planta, tutorando-se com
bambu (SILVA, VALE 2007).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 9 tratamentos
constituidos de 8 acessos de tomate do BGH - UFV e ‘Santa Clara’ (padrao de
suscetibilidade a pragas e doencas), com quatro repeticdes. Aos 70 dias apds o
transplantio (DAT) coletou-se de 25 a 36 frutos de cor verde alaranjados (FILGUEIRA
2008) para o bioensaio para antibiose (15 a 20 frutos), analise dos teores nutricionais (4

a 6 frutos) e identificacdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios (6 a 10 frutos).

2.2. Bioensaio para antibiose

Os frutos foram colhidos e transportados para 0 GENEB, para a realizagdo do
bioensaio com as lagartas de H. armigera, provenientes deste laboratorio. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 9 tratamentos, constituidos de 8 acessos
de tomate do BGH - UFV e ‘Santa Clara’, com 20 repeticfes contendo uma lagarta

neonata cada.



Os frutos foram triturados em um triturador elétrico por 3 minutos. Os frutos
triturados foram peneirados afim de retirar o excesso de dgua. Posteriormente, a massa de
fruto obtida foi pesada e transferida para um pote plastico retangular com tampa (500
mL). A essa massa foi acrescida, na mesma proporcdo (1:1) de dieta artificial para H.
armigera (PARRA 2001; VILELA et al. 2014), a mistura obtida foi totalmente
homogeneizada com o auxilio de um misturador elétrico. Os potes foram armazenados
em um refrigerador por uma hora, apresentando a consisténcia solida. A polpa de tomate
misturada a dieta artificial foi cortada em cubos e individualizada em potes plésticos com
tampa (100 mL). Em seguida, foi transferida uma lagarta neonata de H. armigera para
cada pote plastico.

As lagartas foram retiradas dos potes e pesadas a cada trés dias em balanca de
precisdo (Shimadzu: AUW220D, precisdo 0,0001g) até a fase pupal. As pupas obtidas
foram separadas por sexo e anotado o numero de adultos emergidos por tratamento. A
partir dos dados coletados foi possivel estimar a razdo sexual, nimero e porcentagem de
deformac6es, duracdo em dias por estadios de desenvolvimento, ganho de peso diario e
total, sobrevivéncia e mortalidade dos individuos.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia nao-paramétrica de
Kruskal-Wallis (p<0,05), utilizando o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM
2008), por ndo atenderem a homogeneidade de variancias (Teste de Bartlett) e

normalidade dos erros (Teste de Shapiro-Wilk).

2.3. Estudos das causas quimicas da resisténcia
2.3.1. Teores nutricionais e proteina

Os frutos foram colhidos e transportados para o Laboratorio de Manejo Integrado
de Pragas para analise de seus teores nutricionais. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com 9 tratamentos, constituidos de 8 acessos de tomate do BGH



- UFV e ‘Santa Clara’, com quatro repeti¢fes. Os frutos foram lavados em &gua
deionizada e secos em estufa com ventilacdo forcada de ar a 70°C por 72 h (DeLeo
Equipamentos Laboratoriais, A9AF). Posteriormente, as amostras foram trituradas em
moinho tipo Wiley equipado com peneira de 1,27 mm.

Foram determinados os teores de célcio (Ca), enxofre (S), potéssio (K) e
nitrogénio (N). O Ca, K e S foi analisado apds a mineralizacdo pela digestdo nitrico-
perclorica e N pela digestdo sulfurica. Assim, o Ca por espectrofotometria de absorgédo
atémica, S por espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-Visivel, K por
fotometria de emisséo de chama e N foi determinado pelo método de Kjeldahl, segundo
a metodologia de Malavolta et al. (1997).

Ap0s a obtencdo dos dados de N, este foi convertido para a determinacdo de
proteina (CARVALHO et al. 2002; INSTITUTO ADOLFO LUTZ 2008). A expressdo
abaixo foi utilizada para determinar a proteina:

Proteina (%) =V x Fc x 0,0014 x F x 100, em que:
P

V = volume da solucéo de &cido cloridrico (HCI 0,1N) gasto na titulacédo
Fc = fator de correcdo da solucdo de acido cloridrico (HCI 0,1N)
0,0014= miliequivalente de N
F = fator de conversdo do nitrogénio em proteina para tomate = 5,37 (TOKORO et al.
1987)
P = peso da amostra em gramas

Os dados obtidos foram submetidos previamente aos testes de Bartlett e de
Shapiro-Wilk para verificar se 0s mesmos obedeciam as pressuposi¢des de
homogeneidade de variancia e normalidade dos erros. Em seguida, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott

(p<0,05), utilizando o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2008).


http://www.ufrgs.br/napead/repositorio/objetos/bromatologia/proteinas/kjeldahl.php#/proteinas/fator_conversao.php

2.3.2. Metabolitos secundarios

Os frutos foram colhidos entre 8 e 9 horas da manhd, e levados ao Laboratoério de
Manejo Integrado de Pragas para pesagem de 80 g de frutos de tomate por repeticéo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 9 tratamentos, constituidos
de 8 acessos de tomate do BGH - UFV e ‘Santa Clara’, com quatro repeti¢cdes. Em
seguida, foram cortados em quatro partes e colocados em potes plasticos e fechados, para
a coleta de compostos volateis.

Foi confeccionado um sistema para a coleta de compostos volateis dos frutos de
tomate adaptado de Backer et al. (2015) e Caparros Megido et al. (2014). O
funcionamento do sistema foi proporcionado pelo fluxo constante de ar da bomba a vacuo
a pressao de 100 mmHg (Figura 1A). O ar succionado era isento de impurezas pois
ficavam retidas na silica presente na primeira pipeta de Pasteur encaixada ao pote plastico
(localizada na regido do fundo do pote plastico) proporcionando a limpeza do ar no
sistema. Os compostos dispersos no ar succionado através do funcionamento da bomba a
vacuo ficavam retidos na silica presente na segunda pipeta de Pasteur encaixada ao pote
plastico (localizada na regido da tampa do pote plastico) (Figura 1B). O sistema
possibilitou a coleta dos compostos de todos os tratamentos ao mesmo tempo através da
conexdo da bomba a vacuo a um tubo de PVC e este aos nove potes plasticos (Figura 1C).

Ao final de 12 horas de funcionamento do sistema de coleta dos compostos a
bomba a véacuo foi desligada, e a segunda pipeta de Pasteur (localizada na regido da tampa
do pote plastico) era retirada. Em seguida, cada pipeta foi lavada com 1 mL de acetona
P.A. (Dindmica® Quimica Contemporanea Ltda) para promover o arraste dos compostos
retidos na silica, e este volume transferido para um vial de cromatografia com volume de
2 mL, sucessivamente. As amostras foram armazenadas em freezer, a temperatura de 4

°C, até a analise cromatogréafica.
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Figura 1. Sistema confeccionado para a coleta de compostos volateis dos frutos de
Solanum lycopersicum dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’. (A) Vista frontal do
sistema de coleta de compostos volateis; (B) detalhes da confeccéo e funcionamento do
sistema entre os potes plésticos e pipetas de Pasteur; (C) detalhes da confeccéo e

funcionamento do sistema entre o tubo de PVVC e a homba a véacuo.



Além das amostras dos tratamentos, quatro compostos quimicos presentes em
plantas de tomate foram utilizados como padrdes para as anélises e comparacdes das
amostras. Os padroes foram: B-cariofileno (JANSEN et al. 2009; COPOLOVICI et al.
2012), 2-undecanona (ANTONIOUS 2001; ANTONIOUS, SNYDER 2015), 2-
tridecanona (ANTONIOUS 2001; BEN-ISRAEL et al. 2009) e 3-tridecanona
(ANTONIOUS 2016) (Sigma-Aldrich).

Os compostos foram analisados utilizando a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa CG/MS (Shimadzu, CGMS-QP 2010 Plus) usando uma coluna
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com uma fase ligada Rtx-5MS (espessura de
filme de 0,25 pum) utilizando a fase estacionaria Crossbond® (5% de difenil - 90% dimetil
polissiloxano).

As condi¢Bes cromatograficas foram: a temperatura programada da coluna
comegcou a 80 °C permanecendo por 3 min, em seguida, aumentou a 10 °C min™ a 140 °C
e depois a 15 °C mint a 280 °C; temperatura do injetor 270 °C; temperatura do detector
230 °C; gés de arraste: hélio (He) com fluxo de 1,0 mL min. A corrida foi de 18,33 min;
volume de inje¢do da amostra diluida em acetona foi de 1,0 ulL; razo de divisdo da
amostra 1:5 e pressdo da coluna 77,7 kPa.

As solugbes padrbes e amostras foram injetadas com o auxilio de um auto injetor
(AOC - 20i) que utilizou a acetona para lavagem entre as amostras. O espectrometro de
massa foi programado para detectar massas na faixa de 40 - 400 m/z com 70 eV energia
de ionizacéo.

Os compostos foram identificados por comparagdes dos espectros de massa e
similaridade das moléculas disponiveis na biblioteca NIST05S.LIB entre as solugdes
padroes e as amostras (VAN DEN DOOL, KRATZ 1963; ADAMS 2007).
Posteriormente, as amostras foram quantificadas por meio da curva de calibragdo (curva

analitica) das solucGes padrbes de 2-undecanona com solvente acetona. Para tanto, foi



feita a leitura das solucdes padrdes nas concentracdes de 0,01 uL mL™; 0,008 pL mL;
0,006 pL mL*; 0,005 puL mL?%; 0,003 uL mL*; 0,002 uL mL?; 0,001 L mL* e 0,0003
UL mL? com o auxilio de micropipeta (Digipet). O valor de area obtido para cada
concentracgéo foi transferido para uma planilha eletronica (Excel 2013), onde foi gerado
o grafico com a curva de calibrago, equacio da curva e coeficiente de correlagdo (R?).
Com isso, foi possivel calcular a concentragdo do composto detectado em cada amostra.

Os dados obtidos foram submetidos previamente aos testes de Bartlett e de
Shapiro-Wilk para verificar se 0s mesmos obedeciam as pressuposices de
homogeneidade de variancia e normalidade dos erros. Em seguida, foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott

(p<0,05), utilizando o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2008).

2.4. Toxicidade de 2-undecanona a H. armigera

Para a realizag8o desse bioensaio foi utilizada a técnica de tratamento superficial
de dieta artificial para a alimentacdo de lagartas de 1° instar de H. armigera (PARRA
2001; VILELA et al. 2014). O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, sendo
a testemunha constituida de 10 mL de acetona, e seis doses de 2-undecanona (Sigma-
Aldrich): 830 pL; 600 pL; 400 pL; 200 pL; 30 pL e 1 pL, com quatro repeticdes de 20
lagartas cada, totalizando 80 lagartas por tratamento. Nos tratamentos de 2-undecanona,
juntamente com a dose aplicada, foi adicionado o volume de 10 mL de acetona a fim de
promover a solubilizacdo do composto na dieta artificial.

Apos o preparo de 100 g de dieta artificial para cada tratamento, as mesmas foram
transferidas para potes plasticos retangulares com tampa (250 mL) e com auxilio de
micropipeta foram depositadas as respectivas doses dos tratamentos nas dietas artificiais.
Os potes plasticos contendo as dietas artificiais tratadas foram armazenados no

refrigerador por uma hora, apresentando a consisténcia solida. Em seguida, foi pesada 1
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g e individualizada em potes plasticos com tampa (100 mL) e colocada uma lagarta de 1°
instar de H. armigera por pote plastico.

As avaliacOes de mortalidade das lagartas de H. armigera foram realizadas aos 30
minutos, 1, 12, 24, 48 e 72 horas. Os resultados obtidos foram corrigidos pela mortalidade
ocorrida na testemunha (ABBOTT 1925) e submetidos a andlise de Probit (FINNEY
1971). Assim, determinou-se as concentracdes letais de 50% (CLso), 80% (CLsgo) e 99%

(CLgo) da populacéo de lagartas de H. armigera.

3. RESULTADOS
3.1. Bioensaio de antibiose

Os niveis de resisténcia entre 0s acessos de S. lycopersicum do BGH - UFV para
H. armigera sofreram variacdo em fungdo do pardmetro bioldgico avaliado. Os acessos
selecionados apresentaram efeitos adversos a biologia dessa praga.

Lagartas de H. armigera alimentadas com dieta artificial enriquecida com polpa
de frutos de tomates da cultivar Santa Clara apresentaram a menor razdo sexual
comparada aos acessos do BGH - UFV. A razédo sexual das pupas do BGH 985 foi 62,5
vezes maior do que ‘Santa Clara’. Observou-se que ‘Santa Clara’ ndo apresentou pupas
com deformagdo. J& os BGHs 2030 e 2121 tiveram a maior deformacédo de individuos,
cada um com 7 pupas deformadas (78%) (Tabela 1).

Os acessos de S. lycopersicum do BGH - UFV e ‘Santa Clara’ afetaram
significativamente a duragdo do estaddio de lagartas (x>=16,22; p=0,039). Nao houve
diferenca no ganho de peso diario (¥*>=12,67; p=0,124) ¢ total (¥*>=14,88; p=0,062) das
lagartas, e na duracéo do estadio de pupas (¥>=10,37; p=0,065) (Tabela 1).

As pupas dos BGHSs 985, 2030 e 2100 ndo apresentaram duragédo do estadio pois
os individuos ndo atingiram a fase adulta, ou seja, ocorreu a mortalidade de todas as pupas

desses tratamentos. Os BGHs 985, 2030 e 2100 mostrou-se resistente pois afetaram a
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emergéncia de adultos. J& 0 BGH 2029 obteve a menor duragdo no estadio de pupa e o
BGH 2121 a maior. O BGH 2121 mostrou-se resistente pois prolongou o
desenvolvimento das pupas (Tabela 1). A maior taxa de emergéncia de adultos foi em
‘Santa Clara’ com 11 mariposas.

Lagartas de H. armigera alimentadas com dieta artificial enriquecida com polpa
de frutos de tomate do BGH 985 obtiveram o menor ganho de peso diério (0,0362 g) e
total (0,3747 g). Esse acesso mostrou-se resistente para esta variavel, com ganho de peso
diério e total menor relacionado ao BGH 674 (0,0672 g) e ‘Santa Clara’ (0,4128 ),

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Razéo sexual (RS), deformacdo e média da duracdo por estadio e peso de
Helicoverpa armigera alimentadas com dieta artificial enriquecida a polpa de frutos de

Solanum lycopersicum dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’.

x Duracéo/estadio Peso de lagartas
Deformacao (dias)® (@
Tratamento RS NC de
s % Lagarta Pupa Diério Total
individuos
SC 0,08 0 0 18,46 13,91 0,0619 0,4128
BGH674 1,40 3 25 15,50 15,43 0,0672  0,3747
BGH985 5,00 3 50 20,25 0,00 0,0362  0,2516
BGH2029 1,33 1 14 21,86 9,00 0,0560  0,3460
BGH2030 1,25 7 78 20,67 0,00 0,0481  0,3158
BGH2064 1,00 1 11 19,09 19,00 0,0508  0,3289
BGH2068 3,00 4 33 18,50 13,00 0,0595  0,3752
BGH2100 0,50 6 60 19,80 0,00 0,0505 0,3182
BGH2121 0,80 7 78 19,20 21,00 0,0516  0,3409

SC = Santa Clara; Numero de insetos iniciais = 20; Temperatura = 25+1°C; Umidade
relativa = 70+10%; Fotofase = 12h. ®Médias ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os acessos de S. lycopersicum do BGH - UFV e ‘Santa Clara’ ndo apresentaram
diferenca significativa para a sobrevivéncia-mortalidade das lagartas (y*>=13,05; p=0,110)

e pupas (y*>=4,76; p=0,783). Constatou-se que os BGH 985 e 2029 causaram a maior
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mortalidade em lagartas de H. armigera, com média proporcional de 32 e 37%,

respectivamente (cada acesso com 13 lagartas mortas) (Figura 2). J& o BGH 2030

proporcionou a maior mortalidade em pupas, com média de 27% (9 pupas mortas) (Figura

3).
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Figura 2. Proporcdo de lagartas sobreviventes em funcéo da idade em dias de Helicoverpa

armigera alimentadas com dieta artificial enriquecida a polpa de frutos de Solanum

lycopersicum dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’.
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Figura 3. Proporgdo de pupas sobreviventes em funcéo da idade em dias de Helicoverpa
armigera alimentadas com dieta artificial enriquecida a polpa de frutos de Solanum

lycopersicum dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’.

3.2. Estudos das causas quimicas da resisténcia
3.2.1. Teores nutricionais e proteina

Os teores nutricionais dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’ quantificados a
partir dos frutos de tomate apresentaram diferencas significativas, sendo K (F=25,98;
p<0,001) o nutriente mais abundante, seguido pelo Ca (F=6,66; p<0,001), N (F=58,16;
p<0,001) (proteina: F=58,79; p<0,001) e S (F=4,34; p<0,001) (Tabela 2).

Observou-se que os BGHs 985, 2030, 2064, 2068, 2100 e 2121 atingiram 0S
maiores teores de Ca e 0os BGH 2030 e 2068 de S. ‘Santa Clara’ e os BGHs 674, 985,
2064, 2068 e 2100 obtiveram os menores teores de K. Os BGHs 674, 985 e 2064

apresentaram os menores teores de N que foram inferiores a ‘Santa Clara’. Ja 0 BGH
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2030 teve o maior teor de K e N entre os tratamentos. Os resultados observados para N

refletem 0 mesmo para proteina (Tabela 2).

Tabela 2. Média dos teores nutricionais e proteina dos frutos de Solanum lycopersicum

dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’.

Teores nutricionais dos frutos®

Tratamento g kg de fruto .
Célcio Enxofre Potassio Nitrogénio Proteina (%)

SC 26,52 b 0,15b 81,28 c 28,34 d 0,31d
BGH674 24,89 b 0,26 b 80,63 c 23,65¢e 0,26 e
BGH985 35,82 a 0,45b 77,63 ¢ 26/41e 0,29¢
BGH2029 30,67 b 0,53b 98,35 b 38,80 b 0,42 b
BGH2030 42,87 a 0,87a 117,0a 45,52 a 0,49 a
BGH2064 42,13 a 0,37b 71,62c 23,85¢ 0,26 ¢
BGH2068 39,10 a 0,73a 76,88 C 36,18 b 0,39b
BGH2100 42,83 a 0,31b 83,78 c 27,50 d 0,30d
BGH2121 44,55 a 0,34 b 94,03 b 31,69 c 0,34c

SC = Santa Clara. ®Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

3.2.2. Metabdlitos secundarios

Dentre os compostos avaliados, apenas o 2-undecanona foi identificado nos frutos
de S. lycopersicum dos tratamentos, somente no BGH 2068 né&o foi verificado o composto
(Tabela 3). A concentracao de 2-undecanona dos acessos do BGH - UFV ¢ ‘Santa Clara’
quantificados a partir dos frutos de tomate apresentaram diferencas significativas
(F=20,27; p<0,001).

O BGH 2100 obteve a maior concentracdo do composto de 0,0070 pL 2-
undecanona mL* acetona. Ja ‘Santa Clara’ e os BGHs 2064 e 2121 tiveram as menores
concentragbes de 0,0010; 0,0023 e 0,0017 pL 2-undecanona mL™* acetona,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracdo do metabdlito secundario 2-undecanona encontrada nos frutos de

Solanum lycopersicum dos acessos do BGH - UFV e ‘Santa Clara’.

Concentracdo de 2-undecanona
Tratamento

(uL mLH®
‘Santa Clara’ 0,0010d
BGH 674 0,0056 b
BGH 985 0,0035 ¢
BGH 2029 0,0035¢
BGH 2030 0,0051 b
BGH 2064 0,0023d
BGH 2068 -
BGH 2100 0,0070 a
BGH 2121 0,0017 d

O hifen (-) representa a auséncia do metabdlito secundario na amostra. ®Médias seguidas
pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Scott-Knott.

3.3. Toxicidade de 2-undecanona a H. armigera

Observou-se que houve toxicidade de 2-undecanona as lagartas de H. armigera. A
dose de 12,3 pL 2-undecanona 10 mL™ acetona causou a mortalidade de 50% da
populacado de lagartas (CLso), ja para a mortalidade de 80% (CLsgo) € necessaria uma dose
de 42,2 pL 2-undecanona 10 mL™ acetona, e para a mortalidade de 99% (CLgo) é preciso

uma dose de 378,0 pL 2-undecanona 10 mL™ acetona.

4. DISCUSSAO

O estudo mostra que houve variabilidade de respostas na interagdo entre 0s
acessos do BGH - UFV com H armigera e a composi¢do quimica (teores nutricionais e
metabolitos secundarios). Estas diferentes respostas podem ser devido aos fatores
geneéticos dos acessos, que foram coletados em diversas partes do mundo (FERNANDES
et al. 2011). Estes autores observaram variagdo de compostos quimicos e respostas de
resisténcia diferenciadas entre os 103 acessos de S. lycopersicum do BGH - UFV. Estudos

geneticos com esses acessos do BGH - UFV mostram grande variabilidade a pragas e
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doencas (MARTINS et al. 2011). Esta variabilidade é uma vantagem para melhoristas
que trabalham com incorporag@es de genes a cultivares comerciais de tomateiro, uma vez
que possuem opcdes para o sucesso do melhoramento (PANDA, KHUSH 1995; RAJAN
etal. 2012). BGHs 985 e 2100

E possivel sugerir que os acessos que tenham a pior qualidade nutricional foram
0s que apresentaram menores teores de K e N, e maiores teores de Ca e S. Esses acessos
ndo suprem a quantidade alimentar exigida pelos insetos, resultando em individuos com
durac&o por estadio em dias prolongado, alta mortalidade na fase larval, menor ganho de
peso diério e total, e maiores deformacdes e mortalidade. Dessa forma, a qualidade do
alimento ingerido pelo inseto esta diretamente associada ao éxito do desenvolvimento do
mesmo (LAZAREVIC, PERIC-MATARUGA 2003; DARYAEI et al. 2007; HWANG et
al. 2008; HEMATI et al. 2012; KOUHI et al. 2014).

Hemati et al. (2012) verificaram que lagartas de H. armigera alimentadas com
tomate tiveram a menor eficiéncia de conversao do alimento digerido quando comparado
as lagartas alimentadas com grdo-de-bico, feijao comum, feijdo branco, feijdo-caupi e
batata. Kouhi et al. (2014) mostraram que o desempenho nutricional de H. armigera em
oito cultivares comerciais de tomate foi significativamente diferente em relacdo a
eficiéncia de conversdo do alimento digerido para cada estadio de lagarta. O crescimento
e desenvolvimento foi possivel em apenas uma das cultivares avaliadas. Os autores
atribuiram esse resultado aos diferentes compostos e nutrientes necessarios para suprir a
demanda da praga.

O maior nimero de lagartas, pupas e adultos de H. armigera deformados foi
observado quando se alimentaram dos acessos BGHs 2030 e 2121, isso demonstra que 0s
acessos de tomateiro possuem compostos quimicos que afetam a ecdise do inseto. Efeitos
adversos ocasionados na ecdise podem levar a morte da forma jovem pelo retardo no

crescimento, pela inibicdo da sintese de quitina e por deformacdes fisiologicas letais
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(LARA 1944; PAINTER 1951; PANDA, KHUSH 1995; GULLAN, CRANSTON 2014),
ou mesmo, por compostos fagodeterrentes associados ao seu desenvolvimento (KOUHI
et al. 2014; TOHGE et al. 2014).

Os compostos que atuam regulando o crescimento de insetos sdo apreciados,
porgue na maioria das vezes sao seletivos a outros insetos que se alimentam das plantas.
A presenga dos aleloquimicos do grupo cetona, como a 2-undecanona e 2-tridecanona,
estd associada a resisténcia a varios artropodos-pragas, por alongar o periodo de
desenvolvimento larval e pupal, e reduzir a viabilidade dos insetos, como H. armigera

(SIMMONS, GURR 2005), H. zea (STEVENS et al. 2000), Spodoptera exigua (LIN

etal. 1987), S. frugiperda (AYIL-GUTIERREZet al. 2015), Plutella xylostella (KUMAR
et al. 2016) e T. absoluta (LEITE et al. 1999; GILARDON et al. 2001; THOMAZINI et
al. 2001; OLIVEIRA et al. 2012). E outros aleloquimicos, como o B-cariofileno, do grupo
sesquiterpeno, afetando o desenvolvimento de Tetranychus urticae (AFIFI et al. 2015) e
H. zea (ROSE, TUMLINSON 2004).

Dentre esses compostos, a 2-undecanona foi encontrada nos frutos de S.
lycopersicum dos acessos resistentes, em que o BGH 2100 obteve a maior concentracdo
desse composto de 0,0070 pL mL*. O composto apresentou toxicidade as lagartas de H.
armigera, causou a mortalidade de 50% da populagdo na dose de 12,3 pL 10 mL™,

De fato, a 2-undecanona tem sido mais comum nos tomates, como Lycopersicum
hirsutum f. hirsutum, L. hirsutum f. glabratum e S. habrochaites (FARRAR JUNIOR,
KENNEDY 1988; ANTONIOUS et al. 2014; ANTONIOUS, SNYDER 2015). No L.
hirsutum f. glabratum (Pl 134417) foi verificada uma concentracdo de 0,55 pL de 2-
undecanona. As lagartas de H. zea alimentas em dieta artificial com as folhas desse tomate
apresentaram mortalidade em lagartas de 1° ao 5° instar e deformacdes na fase pupal

devido a toxicidade do composto (FARRAR JUNIOR, KENNEDY 1988).
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Apesar das maiores concentragdes de 2-undecanona serem observadas nas
espécies de tomate silvestres, a presenca dos mesmos no BGH - UFV é altamente viavel.
Portanto, as caracteristicas de resisténcia dos acessos testados mostram que 0S mesmos

podem ser utilizados em programas de melhoramento.

5. CONCLUSAO

Os acessos resistentes ao ataque de Helicoverpa armigera foram os BGHs 985,
2029, 2030, 2100 e 2121. Os frutos desses acessos possuem desbalanco dos teores
nutricionais. O composto quimico 2-undecanona estéa presente nos BGHs 674, 985, 2029,
2030, 2064, 2100, 2121 e ‘Santa Clara’. A maior concentra¢do do composto foi

quantificada no BGH 2100.
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