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RESUMO

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:Aleyrodidae) € uma das
pragas mais invasivas do mundo causando danos diretos e indiretos, interferindo na
fisiologia, anatomia e bioquimica das plantas. Buscando entender a influéncia da
infestacdo e as estratégias de defesa das plantas este estudo, teve como obijetivos:
1) Avaliar a influéncia da infestac&o de espécies cripticas de B. tabaci MED e MEAM1
em aspectos fisioldgicos e bioquimicos de plantas de tomateiro; e 2) Analisar a
influéncia da infestacéo de B. tabaci MED em plantas de piment&do sob aplicacao de
biorregulador. O trabalho foi dividido em quatro capitulos, o capitulo | revisdo de
literdtura. Os capitulos Il e Il foram realizados em tomateiro, sendo um na fase
vegetativa e o outro na floracdo, sendo estudadas plantas de tomateiro infestadas por
B. tabaci MED, B. tabaci MEAML1 e plantas ndo infestadas, analisando-se a influéncia
nas trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a no PSII (fotossistema Il) e aspectos
bioquimicos (Fendis totais, flavonoides totais, superéxido dismutase - SOD,
peroxidase - POD e polifenoloxidase — PPO) Quanto ao IV capitulo, o estudo foi
realizado em pimentdo avaliando-se diferentes dosagens do biorregulador Stimulate®
(0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 Litros.ha') em plantas infestadas por B. tabaci MED, e a
influéncia das diferentes dosagens no teste de livre escolha, parametros biolégicos
(ovo ao adulto) e as respostas bioquimicas das plantas infestadas (fendis totais, SOD,
POD e PPO). Os ensaios foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
— FCA da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” — UNESP, Campus
de Botucatu. Os experimentos com plantas de tomate (I- vegetativo; IlI- floracao) foram
realizados de julho a setembro. Os experimentos foram conduzidos em ambiente
protegido, e as plantas cultivadas em gaiolas individuais envoltas por tecido do tipo
agrotéxtil de coloracdo branca. O ensaio com teste de livre escolha e parametros
biol6gicos nas plantas de pimentdo foram realizados em condi¢Bes de laboratério
(27+£2°C e 14:10h fotoperiodo). As plantas de tomateiro no estadio vegetativo, quando
infestadas por B. tabaci MED apresentaram menor taxa de assimilacdo de CO: e
condutancia estomatica quando comparada as plantas controle. Quanto aos
parametros bioquimicos, verificou-se que MED apresentou maior atividade das
enzimas de defesa no segundo e terceiro instar, o que indica que as plantas sdo mais
resistentes ao ataque. No segundo experimento com tomate - floracdo, verificou-se
gque MED provocou menor condutancia estomatica, concentracéo interna de CO2 na
folha, transpiragéo, e aumentou a eficiéncia do uso da agua nas plantas infestadas.
Por outro lado, MEAM1 provocou nas plantas infestadas a reducéo da atividade da
enzima POD em todos os estadios de desenvolvimento do inseto. Diante do exposto,
podemos mencionar que a maior preferéncia de B. tabaci MEAM1 por tomateiro
quando comparamos a B. tabaci MED pode esta atrelado a reducdo da atividade da
POD. Quanto ao ensaio com plantas de pimentéo tratadas com Stimulate®, nédo se
verificou influéncia do biorregulador sobre a atratividade e biologia dos insetos.



Todavia, a influéncia na planta na dose de 1,0 L.ha' favoreceram a producéo de
compostos de defesa, reduzindo o estresse causado pelo inseto-praga.

Palavras-chave: Solanum esculentum L.; Capsicum annuum L.; fotossintese;
Fluorescéncia da clorofila a; enzimas; relagao inseto-planta.



ABSTRACT

The whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) is one of the most
invasive pests in the world causing direct and indirect damage, interfering with the
physiology, anatomy and biochemistry of plants Seeking to make sense of the
influence of infestation and plant defense strategies, this study aimed tol) Evaluate
the influence of the infestation of cryptic species of B. tabaci MED and MEAM1 on
physiological and biochemical aspects of tomato plants; and 2) To analyze the
influence of B. tabaci MED infestation in sweet pepper plants under bioregulator
application. The work was divided into four chapters, chapter | literature review.
Chapters Il and Ill were carried out in tomato plants, one in the vegetative phase and
the other in flowering, being studied tomato plants infested by B. tabaci MED, B. tabaci
MEAM1 and non-infested plants, analyzing the influence on gas exchange, chlorophyll
a fluorescence in PSII (photosystem Il) and biochemical aspects (Total phenols, total
flavonoids, superoxide dismutase - SOD, peroxidase - POD and polyphenoloxidase -
PPO), aiming to understand the stress caused by the infestation of cryptic species. As
for chapter IV, the study was carried out on sweet pepper, evaluating different dosages
of the Stimulate® bioregulator (0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25 Liters.ha) in plants infested
by B. tabaci MED, and the influence of different dosages on the free choice test,
biological parameters (egg to adult) and biochemical responses of the infested plants
(total phenols, SOD, POD and PPO). The trials were conducted at the Faculty of
Agronomic Sciences - FCA of the Paulista State University "Julio Mesquita Filho" -
UNESP, Botucatu Campus. Experiments with tomato plants (I- vegetative; II-
flowering) were carried out from July to September. The experiments were conducted
in a protected environment, and the plants grown in individual cages spun by a white
agrotextile fabric. The assay with free choice test and biological parameters in pepper
plants were performed under laboratory conditions (27 £ 2°C and 14: 10h photoperiod).
Tomato plants in the vegetative stage, when infested with B. tabaci MED, showed a
lower CO2 assimilation rate and stomatal conductance when compared to control
plants. As for the biochemical parameters, it was found that MED showed greater
activity of defense enzymes in the second and third instar, which indicates that the
plants are more resistant to attack. In the second experiment with tomato - flowering,
it was found that MED caused lower stomatal conductance, internal CO2 concentration
in the leaf, transpiration, and increased the efficiency of water use in the infested
plants. On the other hand, MEAM1 caused a reduction in the activity of the POD
enzyme in the infested plants at all stages of development of the insect. Given the
above, we can mention that the greater preference of B. tabaci MEAM1 for tomato
when compared to B. tabaci MED may be linked to the reduction in POD activity. As
for the assay with sweet pepper plants treated with Stimulate®, there was no influence
of the bioregulator on the attractiveness and biology of the insects. However, the
influence on the plant at a dose of 1.0 L.ha' favored the production of defense
compounds, reducing the stress caused by the insect pest.



Keywords: Solanum esculentum L.; Capsicum annuum L.; photosynthesis;
Chlorophyll a fluorescence; enzymes; insect-plant relationship.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Solanaceae compreende cerca de 150 géneros, com
aproximadamente 3000 espécies, as quais fazem parte o tomate (Solanum
lycopersicum L.) e o pimentdo (Capsicum annuum L.). Em 2019, a produg¢do mundial
de tomate e pimentéo atingiu cerca de 181,1milhdes de toneladas, da qual o tomate
foi responsavel por aproximadamente 180 milhdes de toneladas e o pimentdo por
cerca de 1,1 milhdes de toneladas. Devido a crescente importancia alimentar e
economia, sabe-se que a producéo destas hortalicas pode ser aumentada, mas para
iISs0, deve se atentar as pragas que proporcionam risco e limitam o bom desempenho
das culturas (SOUZA; LORENZI, 2012; FAOSTAT, 2021)

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) é
uma das principais pragas que infestam as solanaceas em todo mundo, em diferentes
sistemas de producgéo, tanto em campo aberto, como em ambiente protegido. As
espécies cripticas de B. tabaci encontradas no mundo séo cerca de 44 espécies
descritas, das quais, quatro estdo presentes no Brasil, sendo elas MIDDLE EAST-
ASIA MINOR 1 (MEAM1) (biétipo B), MEDITERRANEAM (MED) (bi6tipo Q), e as
nativas NEW WORLD (NW 1 e NW 2) (GANGWAR; GANGWAR, 2018; MUGERWA
et al., 2018; DE MARCHI et al., 2017).

As espécies cripticas MEAM1 e MED s&o consideradas as mais severas
causando grandes perdas ao setor agricola em cerca de 60 paises. A invasao de
MEAML1 no Brasil ocorreu na década de 90, e desde entdo vem ocorrendo surtos
populacionais e incidéncia de virus. Enquanto que MED foi relatada pela primeira vez
em 2014, no Rio Grande do Sul, através de plantas ornamentais. A entrada de ambas
as espécies cripticas houve o deslocamento das espécies nativas (NW1 e NW2) para
plantas espontaneas (LOURENCO; NAGAI, 1994; BARBOSA et al., 2014; BARBOSA
et al., 2015; ZHENG et al., 2017).

As moscas-brancas B. tabaci causam danos diretos pela succdo da seiva do
floema, deixando as plantas debilitadas, refletindo em menor produtividade e
gualidade dos frutos e danos indiretos devido ao desenvolvimento de fungos
saprofiticos, que interferem na realizacao da fotossintese das plantas. Outros danos
indiretos sdo causados pela transmissdo de virus (GILBERTSON et al.,, 2015;
TAMILSELVAN et al., 2020).
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Quando a ocorréncia de mosca-branca ocorre no inicio do desenvolvimento da
cultura o dano pode ser severo e pode comprometer todo o desenvolvimento das
plantas, com reducado de até 50% na produc¢do. No entanto, quando o ataque ocorre
na fase reprodutiva, devido o custo da producdo de metabdlitos secundarios, as
plantas podem nédo se proteger de modo eficiente, pois isto requer a energia
(carboidratos) que seria utilizada na reproducao, ou seja, direcionada para formacéao
e producéao dos frutos (TOSCANO et al., 2002; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Quando atacadas por insetos, as plantas podem aumentar a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (ERO’s sdo moléculas instaveis, reativas, que
em contato com outras moléculas sdo capazes de transforma-las em reativas), e o
acumulo nos vacuolos degradam as estruturas das proteinas, induz a fragmentacéo e
aumenta a peroxidacéo lipidica da membrana resultando em danos irreversiveis,
provocando a morte celular. Além disso, as ERO’s estdo diretamente conectadas a
metabalitos, incluindo fitohorménios como acido salicilico (SA), acido jasménico (JA),
etileno (ET), entre outros que estdo envolvidos no sistema de defesa das plantas
(SILVA; GONCALVES, 2010; BROETTO; GOMES; JOCA, 2017; MHAMDI,
BREUSEGEM, 2018)

Nesse sentido, a compreensdo do estresse provocado pela acdo das espécies
cripticas de B. tabaci MEAM1 e MED em plantas de tomate, e a influéncia da
infestacdo de B. tabaci MED em plantas de pimentdo sob aplicacdo de biorregulador
(Stimulate®), é muito importante. Visto que, esclarecer o que acontece no hospedeiro,
seja variagdes positivas ou negativas, podem abrir caminhos para descobertas de
estratégias que auxiliem no controle desses insetos-praga. Além disso, descobertas
de metabolitos secundarios que atuem na repeléncia ou atracdo destes insetos,

podem ser utilizadas no manejo e reducéo das infestagdes.
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CAPITULO 1

SOLANACEAS: MANEJO DE Bemisia tabaci DAS CULTURAS DO TOMATEIRO E
PIMENTAO, COM ENFASE AS ESTRATEGIAS DE DEFESA DAS PLANTAS

Claudia Aparecida de Lima Toledo; Santino Seabra Junior; Giuseppina Pace Pereira
Lima; Regiane Cristina Oliveira

RESUMO

Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera:Aleyrodidae) esta entre as 100 espécies
mais severas e invasivas do mundo, causando danos a mais de 600 espécies de
plantas, em campo aberto e ambiente protegido. O tomate e o pimentdo sé&o
importantes culturas de solaniceas, ambas compdem uma producdo mundial de
181,1 milhdes de toneladas. A ocorréncia de espécies cripticas de B. tabaci no Brasil
e no mundo tem afetado a producao dessas culturas, ja que tomate e pimentdo sao
hospedeiros comumente afetadas por altas infestacdes. Além disso as perdas podem
chegar a 100% da producédo. Neste sentido, esforcos devem ser feitos para estudar a
interacdo inseto-planta, na qual a compreensdo das estratégias utilizadas pelas
plantas contra esses insetos sdo essenciais, principalmente nos programas de
melhoramento genético, devido a possibilidade de insercdo de genes e
desenvolvimento de novas cultivares menos atrativas, buscando a reducdo dos
impactos ambientais que ela proporciona. Nesta revisdo abordaremos aspectos gerais
de ambas as culturas, e as estratégias que as plantas desenvolveram com o decorrer
dos anos.

Palavras-chave: Solanum esculentum L.; Capsicum annuum L.; enzimas; estratégias
de defesa; relagéo inseto-planta.
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SOLANACEOUS: MANAGEMENT OF Bemisia tabaci FROM TOMATO AND
PEPPER CROPS, WITH EMPHASIS ON PLANT DEFENSE STRATEGIES

ABSTRACT

Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) is among the 100 most
severe and invasive species in the world, causing damage to more than 600 species
of plants, in an open field and protected environment. Tomatoes and peppers are
important crops of solanaceae, both of which make up a world production of 181.1
million tons. The occurrence of cryptic species of B. tabaci in Brazil and in the world
has affected the production of these crops, since tomatoes and peppers are hosts
commonly affected by high infestations. In addition, losses can reach 100% of
production. In this sense, efforts should be made to study the insect-plant interaction,
in which an understanding of the strategies used by plants against these insects is
essential, especially in breeding programs, due to the possibility of inserting genes and
developing new less cultivars. attractive, seeking to reduce the environmental impacts
it provides. In this review we will cover general aspects of both cultures, and the
strategies that plants have developed over the years.

Keywords: Solanum esculentum L.; Capsicum annuum L.; enzymes; defense
strategies; insect-plant relationship.
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1.1 INTRODUCAO

A familia Solanaceae, integra um dos maiores grupos entre as plantas
angiospermas, sendo considerada uma das principais familias de grande importancia
social e econdmica, perdendo apenas para as familias Poaceae e Fabaceae. As
solanaceas compreendem aproximadamente 150 géneros, e cerca de 3000 espécies
distribuidas mundialmente em regibes tropicais e subtropicais (OLMSTEAD et al.,
2008; SOUZA; LORENZI, 2012; GHATAK et al., 2017).

No Brasil, a familia possui aproximadamente 34 géneros e 488 espécies, das
quais 228 sdo exclusivas do pais. Sendo considerada uma familia muito importante
nao so pelas espécies alimenticias e ornamentais que dela fazem parte, mais sim por
apresentar tAxons que séo utilizados como modelos biologicos da familia. Dentre os
exemplares da familia podemos citar batata (Solanum tuberosum L.), tomate
(Solanum esculentum L.), pimentdo (Capsicum annuum L.) e tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (SARKINEN et al, 2013; STEHMANN et al., 2015).

A producdo mundial de tomate e pimentdo no ano de 2019 correspondeu a
181,1 milhdes de toneladas, em que o Brasil estd no ranking dos dez maiores
produtores. Todavia, essa producdo pode ser aumenta, no entanto, junto a
implantacéo de tecnologias no setor horticola, surge também a ocorréncia de novas
pragas. A baixa producéo brasileira € causada por varios problemas fitossanitarios,
entre eles o ataque de insetos-praga como as moscas-brancas, Bemisia tabaci
(Gennadius, 1889) (Hemiptera:Aleyrodidae) (FAOSTAT, 2021; RIBEIRO et al., 2020).

Bemisia tabaci esté entre as 100 espécies mais severas e invasivas do mundo
causando danos em cultivos em campo aberto e ambiente protegido. Atualmente séo
conhecidas cerca de 44 espécies cripticas, e entre elas temos MED e MEAML1, que
sdo as mais invasivas, invadindo mais de 60 paises e colonizando mais de 600
espécies de plantas (POLSTON; DE BARRO; BOYKIN, 2014; GANGWAR;
GANGWAR, 2018; MUGERWA et al., 2018; IUCN, 2021).

Essas espécies diferenciam-se quanto as plantas hospedeiras, resisténcia a
inseticidas, interferéncia na anatomia do hospedeiro e endossimbiontes. A dltima
espécie criptica a chegar ao Brasil foi a B. tabaci MED, descrita pela primeira vez em
2014, a qual vem preocupando os produtores devido a dificuldade de manejo, e sua
aproximidade aos principais estados produtores do pais. Os danos causados por B.
tabaci séo diretos e indiretos, em que os diretos sdo causados pela alimentacéo dos
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insetos, por meio da succéo da seiva do floema, e indireto através dos excrementos
acucarados liberados pelos insetos ao fim da alimentacdo, que favorece o
desenvolvimento de fungos, conhecidos popularmente como fumagina, que pode
reduzir em até 70% a fotossintese. Além disso, esses insetos sdo vetores de mais de
300 espécies de virus (LOPES et al., 2009; BARBOSA et al., 2015; GILBERTSON et
al., 2015; DE MORAES et al., 2018; BELLO et al., 2020; TAMILSELVAN et al., 2020).

Pelo fato do complexo de espécies cripticas de B. tabaci possuirem um
potencial de dano, a compreesao das estratégias de defesa das plantas bem como o
uso de taticas do manejo integrado € indispensavel para a regulacdo da populacéo

desses insetos-praga.

1.2 METODOLOGIA E FUNDAMENTACAO TEORICA

Revisamos estudos publicados a fim de contruir um suporte de como as plantas
hospedeiras respondem a acdo de insetos-praga, mas especificamente mosca-
branca, Bemisia tabaci, e que a alimentacdo provoca aumento de compostos de
defesa. As combinacfes de palavras foram usadas como critérios de pesquisa nas
plataformas de pesquisa do Google Scholar, Scielo e Web of Science: 1) Relacéo
inseto-planta; 2) espécies reativas de oxigénio; 3) enzimas antioxidantes;
4)compostos fendlicos e respostas a insetos sugadores. Os artigos experimentais
foram classificados de acordo com o tipo de sistema inseto-planta e resposta ao

estresse.

1.2.1 Familia Solanaceae: Caracteristicas gerais de pimentao e tomate

O pimentdo (Capsicum annuum L.) é uma planta da familia Solanaceae, com
origem Americana, encontrada entre o sul dos Estados Unidos ao Norte do Chile. Com
producdo mundial em 2019 de 1,1 milhGes de toneladas, sendo o principal produtor a
Etiopia, responsavel por 33,9% de toda a producdo. O Brasil é o terceiro maior
produtor, responsavel por 109,4 mil toneladas, com cerca de 35 mil hectares de area
colhida (FAOSTAT, 2021).

A espécie € uma solanacea perene, mas cultivadas como anual. Quanto as
caracteristicas morfolégicas, a planta apresenta caule semilenhoso, podendo

ultrapassar 1 m de altura, com a raiz pouco desenvolvida lateralmente. Tem
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reproducdo por autofecundacdo (autdgama), porém apresenta alta taxa de
fecundacédo cruzada (CLEMENTE; AQUINO, 2016; FILGUEIRA, 2013).

O fator climético limitante € a temperatura, visto que ndo suporta temperaturas
baixas e geadas, influenciando diretamente na germinacdo, emergéncia e
desenvolvimento das mudas. Quando adultas, as plantas tornam-se mais tolerantes a
reducdo da temperatura. A faixa de temperatura Otima para geminacdo é de
aproximadamente 30°C, sendo que esta é afetada em temperatura entre 15 e 20°C.
A fase de florescimento, tem seu melhor desenvolvimento em temperaturas entre 21
e 27°C; no entanto consequéncias podem ser observadas em temperatura abaixo de
15°C, onde pode acarretar queda das flores, assim como temperaturas acima de 35°C
e baixa umidade relativa do ar, pode ocorre queda de flores e frutos recém-formados.
Sendo assim, a faixa ideal de temperatura para o pegamento dos frutos é de 19 a
21°C, com umidade relativa do ar entre 50 e 70% (FILGUEIRA, 2013; OZBAY;
SUSLUOGLU, 2016; LIMA et al., 2019).

O ciclo fenoldgico do pimentdo ndo possui um modelo classico em comparacao
com as demais hortalicas, visto que as mesmas apresentam quatro estadios
fenologicos bem definidos que seriam: inicial, vegetativo, reprodutivo e maturacao.
Para o pimentéo, devido ao habito de crescimento indeterminado, € possivel verificar
ramos de plantas com flores, frutos em desenvolvimento e frutos maduro na mesma
planta, podendo o ciclo se estender de 5 a 6 meses (MAROUELLI, 2016).

Quanto ao tomateiro (Solanum esculentum L.), espécies de importancia
econdmica, ficando atras somente da batata (Solanum tuberosum L.). No ano de 2019
a producdo mundial foi aproximadamente 180 milh&es de toneladas, em que a China
foi o maior produtor, responsavel por 34,86% da producdo mundial. No ranking
mundial o Brasil esta entre os dez maiores produtores desta horticola, com producéo
de 3,9 milhdes de toneladas no ano de 2019, movimentando anualmente cerca de R$
2 bilhdes, o que correspondente a 16% do PIB gerado pela producdo de hortalicas,
gerando aproximadamente 300 mil empregos diretos (ABCSEM, 2014; FAOSTAT,
2021).

A grande demanda dessa olericola no Brasil estd atrelada as caracteristicas
alimentares da sociedade, que visam consumir alimentos mais saudaveis. Visto que
o tomate € um alimento funcional, rico em compostos fitoquimicos, entre eles: vitamina
C, potéssio, acido folico e carotenoides, sendo o licopeno um dos mais abundantes.

Além de ser associado a prevencdo e combate ao cancer, obesidade, doencas
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cardiovasculares, hipercolesterémicos, devido ao poder antioxidante proveniente
destes compostos (PERVEEN et al., 2015).

O tomateiro € uma hortalica herbacea de ciclo perene, porém, comporta-se
como planta anual, com ciclo variando entre 4 a 7 meses, podendo ser dividido em
guatro fases: semeadura ao transplante (fase 1), transplante ao inicio da floracéo (fase
2), florescimento ao inicio da colheita (fase 3) e por fim, do inicio ao final da colheita
(fase 4). Possui caule flexivel, folhas compostas pecioladas e hébito natural na forma
de moita, isto também dar-se devido ao peso dos frutos, ndo possibilitando o
crescimento na vertical. Quanto a composicéo dos frutos, varia de acordo a cultivar,
nutricdo, condi¢cdes ambientais e de cultivo, no qual cerca de 65% dos sélidos sollveis
concentram-se na fase final da maturacdo (ALVARENGA, 2004; FILGUEIRA, 2013).

O habito de crescimento pode ser determinado ou indeterminado, distinguindo-
se pela posicdo dos ramos florais. Em que, as cultivares de habito indeterminado
possui dominancia apical no ramo principal, enquanto que o determinado apresenta a
inflorescéncia terminal na haste principal. As cultivares de habito determinado
possuem porte menor, e sdo mais ramificadas. Além disso, as mesmas apresentam
caracteristicas desejadas pela industria, como: maior rusticidade, resisténcia ao

transporte, menor necessidade de tratos culturais (FILGUEIRA, 2013)

1.2.2 Pragas que acometem a cultura do pimentéo e tomate

As plantas de tomate e pimentdo séo alvos de varias pragas ao longo de seu
desenvolvimento, as quais causam perdas de significativas que podem aumentam o
custo de producado da cultura. Entre as pragas que ocorrem em ambas as culturas
podemos descrever o acaro-rajado, larva minadora e tripes.

Os insetos do género Liriomyza, mais especificamente Liriomyza huidobrensis
(Blanchard, 1926), L. trifolii (Burgess, 1880), L. sativae (Blanchard, 1938) (Diptera:
Agromyzidae) s&o comumente conhecidos como larva-minadora, devido as minas que
causam nas folhas das culturas hospedeiras. As minas sédo consequéncia da
alimentacao das larvas dos insetos, os quais consomem o mesofilo foliar formando
minas, o que causa consequentemente a reducao da atividade fotossintética da planta
hospedeira (EBRAHIMI; SHIRI; DUNPHY, 2016).

Entre as espécies do género Liriomyza a mais importante para a cultura do

tomateiro € a L. huidobrensis (LOPES et al., 2019). Presente nos continentes Africano,
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Asiatico, Americano e Europeu (ALVES et al., 2014). As fémeas adultas, no processo
de alimentacdo e deposicdo dos ovos, realizam puncdes, o que causa manchas nas
bordas e pontas das folhas (WEINTRAUB, 2017). As puncdes realizadas pelas
espécies do género Liriomyza possuem formato arredondado e coloracdo branca
(MUJICA et al., 2016).

No entanto, o principal dano é provocado pelas larvas devido a abertura de
galerias, essas minas tornam-se perceptiveis 3-4 dias apos a oviposicao, resultado do
desenvolvimento das larvas (POHRONEZNY et al.,, 1986), quando em altas
infestacGes pode causar a senescéncia prematura das folhas (MUJICA et al., 2016).
A espécie L. huidobrensis pode chegar a reduzir o rendimento da cultura do tomate
em até 15%, no qual o nivel estimado de dano econémico é 3,24 larvas por folha
(LOPES et al., 2019)

Os tripes estdo entre as principais pragas na regido subtropical, devido os
danos que causam as culturas hospedeiras através da alimentacdo, e pela
capacidade de transmitir virus como o Tospovirus, sendo o segundo dano, 0 mais
importante, por reduzir a produtividade entre 80 e 100% (RAMANA et al., 2011). As
espécies de tripes mais comuns no Brasil que atacam o tomate sdo Frankliniella
schultzei (Trybom, 1910) e Thrips palmi (Karny, 1925) (Thysanoptera: Thripidae)
(EMBRAPA, 2019).

A mandibula é utilizada como uma espécie de sonda que perfuram o tecido
vegetal. Apés a perfuracdo, um par de estiletes se estende mais profundamente na
estrutura celular das folhas, por onde é sugado o conteudo celular (KINDT et al.,
2003). Os danos causados por tripes, seja na fase adulta ou ninfal, é resultado da
alimentacao, visto que preferem alimentar-se de folhagens, flores (alimentam-se do
polén e do tecido floral) e frutos jovens. As folhas quando atacadas apresentam sinais
da alimentacdo de coloracdo prateada, porém, quando a infestacdo € severa, as
folhas podem chegar a coloracdo amarronzada. No entanto, quando o alvo € o fruto,
0 mesmo desenvolve-se marcado e deformado devido as injurias causadas no
momento da alimentagcdo (RAMASAMY; RAVISHANKAR, 2018).

Quanto ao acaro-rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari:Tetranychidae), € um
aracnideo polifago severo, alimentando-se de mais de 1100 espécies de plantas, com
diferentes compostos de defesa (BAYU; ULLAH; TAKANO; GOTOH, 2017). As perdas
econdmicas sao visiveis em varios cultivos agricolas (CAZAUX et al., 2014). Os danos

geralmente sdo na area foliar, em que quando atacadas as folhas apresentam clorose
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generalizada e nervuras esverdeadas, evoluindo para necrose. Em altas infestacfes
€ perceptivel a infestacdo na parte superior das folhas, podendo causar a morte das
plantas jovens (MOURA, 2016). Em que, ao inserir o aparelho bucal, as células séo
perfuradas, afetando os pigmentos e outras estruturas foliares (HERRMANN et al.,
2017).

Epocas secas favorecem 0s surtos acaros, 0 que requer maior atencdo. A
dispersao se da por meio do vento, através de fios de seda feitos pelos &caros para a
protecéo e dispersédo (FLESCHNER et al., 1956).

O manejo do acaro-rajado € dificultado devido caracteristicas como ciclo de
vida curto, maturidade sexual precoce, alta fertilidade, partenogénese arrenotokosa e
adaptacdo rapida a diferentes hospedeiros e condi¢cdes ambientais (AGUT et al.,
2018). Além disso, apresentam tendéncia em desenvolver resisténcia a Vvarios
inseticidas e acaricidas utilizados em seu manejo (AGUT et al., 2018).

Além das pragas descritas acima, a cultura do tomate € atacada por varias
outras pragas, dentre elas podemos mencionar a traca-do-tomateiro e a broca-
pequena-do-tomateiro:

A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae), é a
praga mais importantes da cultura do tomate (COCCO; DELIPERI; DELRIO, 2012).
Desde a introducdo no Brasil, no final dos anos setenta, tem causado grandes
prejuizos (GUEDES; PICANCO, 2012), sendo considerada a praga chave da cultura
(MOREIRA et al., 2013). Os danos ao tomateiro ocorrem em brotos apicais, caule,
botdes florais, folhas e nos frutos, tornando-os improprios para comercializacao
(GONZALEZ-CABRERA et al., 2011). Em condicbes severas, os danos podem
comprometer 100% da producao (VIGGIANI et al., 2009).

O principal método de manejo utilizado pelos produtores € o quimico, com uso
de inseticidas sintéticos, razado pela qual diversos produtos, pertencentes a diferentes
grupos quimicos estéo registrados para o controle desta praga (AGROFIT, 2018). No
entanto, as aplicacbes de inseticidas nem sempre tem proporcionado resultados
satisfatorios (RODITAKIS et al., 2015).

Quanto a broca-pequena-do-tomateiro, Neoleucinodes elegantalis (Guenée,
1854) (Lepidoptera: Crambidae), € uma das principais pragas que infestam as
solanaceae na América do Sul, originaria da regido neotropical (DA SILVA; KUMAR,;

SHABANI; PICANCO, 2017). Considerada como uma das principais ameacas aos
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cultivos de tomate no mundo, devido as perdas econémicas causadas, estimada entre
50 e 90% do cultivo (DIAZ-MONTILLA et al., 2013).

As fémeas adultas depositam os ovos sobre frutos jovens, sendo geralmente
colocados sozinhos, e apds a ecloséo, as lagartas entram nos frutos onde alimentam-
se até a pupacao (DIAZ-MONTILLA et al., 2013). Como o desenvolvimento das larvas
sdo dentro dos frutos, a deteccdo e o controle sédo dificultados. Além disso, o
escalonamento dos cultivos de tomate tem favorecido o aumento populacional da
praga N. elegantalis, visto que ter4 suprimento de frutos constantemente para
oviposicao e desenvolvimento (MORAES; FOERSTER, 2015).

Neste sentido, as estratégias do Manejo integrado de pragas (MIP) séo
fundamentais, sendo a retirada de plantas daninhas da familia Solanaceae, rotacéo
de culturas, eliminagéo dos restos culturais, e o0 monitoramento com armadilhas de

ferébmonio podem ser utilizados no monitoramento desta praga (DIAZ et al 2013).

1.2.3 Mosca-branca (Bemisia tabaci)

Classificada entre as 100 pragas mais invasivas do mundo, a mosca-branca (B.
tabaci) é considerada uma das pragas globais mais prejudiciais em culturas de campo
aberto e ambiente protegido, com mais de 600 espécies de plantas hospedeiras e
vetora de mais de 300 virus (DE MORAES et al.,, 2011; POLSTON; DE BARRO;
BOYKIN, 2014; GILBERTSON et al., 2015; RAMOS et al., 2018).

O provavel centro de origem de B. tabaci é na Africa subsaariana. A
disseminacdo para outros continentes ocorreu provavelmente pelo transporte de
material vegetal realizado pelo homem. Descrita pela primeira vez por Gennadius no
ano de 1889, em plantas de tabaco, na Grécia. Atualmente, é considerada um
complexo de espécies morfologicamente indistinguivel, com mais de 40 espécies
descritas, dentre as quais as espécies cripticas Mediterranean — MED (bi6tipo Q) e
Middle east-asia minor 1 — MEAMZ1(bi6tipo B) sdo as mais invasivas e importantes
(BOYKIN et al., 2007; DE BARRO et al., 2011; ROOPA et al., 2015; HADJISTYLLI et
al., 2016).

Quanto a identificacdo das espécies irmés, sdo realizadas com base em um
banco de dados do gene mitocondrial citrocomo-oxidase | (mtCOI), que contém 544

sequéncias Unicas de B. tabaci, sendo a divergéncia genética utilizada na
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identificacdo de novas espécies dentro do complexo equivalente a 4% (BOYKIN; DE
BARRO, 2014; KANAKALA; GHANIM, 2015).

No Brasil, até a década de 90, havia apenas a ocorréncia de espécies nativas
de mosca-branca New World 1 (NW1) e New World 2 (NW2) que predominavam o0s
campos, colonizando as plantas daninhas, ndo tendo importancia como inseto-praga.
Na década de 90 com a introducao da espécie MEAML1 no Brasil, através de plantas
ornamentais em Sao Paulo, comegou a surgir com maior frequéncia, surtos
populacionais e incidéncia de virus. Sendo a espécie mais difundida no Brasil
atualmente (LOURENCAO, NAGAI, 1994; MARUBAYASHI et al., 2013; DE MORAES
et al., 2018).

A espécie MED, é mais recente no pais, sendo identificada pela primeira vez,
no estado Rio Grande do Sul, em 2014, por meio de plantas ornamentais. Um ano
apos a primeira invasao, 2015, surgiu a segunda invasao, mas desta vez nos estados
do Parana e Séo Paulo. Apesar de serem estados vizinhos, constatou-se que 0s
insetos eram geneticamente diferentes. Atualmente, foi constatado a presenca de
MED em Minas Gerais, Santa Catarina e Goias. O avanco de MED aos principais
centros produtores do pais, tem preocupado os agricultores devido a dificuldade de
manejo desta praga, e por ter sido encontrada em plantas como tomate, pimentéao,
pepino, berinjela e plantas daninhas (BARBOSA et al., 2015; DE MORAES et al.,
2017; DE MORAES et al., 2018; BELLO et al., 2020)

Com a chegada das espécies cripticas invasivas, as nativas foram parcialmente
deslocadas. No entanto, ainda se tem registros delas no pais, em que, segundo o
Grupo de Pesquisa em Mosca-branca (GPMB) existe a presenca de NW (Novo
Mundo) nos estados de Mato Grosso, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul
(https://lwww.fca.unesp.br/#!/pesquisa/gpmb/mapas/), sendo  espécie  nativa
predominante a NW2, associada a plantas espontaneas. Essas espécies cripticas de
B. tabaci divergem entre si quanto ao hospedeiro, resisténcia a inseticidas, tolerancia
a estresses abioticos, taxa de desenvolvimento, comportamento alimentar (BARBOSA
et al., 2014; HOROWITZ, 2014).

As moscas-brancas possuem organismos bacterianos, conhecidos como
endossimbiontes, os quais podem influenciar na biologia do hospedeiro, interagbes
com o ambiente e outros organismos. Eles estdo envolvidos em muitos aspectos, seja
na fisiologia, nutricdo, evolucéo, reproducao e defesa dos insetos. O endossimbionte

obrigatério para as moscas-brancas é o Candidatus portiera aleyrodidarum,
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responsavel por sintetizar aminoacidos e carotenoides que a mosca-branca nao
consegue produzir. Além dos endossimbiontes primarios, tem o0s secundarios,
conhecidos como: Arsenophonus, Hamiltonella, Fritschea, Cardinium, Rickettsia,
Wolbachia (GOTTILIEB et al., 2008; BING et al. 2013; SANTOS-GARCIA et al., 2014;
HUSSAIN et al., 2017).

O endossimbionte secundario Rickettsia em mosca-branca proporciona maior
tolerancia a altas temperaturas, suscetibilidade a inseticidas, maior fecundidade e taxa
e sobrevivéncia dos individuos. Wolbachia atua na reproducao, e aptiddo das moscas
brancas. Além disso, Wolbachia €& apontado por causar incompatibilidade
citoplasmatica, feminizacdo e matanca de progénies machos. Enquanto que a
Hamiltonella proporciona maior oviposi¢do, rapido desenvolvimento do inseto e
interfere na defesa das plantas, favorecendo a infestacdo do inseto hospedeiro
(WERREN et al., 2008; BRUMIN et al., 2011; SU et al., 2013; CARDOSO; GOMEZ-
ZURITA, 2020; SUN et al., 2020).

Quanto as caracteristicas morfoldgicas, os adultos possuem 1-2 mm de
comprimento, coloracdo amarelada, asas cobertas com cera em p6 de coloragéo
esbranquicada, quando em repouso as asas ficam ligeiramente afastadas de modo
gue a parte mediana do abdémen fique amostra. Quanto as ninfas, séo transllicidas
com coloracdo amarela, passando por 4 instares, sendo o primeiro instar mével e o
altimo com presenga de olhos vermelhos. Os ovos sdo depositados na face abaxial
da folha, fixados com um pedicelo, com formato oval e coloragdo creme quando recém
depositado, tornando-se marrom dourado quando estdo perto de eclodir (BAIG;
DUBEY; RAMAMURTHY, 2015).

A reproducdo é do tipo haplo-diploide, ou seja, os ovos néo fertilizados
formaram individuos machos, e progénies femininas de ovos fertilizados. O ciclo de
vida é diferente entre 0s sexos, em gue 0s machos vivem em torno de 18-22 dias, e
as fémeas de 18-25 dias, variando conforme a temperatura e o hospedeiro (LIU;
COLVIN; DE BARRO, 2012, BAIG; DUBEY; RAMAMURTHY, 2015; BOYKIN et al.,
2018).

O manejo dessa praga é dificultado pela localizagdo do mesmo na planta, e
pelo uso indiscriminado de inseticidas quimicos, que pode selecionar populactes
resistentes a diversos ingredientes ativos. Além disso, € importante mencionar que o
uso de inseticidas ndo seletivos vem reduzindo populacdes de agentes de controle

biolégicos, entre eles do parasitoide de ninfas Encarsia formosa (Gahan, 1924)
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(Hymenoptera: Aphelinidae), inimigo natural da praga, o qual € considerado o mais
dominante e eficiente no controle de mosca-branca em varios paises (VIEIRA et al.,
2013; HE et al., 2018).

No entanto, os parasitoides s&o expostos a esses inseticidas seja no momento
da aplicacdo, consumo de néctar em plantas tratadas, ou através de hospedeiros
contaminados, o que pode resultar em morte. Neste sentido, testes de toxicidade sdo
muito importantes para auxiliar no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Visto que, mais
de 98% de E. formosa morreu ap6s 6h de tratadas com neonicotinoides comumente
utilizados no campo (imidacloprida, nitenpiram e tiametoxam) (STANLEY; PREETHA,
2016; WANG et al., 2019).

Outro método de controle que vem sendo estudado é o método de
administracao de siRNA, dsRNA de v-ATPase, que segundo ao alimentar os insetos
com dsRNA/siRNA, durante seis dias, proporcionou uma mortalidade de 29-97% dos
individuos. Isso ocorre porque ao ingerir o SiRNA ocorre o silenciamento da v-ATPase,
causando a morte ou influenciando no ciclo da mosca-branca (UPADHYAY et al.,
2011; THAKUR et al., 2014).

A mosca-branca pode interferir na anatomia, fisiologia e bioquimica das plantas
hospedeiras, tornando-as atraente a outros vetores. B. tabaci interfere em processos
basicos da fisiologia do hospedeiro, reduzindo a taxa transpiracdo, trocas gasosas e
fotossintese, além de diminuir o contetddo de clorofilas. A camada escura que se
formam sobre as folhas, desenvolvimento dos fungos do género Capnodium, reduz a
incidéncia de luz solar, provocando menor taxa fotossintética. Em tomate, por
exemplo, ocorre maturacdo irregular e murchamento das folhas provocado pelo
desenvolvimento de fungos (FIRDAUS et al., 2012; ERRARD et al., 2015; FERERES
et al., 2016; MASUDA; KATO; SAITO, 2016; ZHANG et al., 2017).

Entre as culturas colonizadas, o tomate é uma das plantas preferidas pela B.
tabaci espécies cripticas MED e MEAML1, provocando danos diretos e indiretos,
através da succéao de seiva, em que o principal problema €é a injecado de toxinas nas
plantas. Além disso, ao alimentar-se, a mosca-branca excreta substancias agucaradas
possibilitando o desenvolvimento de fungos. Alterando a fisiologia da planta
hospedeira, tornando-a mais atraente a outros vetores (JIAO et al., 2012; FERERES
et al., 2016; TAMILSELVAN et al., 2020).
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1.2.4 Estratégias de defesa das plantas

As plantas sdo expostas a uma ampla gama de patégenos e insetos-praga, que
podem causar estresse bidtico, desencadeando alteracdes fisiolégicas em resposta a
acdo destes organismos (BAI et al.,, 2018). Neste cenario, as plantas como
organismos sésseis, desenvolveram vias de sinalizacdo para identificar sinais
externos. Diferindo insetos sulgadores de mastigadores, em que, insetos
mastigadores apresentam via de sinalizacéo o acido jasmonico (JA), enquanto que 0s
sugadores de seiva ativam a via de sinalizacdo do acido salicilico (SA), como € o caso
da mosca-branca (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Quando atacadas as plantas podem alterar o metabolismo em resposta as
condicBes adversas as quais sao submetidas, fazendo com que haja um acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) como um sinal ativo de estresse (CAMEJO et
al., 2016). No entanto, cabe ressaltar que a produgédo de ERO’s ocorre normalmente
em consequéncia do metabolismo celular, em que sdo produzidas e degradadas em
condicbes normais de desenvolvimento devido os processos metabdlicos da
fotossintese, respiracao e fotorrespiracdo (MHAMDI; BREUSEGEM, 2018).

A degradacdo de ERO’s ocorre por dois sistemas, o enzimético e o néo
enzimatico. No ndo-enzimético podemos citar o acido ascorbico (AsA) e a glutationa
(GSH), sendo o &acido ascorbico um importante antioxidante na reducéo de espécies
reativas de oxigénio induzida por patégenos (ATHAR; KHAN; ASHRAF, 2008).

Quanto ao enzimatico, € composto por enzimas antioxidantes como a
superoéxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (guaiacol POD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX) (SHI et al., 2014). A peroxidase (POD) responsavel por
catalisa a formacao de ligninas e fendis oxidativos que auxilia no reforco da estrutura
celular. A catalase (CAT) proporciona maior resisténcia na parede celular e atua como
sinal na inducéo de genes de defesa (CHEN et al., 1993; ZHAO et al., 2016). Além
desses sistemas, as plantas possuem enzimas de resisténcia como a polifenol
oxidase (PPO), responséavel por oxidar fendis em quinona, interagindo com a cadeia
lateral nucleotidica de aminoacidos, provocando ligacdes cruzadas de proteinas que
se tornam indisponiveis aos insetos (ZHANG et al., 2008). Fenilalanina aménia-liase

(PAL), é uma enzima envolvida na biossintese de fitoalexinas e ligninas, aumentando
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a resisténcia das plantas. Além disso, 0 aumento dos niveis de PAL leva ao acumulo
de compostos fendlicos (BHONWONG et al., 2009).

Devido a grande importancia como antioxidante e provavel correlagdo com a
resisténcia das plantas ao ataque de insetos (DUAN et al., 2014; WAR; MUNGHATE,
2015), as enzimas antioxidantes vem recebendo cada vez mais destaque. Portanto,
buscando demonstrar a importancia e ligagdo com a resisténcia de plantas, alguns
trabalhos ser&o mencionados abaixo.

O estresse causado pela alimentagédo de Trialeurodes ricini (Misra, 1924)
(Hemiptera: Aleyrodidae) em mamona, causou alteracao no perfil enzimatico (CAT,
PPO e PAL), teor de aminoacidos livres, proteinas e compostos fenolicos (KURRA;
PATHIPATI, 2015). Em arroz, a alimentacdo de Laodelphax striatellus (Fallén, 1826)
(Hemiptera: Delphacidae) induziu respostas bioquimicas em ambas as variedades
analisadas, em gque as enzimas PAL, PPO e POD tiveram os niveis aumentados, o
gue pode ter influenciado na resisténcia das plantas ao ataque, visto que a PAL é a
primeira enzima da via fenilpropanoides e est4 envolvida na biossintese de fenais,
fitoalexinas e ligninas (DUAN et al., 2014).

As enzimas protetoras CAT e SOD tiveram os niveis aumentados na cultura da
mandioca (Manihot esculenta Crantz) quando atacadas por acaros (Tetranychus
cinnabarinus (Boisduval, 1867) (Acari: Tetranychidae), em que verificou-se que a
sobrevivéncia, desenvolvimento e alimentacdo dos acaros foram inibidos
significativamente (LU et al., 2017). Do mesmo modo, buscando avaliar a resisténcia
de cinco gendtipos de amendoim ao ataque de lagartas de Helicoverpa armigera
(Hubner, 1809) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae) e cigarrinha Empoasca kerri (Pruthi, 1940) (Hemiptera:
Cicadellidae), analisaram que as cultivares resistentes (4 genotipos resistentes)
apesar de possuirem menores niveis de danos nas folhas, as mesmas apresentaram
maior atividade enzimética (POD, CAT, PAL, SOD, APX, LOX), fendis totais, proteinas
e peroxido de hidrogénio (H202) que o gendtipo susceptivel, sugerindo que as enzimas
defensivas estdo diretamente ligadas a resisténcia genotipica aos insetos (WAR;
MUNGHATE, 2015).

Os metabdlitos secundarios, sdo substancias de grande diversidade estrutural,
presentes em todas as plantas, podendo apresentar modificacbes dependendo do
tecido, 6rgado e espécie (WINK; SCHIMMER, 2018). Como é o caso do género

Capsicum (pimentas e pimentdes) que possuem metabdlitos secundarios Unicos,
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conhecidos com capsaicinoides, capsaicina, dihidrocapsaicina e nordi-
hidrocapsaicina (LUNA-RUIZ; NABHAN; AGUILAR-MELENDEZ, 2018).

Os metabdlitos secundarios sdo importantes mediadores ecolégicos, em
resposta a fatores bidticos e abidticos, e podem ser ativados nas plantas, com a
finalidade de atrair predadores para as pragas que as infestam, através da liberacéo
de compostos volateis (GASMI et al., 2019), ou simplesmente atracdo de
polinizadores (TAIZ; ZEIGER, 2017). Entre os aleloquimicos defensivos anti-
herbivoros conhecidos podemos citar: compostos fendlicos, alcaloides,
hidrocarbonetos volateis e proteinas vegetais (SMITH, 2010).

Os compostos fenodlicos sédo considerados um dos principais grupos de
metabolitos secundarios com atividades bioativas, das quais fazem parte os acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos e ligninas (DELGADO et al., 2019). Dentre os
compostos fendlicos, temos os flavonoides, que sdo substancias encontradas em
frutas e vegetais, subdivididos em: antocianinas, flavondis, flavonas, flavanonas,
isoflavonas, chalconas e benzofenonas (DINTCHEVA; D’ANNA, 2019).

Produzidos em diferentes 6rgaos das plantas (raiz, caule, folha, flores, frutos e
sementes), com diversas funcdes, desde protecdo contra luz UV a acdo anti-
herbivoria. A luz UV pode danificar membranas, DNA e proteinas, assim, quando as
plantas captam a luz UV para proteger-se sintetizam compostos fendlicos que atuam
como filtros solares, evitando a acdo oxidante das células (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os compostos fendlicos podem inibir a alimentacdo de insetos herbivoros,
devido a capacidade de interagir com proteinas solUveis, formando compostos néao
digeriveis nos insetos, causando inativacdo de enzimas do intestino do inseto
herbivoro, aléem de liberar espécies reativas de oxigénio no trato digestorio, que
desencadearam uma serie de reacfes que resultaram em morte dos insetos
(HARBORNE, 1999). Em repolho, os compostos fendélicos medeiam a escolha de B.
tabaci MED e MEAM1, ou seja, interferem nessa escolha, em que a busca pelo
aumento do teor fendis totais, que fendis especificos sdo essenciais no manejo de B.
tabaci (YANG et al., 2020).

A aplicacdo exdgena de acido clorogénico (composto fendlico) em batata-doce
conferiu resisténcia ao gorgulho, e verificou-se que os danos causados pelo inseto
provocaram maior producdo de acido clorogénico devido a resposta hormonal
provocada (Acido jasmdnico (AJ), acido abscisico (ABA) e acido salicilico (AS) (LIAO
et al., 2020).
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Os taninos sdo compostos fendlicos amplamente estudados devido as
interacOes entre as plantas e o ecossistema, como a interacao inseto-planta, na qual
possui papel fago-inibidores, e os elevados teores de tanino podem reduzir a
palatabilidade das plantas quanto aos insetos herbivoros (MONTEIRO et al.,
2005).Eles podem causar efeito negativo no desenvolvimento dos insetos-pragas,
devido ao sabor adstringente e a capacidade de producdo de proteinas complexas,
causando menor digestibilidade e por atuar como inativadores enzimaticos
(CARETTO et al., 2015).

Ao testar o acido tanico + clorantraniliprol em Spodoptera exigua (Hubner,
1808) (Lepidoptera: Noctuidae) de terceiro instar, o tempo de desenvolvimento na fase
de larva e pupa foi aumentado, no entanto a fecundidade e sobrevivéncia dos insetos
foi reduzida (HAFEEZ et al., 2019).

1.2.5 Uso de hormonios e biorreguladores vegetais no manejo de insetos-praga

Os hormdnios vegetais sdo pequenas moléculas de sinalizacdo endbégenas as
plantas, séo eles: giberelina (GA), citocina (CK), auxina (AUX), &cido abscisico (ABA),
etileno (ET), acido jasmonico (JA), brassinosteroides (BRs) e acido salicilico (SA). Os
horménios desempenham papeis fundamentais no crescimento e defesa das plantas,
por regularem o processo de sinalizacdo do atague (YANG et al., 2019). Entre os
hormbnios citados, etileno, acido jasmoénico e acido salicilico sdo conhecidos por
horménios de defesa.

Todavia, o papel da citocinina, giberelina e auxina vem sendo estudado quanto
a interacéo inseto-planta. Por exemplo, citocinina tem sido estudada na interagao com
insetos, pois ela estimula a expressao de genes induzidos por feridas causadas por
insetos brogueadores, provocando a formacédo de compostos inseticidas (GIRON et
al., 2013), modulando respostas de defesa local e sistémica nas plantas atacadas
(SCHAFER et al., 2015).

A aplicacdo exogena de citocinina (benzilaminopurina) influéncia o
desenvolvimento, alimentacdo e ganho de peso de lagartas de Mariposa cigana
Lymantria dispar (Linnaeus) (Lepidoptera: Erebidae) (DERVINIS et al., 2010). Em
abobora, baixas concentracdes (25ppm) de citocinina apresentaram menor infestacéo
de B. tabaci (SAAD,2020). Enquanto a auxina desempenha um papel importante no

crescimento e desenvolvimento das plantas, além de participar da defesa das plantas
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contra patogenos (ZHANG et al., 2019). No entanto, giberelina é apontada juntamente
ao jasmonato, por serem responsaveis por aumentar a quantidade de tricomas nas
plantas, as protegendo contra insetos herbivoros, atuando desde crescimento a
defesa das plantas (QI et al., 2014).

As auxinas sao fortemente ligadas a inducao de defesa, aumentando o teor da
auxina IAA (acido indol-3-acético) apos 30 a 60s do ataque de insetos, com pico de
producdo 5 min apds a herbivora. Essa resposta ocorre antes do pico de jasmonato,
e se espalha rapidamente do local da ferida a outros tecidos ndo atacados de maneira
sistémica (MACHADO et al., 2016).

1.3 CONCLUSAO

Resumindo, as plantas quando atacadas apresentam alteracao fisiolégicas e
bioquimicas, que podem ser exploradas pelos programas de melhoramento genético
na busca de plantas resistentes. As plantas com elevados niveis de enzimas de
resisténcia e compostos fendlicos, podem reduzir a infestacdo de insetos pragas
devido a formacdo de compostos menos nutritivos, que podem refletir em menor
infestacdo dos cultivos. Em que, a compreensao das respostas dadas pelas plantas
pode ser utilizada no manejo de insetos-praga, junto as taticas de manejo abordadas

no manejo integrado de pragas (MIP).
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CHAPTER 2

CHANGE IN THE PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ASPECTS OF
TOMATO CAUSED BY INFESTATION OF CRYPTIC SPECIES OF Bemisia tabaci
MED AND MEAM1
(Artigo submetido a Revista Scientia Horticulturae)

Claudia Aparecida de Lima Toledo; Franciely da Silva Ponce; Moisés Daniel de Oliveira;
Eduardo Santana Aires; Santino Seabra Junior; Giuseppina Pace Pereira Lima; Regiane

Cristina de Oliveira
ABSTRACT

The infestation of Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) can cause direct
and indirect damage in tomatoes with production losses of up to 100%, by producing changes
in the physiological and biochemical aspects of the host plants. The objective of this study was
to analyze the influence of infestation of cryptic species of B. tabaci MED and MEAML1 on
these physiological and biochemical aspects in tomato plants. Santa Adélia Super tomato plants
infested with B. tabaci MED, B. tabaci MEAML, and non-infested plants (control) were
evaluated for the effect on gas exchange, chlorophyll a fluorescence of photosystem 11 (PSIlI),
and biochemical factors (total phenols, total flavonoids, superoxide dismutase — SOD,
peroxidase — POD, and polyphenol oxidase — PPO). Plants infested with B. tabaci MED and
MEAM1 showed lower CO assimilation rates than the control by 55% and 20%, respectively.
Stomatal conductance was 52% lower in MED-infested plants compared to non-infested plants.
The instant efficiency of carboxylation was reduced by 40% in MED and 60% in MEAM1
compared to the control. In biochemical aspects, plants infested by MED cryptic species
showed higher activity of POD and PPO enzymes and total phenol content in the second and
third instar when compared to control plants. Our results indicate that infestation by B. tabaci
MED on tomato plants had a greater influence than B. tabaci MEAML on physiological
parameters (COz assimilation rate (A), Stomatal Conductance (Gs) and apparent carboxylation
efficiency (A/Ci)), and caused a higher activity of POD and PPO enzymes, indicating greater
resistance of plants to attack. In contrast, B. tabaci MEAM1 caused a reduction in POD enzyme

activity, favoring the performance of the offspring.

KEYWORDS: Solanum esculentum; photosynthesis; chlorophyll fluorescence a; enzymes;
insect-plant relationship.
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2.1 INTRODUCTION

Tomato (Solanum esculentum L.) is the second most economically important vegetable
in the world and in Brazil, due to its production and consumption. The main production risk for
tomatoes is pest infestation, which can cause losses of up to 100% of production (FAOSTAT,
2021; MUTISYA et al., 2016).

The whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), is one of the
largest phytosanitary challenges both in Brazil and globally, infesting crops in approximately
60 countries and colonizing more than 600 plant species. B. tabaci is a complex cryptic group,
with approximately 44 sister species described, of which MED and MEAML1 are the most
invasive. Differentiation between these species is based on biochemical markers, choice of host
plants, susceptibility to insecticides, ability to cause disturbances in the host plant, transmission
of viruses, and types of endosymbionts (SHI et al., 2017; MUGERWA et al., 2018; DE
MORAES et al., 2018; WANG et al., 2019).

The losses caused by B. tabaci are either related to direct damage, which is caused by
the feeding process through the suction of phloem sap, or indirect damage through honeydew
excreted by the insects or virus transmission (GILBERTSON et al., 2015; TAMILSELVAN et
al., 2020).

Plants perceive attacks by insect pests through compounds released in saliva, known as
elicitors, and these attacks cause depolarization of the plasma membrane accompanied by an
increase in [Ca?* Jeyt and the production of reactive oxygen species (ROS). The presence of Ca?*
in the cytosol activates calcium-dependent protein kinases, NADPH oxidases (RBOHSs), and
mitogen-activated protein kinases (MAPK) (MITTLER, 2017; BONAVENTURE, 2018; XU
et al., 2020).

In response to insect attacks, plants can utilize induced or constitutive resistance.
Induced resistance makes the host plant less attractive and nutritious to these insects, and the
resistance can be felt in other parts of the plant (systemic) or it can alert neighboring plants,
whereas constitutive defense is present regardless of external stimuli (WAR et al., 2012; LIN
etal, 2013).

ROS are generated through the plant's immune response, mediating the interactions of
constitutive and induced defenses, resulting in phytohormone activation; however, at high
concentrations, they degrade the structures of proteins, DNA, and other organelles. The
degradation of reactive oxygen species is by two systems, enzymatic and non-enzymatic, the

enzymatic being through antioxidant enzymes that participate in various biochemical reactions
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in plants, being directly linked to plant resistance against attack by herbivorous insects. The
greater the activity of these enzymes, the greater the level of plant resistance to insect pests
(DUAN et al., 2014; WAR; MUNGHATE, 2015; KOCH et al., 2016; BROETTO; GOMES;
JOCA, 2017).

This pest can provide changes in physiological and biochemical aspects of host plants,
with this, the objective was to analyze the influence of the feeding of cryptic species of B. tabaci

MED and MEAML1 on physiological and biochemical aspects of tomato.

2.2 MATERIAL AND METHODS

2.2.1 Creation of the cryptic species Bemisia tabaci MEAM1 and MED

The virus-free cryptic species B. tabaci MED and MEAMI1 were obtained from the
collection of the Research Group on Integrated Pest Management in Agriculture (AGRIMIP) at
the School of Agronomy (FCA), Sdo Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Campus of Botucatu. The insects were kept and multiplied in the laboratories in an
air-conditioned room, under conditions of 26 £ 2 °C, photophase of 14 h, and RH of 70 + 10.
Kale (Brassica oleracea var. Acephala L.) was used as the host plant for B. tabaci MEAMI,
and the hybrid sweet pepper (Capsicum annuum L.) Magali R was the host for B. tabaci MED.

The host plants were grown in 750 mL pots of Carolina Soil® commercial substrate,
irrigated with 50 mL of H»O/day, and fertilized as required by the culture. The plants were

replaced every 30 days when adult insects emerged.

2.2.2 Treatments and experimental design

The experimental design was randomized blocks consisting of three treatments and 10
repetitions, totaling 30 plots, with three plants per plot. In this study, the influence of plants
infested with B. tabaci MED, B. tabaci MEAMI1, and non-infested plants (control) was
analyzed. For the study of the physiological attributes, the effects on only the third instar of the
insect were studied, whereas for the biochemical attributes, the isolated effects of the treatments
at each stage of development of the whitefly were analyzed (oviposition and second, third, and

fourth instars).

2.2.3 Description of the site, implementation, and conduction of the experiment

The study was carried out at the School of Agronomy, FCA / Sdo Paulo State University
“Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus of Botucatu, located at an altitude of 800 meters
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above sea level, with coordinates 22°5220" S and 48°26'37" W . The climate of the region is
classified as Cwb (Koppen) type.

The experiment was conducted in a protected environment, arch-shaped with
dimensions of 6 m x 21 m x 3 m (W XL x H), covered with 150 um polyethylene film, and side
windows with 50% shading screens.

Santa Adélia Super (Topseed®) tomato seedlings were sown in a 200 mL container filled
with commercial substrate (Carolina Soil®) in a greenhouse protected with voile tissue, to avoid
insect infestation during the seedling phase.

After 30 days of sowing, the tomato seedlings were transplanted in 10 L pots, filled with
soil, sand, and manure, in the proportion of 1: 1: 1, and kept in protected cultivation. The
spacing between plants was 1 x 0.4 m.

Fertilization for planting and cover was based on the chemical analysis of the soil,
following the recommendations for tomato (RAIJ et al, 1997). At planting, the following levels
were applied: 60 kg.h™! of N (urea), 300 kg.h"! of P,Os (simple superphosphate), and 100 kg.h-
' of K20 (potassium chloride (KCl), and the top dressing was carried out at 200 kg.h! of N and
120 kg.h'! of K>O. Drip-irrigation was used for the pots, with a distance between the drippers
of 0.2 m, with two drippers per pot, aiming to keep the plants in field capacity.

The plants were kept throughout the cultivation in individual cylindrical cages (D: 0.6
m; H: 1.5 m), consisting of galvanized wire (n.18, 1.24 mm), wrapped in white agrotextile fabric
(17 g.m?). The brightness inside the cultivation cages was 27,200 Ix.

The plants were infested at 33 DAS (days after sowing) using a manual aspirator. The
procedure consisted of drawing the adults from the infested host plant and transferring them to
flat-bottomed tubes (2.5 x 8.5 cm). The plants were subsequently infested with 150 adult insects
of known age (+ 72 h after emergence), and after maintaining for four days, the adult insects
were removed from the plants. The plants were monitored from oviposition to the fourth instar

stage of the whiteflies.

2.2.4 Variables analyzed

2.2.4.1 Monitoring of environmental variables

The climatic variables were monitored daily, with the aid of a temperature and humidity

data logger (AKSO®, model AK174) located inside the tomato cultivation cages, at a height of
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0.5 m. The climatic parameters recorded were maximum and minimum relative humidity and

air temperature, taking into account the daily record of temperatures recorded at 14:00 h.

2.2.4.2 Analysis of the physiological aspects of tomato

Gas exchange evaluations were performed with the aid of the infrared gas analyzer
IRGA (Infra Red Gas Analyzer, model Li-6400, LI-COR Biosciences, Lincoln, USA) at 34 days
after the transplant (DAT) when the nymphs reached the third instar of development, causing
greater stress to host plants. The measurements were made on a sunny day, from 07:30 to 09:00
with an ambient temperature of 20 °C. Gas exchanges were analyzed using CO; assimilation
rate parameters (A, umol CO, m?s!), transpiration rate (E, mol H,O m?s'), stomatal
conductance (Gs, mol HO m™s™!), and internal CO, concentration in the leaf (Ci, umol CO
mol™!). The water use efficiency (WUE, pmol CO, (mmol H,O)!) was determined from the
relationship between CO, assimilation and transpiration, and the apparent carboxylation
efficiency (A/Ci) was established based on the CO; assimilation (A) and the internal
concentration of CO; in the leaf (Ci) (LI et al., 2013; VON CAEMMERER; FARQUHAR,
1981).

For chlorophyll a fluorescence, measurements were made on the third expanded sheet,
counted from the apex of the plant, using a portable fluorometer coupled to the IRGA, in which
the maximum fluorescence (Fm’) and minimum fluorescence (Fo’) were quantified under
artificial light. Based on previous data, the maximum potential quantum efficiency of PSII
(Fv/Fm), maximum efficiency of PSII (Fv'/Fm'), coefficient of photochemical quenching (qP),
non-photochemical extinction coefficient (NPQ), and apparent electron transport rate (ETR)

were determined (GENTY et al., 1989; KRALL; EDWARDS, 1992).
2.2.4.3 Biochemical analyses in tomato
2.2.4.3.1 Collection and preparation of tomato samples
For biochemical analyses, completely expanded leaves were collected from the upper
third of the plant, with no signs of senescence. One leaf per plant was collected at each stage of

development of the whitefly (oviposition, second, third, and fourth instars), washed, placed in

transparent plastic bags, identified, and wrapped in aluminum foil to avoid material light
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degradation. The leaves were then subjected to freezing with liquid nitrogen for later
maceration, placed in 15 g containers, and stored in a freezer at -20 °C.

2.2.4.3.2 Enzymatic analyses

The extract used for the enzymes peroxidase (POD) and polyphenol oxidase (PPO)
consisted of 300 mg of fresh sample, macerated in liquid nitrogen, and homogenized with § mL
of 0.2 M potassium phosphate buffer solution (pH 6.7). The samples were centrifuged (Hettich,
model Mikro 220R) (6000 x g for 15 min at 5 °C). The supernatant was removed and stored in
an amber glass.

The activity of peroxidase enzyme (POD, EC 1.11.1.7) was determined according to the
method described by Lima et al. (1999). The reaction consisted of 1 mL of the enzyme extract,
500 uL of H20; at 30% P.A in 0.2 M potassium phosphate buffer (pH 6.7), and 500 pL of phenol
and aminoantipyrine. The tubes were subsequently placed in a water bath (30 °C) for 5 min,
and following this, they were submerged in hot water at 85-90 °C for 1 min to stop the reaction.
Readings were performed at 505 nm absorbance, and POD activities were expressed in umol
H,0, decomposed.min™!.g! FW,

The polyphenol oxidase activity (PPO, EC 1.10.3.1) was analyzed according to the
methodology of Kar and Mishra (1976) with modifications. For the reaction, 300 puL of the
enzymatic extract and 1.85 mL of 0.1 M catechol were used. Subsequently, the tubes were
placed in a water bath (30 °C) for 30 min. The reaction was stopped in hot water (85-90 °C).
The absorbance was measured at 395 nm, and the results expressed in pmol catechol were
transformed into min'.g"! FW,

The extract used for superoxide dismutase (SOD, EC 1.11.1.6) consisted of 300 mg of
plant material macerated in liquid nitrogen and homogenized with 5 mL of 100 mmol potassium
phosphate L™! (pH 7.5), supplemented with 0.372 g tetrasodium ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), 0.462 g dithiothreitol (DTT), and 0.300 g polyvinylpyrrolidone (PVPP). After
centrifugation (6000 % g at 4 °C) for 20 min, the supernatant was collected and stored in an
amber bottle in a freezer at -20 °C.

Superoxide dismutase (SOD) content was determined using the methodology proposed
by Sun et al. (1988) with adaptations. The reaction process consisted of pipetting 2 mL sodium
phosphate buffer (pH 7.8), 50 uL of the enzyme extract, 250 pL of NBT, 200 pL of tetrasodium
EDTA, 250 pL of methionine, and 250 pL of riboflavin. The reaction took place at 25°C

temperature for 10 min in a chamber composed of fluorescent lamps (20 W). The reaction was
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halted when the lamps were turned off (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), and the absorbance
was read at 560 nm. Enzyme content was determined based on the inhibition of the reduction
of tetrazolium blue nitro chloride (NBT), with the need to inhibit 50% of the photoreduction

defined as a unit of activity, and the content of SOD was expressed as U of activity. g FW!.

2.2.4.3.3 Analysis of total phenols and flavonoids

The total phenol content was determined spectrophotometrically using the Folin-
Ciocalteu reagent (SINGLETON; ROSSI, 1965). Fresh leaf samples (50 mg) were extracted in
80% methanol, acidified with 1% acetic acid (80/19/1, v/v/v), homogenized, and placed in an
ultrasonic bath (Eco-Sonics, model Q3.0/40A) for 20 min. Subsequently, the samples were
centrifuged (Hettich, model Mikro 220R) at 5000 x g for 10 min at 4 °C. After centrifugation,
the supernatant was removed, 4 mL of the extractor was added to the precipitate, and the same
extraction process was conducted. The supernatants were grouped, and the sample supernatant,
500 pL of Folin-Ciocalteu (20% v/v), and 2.5 mL of Na;COs (4% p/v) were added to the test
tubes. The tubes were incubated in the dark for 30 min, and immediately afterwards, the
absorbance was read at 725 nm. The total phenol content was expressed in gallic acid
equivalents per 100 g of fresh mass (mg GAE.100g™!. FW™).

The flavonoid content was quantified using the methodology described by Popova et al.
(2004), with adaptations. Fresh leaf samples (100 mg) were homogenized in 70% methanol,
acidified with 10% acetic acid (v/v), and stored in an ultrasonic bath (Eco-Sonics, model
Q3.0/40A) for 30 min. The sample tubes were homogenized with 1 mL of 5% aluminum
chloride and placed in the dark for 30 min. Subsequently, the reaction was centrifuged (Hettich,
model Mikro 220R) (6000 x g for 20 min at 5 °C) and the absorbance was measured at 425 nm.
The flavonoid content was expressed as quercetin equivalents (mg of QE) per 100 g of fresh

weight (mg QE. 100g™". FW).

2.2.4.3.4 STATISTICAL ANALYSIS

The results were subjected to exploratory analyses to assess normality (SHAPIRO,
1965) and homogeneity of the data (BARTLETT, 1937).

Analysis of variance (ANOVA) was conducted and compared by Tukey's test at 5% (P
<0.05) of significance using the AGROESTAT software (BARBOSA; MALDONADO
JUNIOR, 2015).
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2.3 RESULTS AND DISCUSSION

2.3.1 Physiological aspects of tomato

Whitefly infestation in tomato plants causes changes in the physiological parameters of
CO- assimilation rate (A), stomatal conductance (Gs), aparrent carboxylation efficiency (A/Ci),
maximum efficiency of PSII (Fv'/Fm'), and non-photochemical extinction coefficient of PSII
(Table 1). There were no differences between infested and non-infested plants in regard to
internal CO- concentration in the leaf (Ci), transpiration rate (E), water use efficiency (WUE),
maximum potential quantum efficiency of PSII (Fv/Fm), coefficient of photochemical
quenching (qP), and apparent electron transport rate (ETR).

Tomato plants infested with B. tabaci MED had a reduced rate of CO> assimilation
(liquid photosynthesis) (A) by 55.5% (7.09 umol CO2.m2st) compared to control plants (Table
1). However, this trend was not observed in plants infested with B. tabaci MEAML1.

Photosynthesis is influenced by several parameters, such as the availability of water,
and light, hydraulic, and chemical signals that interfere with the opening of the stomata.
Stomatal conductance (Gs) is one of the main factors affecting photosynthesis, since a reduction
in Gs causes resistance to CO2 uptake, and lower concentrations of CO: in the leaf mesophile
results in decreased availability for chloroplasts, and therefore less production of
photoassimilates. Thus, the infestation of B. tabaci MED in tomato plants caused insect feeding
to interfere with parameters such as Gs, which is directly linked to the synthesis of
photoassimilates through gas exchange (FLEXAS et al., 2009; KILLI; HAWORTH, 2017,
TAIZ; ZEIGER, 2017).

In addition, whiteflies cause indirect and direct damage to the photosynthetic apparatus
during feeding due to the suction of the phloem sap. Feeding causes a reduction in vigor in
plants, and the sugar released by insects that feed on phloem provides for the development of
fungi of the genus Capnodium sp., known as fumagine, on the surface of plants, hindering
physiological processes, such as photosynthesis, respiration, and perspiration of the attacked
parts, which can block photosynthetically active radiation, causing a reduction of up to 70%
CO; assimilation (TAMILSELVAN et al., 2020; LOPES et al., 2009).

The plants infested with B. tabaci showed yellow spots on the leaves in places with
nymphs. In addition, the presence of molasses was observed on the leaves; however, little

fumagine was noted.
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Table 1. CO2 assimilation rate, stomatal conductance, internal CO2 concentration in the leaf, transpiration rate, instant carboxylation
efficiency, water use efficiency, maximum potential quantum efficiency of PSII, maximum efficiency of PSII, coefficient of photochemical
guenching, non-photochemical extinction coefficient, apparent electron transport rate (mean + SD) in infested and non-infested tomatoes

(control) by Bemisia tabaci MED and MEAML in the third instar of the insect.

A Gs Ci

E A/Ci WUE Fv/IFm Fv’/Fm’ gP NPQ ETR
Control 15.93 + 0.27 311.82 + 5.05+ 0.05+% 3.20 092+ 0.57+0.03 0.47 139+ 111.69 +
2.68 a 0.07 ab 18.83 a 1.07 a 0.01a 0.70a 0.02a ab 0.06 a 0.25ab 18.24 a
MED 7.09 + 0.13 + 290.69 + 3.24 + 0.02 + 2.67 093+ 0.53+0.03 042+ 1.56 103.37
1.71b 0.09b 25.68 a 1.62 a 0.01c 0.75a 0.03a b 0.09a 0.21a 23.02 a
MEAM1 12.60 + 0.40 = 332.17 5.78 + 0.03+ 2.50 + 0.88+ 0.60+0.04 042+ 1.06 + 103.41 +
152a 0.10a 22.96 a 1.49a 0.01b 0.37a 0.05a a 0.09a 0.14 Db 25.70 a

CV (%) 21.05 40.72 8.91 36.97 20.43 27.72 4.81 7.30 23.14 18.72 26.00

Means followed by the same letter in the column do not differ statistically by the Tukey’s test at 5% (P> 0.05).

Subtitles: CO2 assimilation rate (A; umol CO2.m%s%); Stomatal Conductance (Gs; mol CO2.m2s); Internal CO2 concentration in the leaf (Ci; pmol CO.mol); Transpiration
rate (E; mmol water vapor.m=s™) apparent carboxylation efficiency (A / Ci); Water use efficiency (WUE; umol CO2. (Mmol H,0)2); maximum potential quantum efficiency

of PSII (Fv / Fm); maximum efficiency of PSII (Fv '/ Fm'); coefficient of photochemical quenching (gP); non-photochemical extinction coefficient (NPQ); apparent electron

transport rate (ETR).
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Plants infested with B. tabaci MED had lower stomatal conductance (Gs) (0.13 mol
CO2.m2.s1) when compared to plants infested with B. tabaci MEAM1, which had Gs of 0.40
mol CO..m2.s, However, there was no difference in Gs when comparing infested and non-
infested plants (Table 1). When Gs is high, there is an increase in the CO2 assimilation rate
depending on the use of internal carbon to maintain the variation of the chemical CO. gradient,
which allows entry into the leaf. Plants with lower Gs have a lower CO> assimilation rate, since
the opening of the stomatal gap allows the entry of CO: into the leaf mesophyll and a reduction
of water loss. Thus, the greater the limitation of Gs, the lower the carbon dioxide content in the
leaf mesophyll, causing less substrate for the photosynthetic process, influencing the production
of carbohydrates, and interfering with the development of plants. This tendency to a reduced
Gs (0.11 mol CO2.m?2.s1) was also observed in citrus infested by Aleurocanthus woglumi
(Ashby, 1915) (Hemiptera: Aleyrodidae) when compared to non-infested plants (0.24 mol COs..
m2.s?) (SHIMAZAKI et al., 2007; DE BEECK et al., 2010; TSUTSUM I et al., 2014; GOMES
etal., 2019).

Apparent carboxylation efficiency (A/Ci) decreased by 40% (0.03 £ 0.01) and 60%
(0.02 + 0.01) in tomato plants infested with B. tabaci MED and MEAML, respectively (Table
1). The instant efficiency of carboxylation is directly related to the assimilation of CO; and its
intercellular concentration. Therefore, the reduction in A/Ci in the present study is due to the
lower rate of CO; assimilation, and consequently to the lower internal concentration of carbon
dioxide in the leaf mesophyll. There is a close relationship with stomatal conductance (Gs), as
Ci and Gs generally increase simultaneously, and changes in Gs are identified as the main
factors affecting the photosynthetic performance of the plant, directly interfering with the
quantum efficiency of carboxylation (A/Ci) (FERRAZ et al., 2012; SILVA et al., 2015).

The infestation of B. tabaci on tomatoes did not cause significant damage to the
maximum potential quantum efficiency of PSIlI (Fv/Fm), with a small reduction in the
relationship when the plants were attacked by the cryptic species B. tabaci MEAML1 (Table 1).
Fluorescence is a process by which when chlorophyll is excited, it re-emits photons and returns
to the base state. The re-emitted photons have less energy than those previously absorbed, as
part of the photon energy is lost in the form of heat. Thus, as an indication of stress to the PSII
photosystem and/or photoinhibition, chlorophyll a fluorescence accurately provides answers
regarding the photosynthetic apparatus (YAO et al., 2017; TAIZ; ZEIGER, 2017).

The whitefly attack interfered with the effective maximum efficiency of PSII (Fv'/Fm’)
by feeding of B. tabaci. In tomato plants infested with the cryptic species MED, the Fv'/Fm’

was reduced by 7% (0.53 + 0.03) compared to the control plants. However, infestation with
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MEAMI1 showed a 5% greater increase in Fv'/Fm’ than non-infested plants (Table 1). Maximum
efficiency of PSII (Fv'/Fm’) is a parameter that allows analysis of the ability of chlorophylls to
absorb photons. In addition, it reveals the physiological state of chlorophylls, the decrease in
which can interrupt the ability to absorb photons, reduce the production of ATP and NAD, and
affect photosynthesis (MAXWELL; JOHNSON, 2000; LIU et al., 2015).

Tomatoes infested by the cryptic species MED showed a higher non-photochemical
extinction coefficient of PSII (NPQ) of 12% (1.56 + 0.21) compared to control plants (1.39 +
0.25) (Table 1). This increase in NPQ can prevent damage caused by stress due to excess energy
in the photosynthetic apparatus. In this sense, the increase in NPQ induced by the feeding of B.
tabaci can reduce the number of electrons flowing through to photosynthesis, that is, reducing
the stress due to excess light in photosystem Il. This process avoids damage to the
photosynthetic apparatus, in which the unused energy is dissipated in a non-radioactive manner,
increasing the NPQ (MAXWELL; JOHNSON, 2000; KROMDIJK et al., 2016; PAN et al.,
2018; DAl et al., 2019).

Plants infested with MED showed greater damage to the photosynthetic apparatus,
causing reduced photosynthesis and stomatal conductance, and, consequently, lower instant
carboxylation efficiency. The greater influence of rubisco activity affects the production of
photoassimilates and biomass production.

2.3.2 Biochemical aspects of tomato

The tomato plants infested with B. tabaci (MED and MEAML1) and not infested (control)
showed biochemical alterations in the parameters: peroxidase (POD), polyphenol oxidase
(PPO), total phenols and flavonoids in the analyzed instars, but did not differ in activity of the
superoxide dismutase enzyme (SOD) (Table 2).

The plants infested with B. tabaci (MED and MEAMZ1) had an influence on POD
activity in all stages of development of the tested insects (Table 2). During oviposition,
peroxidase (POD) showed less activity in plants infested with MEAML than those of the control
or infestation by MED, with values lower than 46% and 52%, respectively.

In the second instar, the plants infested by MED similarly showed higher enzyme
activity (POD) than the control and those infected with MEAML, but at rates of 53% and 30%,
respectively. There was no statistical difference between plants that were not infested (control)
and those infested with MEAML1 (Table 2).
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Table 2. Superoxide dismutase, peroxidase, polyphenoloxidase, total phenols and flavonoids (mean + SD) in infested and non-infested
tomatoes (control) by Bemisia tabaci MED and MEAML1, at each instar of the insect.

SOD POD PPO Total phenols Flavonoids
Control 41,03+0.13 a 0.15+0.00 a 173.38+21.79 ¢ 126.55+13.97 b 61.53+1.25b
0 MED 40,99 +0.34 a 0.17+0.01a 239.49+5.34 b 167.86 £7.83 a 73.68+4.66 a
MEAM1 40,97 £0.02 a 0.08 £0.00 b 389.13+5.34 a 150.81+4.85a 63.82+5.87 ab
CV (%) 0.51 7.25 5.16 3.87 6.62
Control 41,47 +0.01 a 0.14£0.02 b 106.76+£7.14 c 121.76 £13.97 b 53.62t1.31a
5 MED 41,16 £ 0.28 a 0.30+0.04 a 467.13162.79 a 192.95+7.83a 57.51+5.87 a
MEAM1 40,97 +0.44 a 0.21+£0.00 b 323.91+22.31 b 177.89 £3.21 a 59.90+5.98 a
CV (%) 0.74 13.25 12.93 4,74 8.59
Control 41,16 £ 0.28 a 0.13+0.00 b 685.32 +10.16b 164.45 £2.58 b 69.56+£3.38 a
3 MED 41,11+ 0.35a 0.23+0.03 a 823.70 £35.83 a 214,67 £11.98 a 69.09+2.32 a
MEAM1 41,12+0.13 a 0.26 £0.01 a 270.09 £14.68 ¢ 142.07 £2.16 ¢ 68.61+12.20 a
CV (%) 0.66 9.34 3.89 4.13 10.76
Control 41,18 +0.22 a 0.18£0.01 b 376.68+39.20 a 151.29 +12.75a 69.11+1.69 b
4 MED 41,08 £+0.01 a 0.22+£0.00 b 309.58+15.32 a 121.97 £4.46 b 65.68+0.78 c
MEAM1 41,29+ 0.11a 0.31 £+0.03 a 299.62+65.53 a 143.45 591 a 72.60+1.23 a
CV (%) 0.35 7.80 13.68 6.13 1.86

Means followed by the same letter in the column do not differ statistically by the Tukey’s test at 5% (P> 0.05).

Subtitles: 0 - Oviposition; 2 - second instar; 3 - third instar; 4 - fourth instar. Superoxide dismutase (SOD) (U of activity. gt FW?), peroxidase (POD) (umol H,0,.mint.g™* FW-
1); polyphenol oxidase (PPO) (umol catecol.mint.g”* FW1); total phenols (mg of EAG.100g FW™1); flavonoids (mg of EQ.100g FWY).
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In the oviposition phase and second instar of B. tabaci MEAM1, tomato showed reduced
activity of the POD enzyme, which is an indicator of lower stress on the plants. This defense
strategy against the tomato immune system is correlated with the secondary Hamiltonella
endosymbionts, which cause the tomato to reduce the activity of POD enzymes, being a way to
ensure that the offspring find plant tissue less lignified, facilitating the insertion of the
mouthparts (SU et al., 2015).

As for the third instar, the plants infested by the cryptic species of B. tabaci (MED and
MEAM1) showed no statistical difference between them, differing only between infested and
non-infested plants, whereas plants attacked by B. tabaci MEAML1 displayed 42% greater POD
activity in the fourth instar of insect development when compared to the control plants, and
29% higher activity than the MED-infested plants at this stage (Table 2).

The third instar stage of the cryptic species of B. tabaci (MED and MEAM1) is the most
active, involving the suction of the phloem sap causing higher POD enzyme activity in tomato.
The pressure by the pest renders the attacked tissue less attractive to insects because of the
transformation of phenols into quinone, and its participation in the synthesis of lignin, resulting
in the attacked tissue becoming more rigid. The trend of increasing POD activity was
maintained for MEAML1 in the fourth instar (LI et al., 2013; LATOURNERIE-MORENO et al.,
2015).

In oviposition, plants infested with B. tabaci (MED and MEAML) presented higher PPO
enzyme activity; however, the cryptic species MEAM1 was more active than the control and
MED in approximately 55% (173.38 umol catechol.min-1.g-1 FW) and 38% (239.49 pmol
catechol.min-1. g-1 FW-1), respectively. The highest activity of this enzyme occurred in
response to oviposition of the pest B. tabaci MEAML1, in which tomato plants attacked by these
insects increased the activity of the PPO enzyme responsible for transforming phenolic
compounds into reactive quinones, creating less attractive tissues for pests (WAR et al. al.,
2012).

Plants identify the oviposition of insects from exudates released at this time through
hypersensitive responses, commonly necrosis, neoplasia, and an increase in reactive oxygen
species and defense proteins when the presence of herbivorous insect eggs are detected in their
leaves. These activities result in the death of insects still in the egg phase, and/or if the eggs
survive, plant defense mechanism activation induced by their feeding (HILKER; FATOUROQOS,
2016; GEUSS et al., 2017).

In the second and third instars, plants infested with MED showed higher PPO activity,

with greater than 77% and 30% activity relative to control plants and those infested with
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MEAML1 in the second instar, and 16% and 67% higher PPO enzyme activity than the control
and MEAM1, respectively in the third instar stage.

The greatest PPO activity occurred in tomatoes infested by B. tabaci MED in the second
and third instars of insect development, resulting from the continuous suction of phloem sap,
causing weakening of the host plants. However, this demonstrated that tomato plants are
tolerant to attack by this cryptic species, because the greater the activity of POD and PPO
resistance enzymes, the greater the defense against insect infestation and feeding (ZHANG et
al., 2008; ZHANG et al., 2017).

Although both PPO and POD transform phenols into quinone, POD is also involved in
the biosynthesis of lignin and suberin (LATOURNERIE-MORENO et al., 2015), and
increasing the concentration of these substances hardens the cell wall which makes it difficult
to insert the stylet insect mouth. Plants with higher production of antioxidant enzymes (SOD,
POD, PPO, CAT, and PAL) are considered more resistant. This trend was observed in peanuts
with revealing greater enzymatic activity and total phenol content, resulting in cultivars
resistant to Helicoverpa armigera (Hubner, 1809), Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae), and Empoasca kerri (Pruthi, 1940) (Hemiptera: Cicadellidae)
(WAR; MUNGHATE; SHARMA, 2015). Castor bean infested by Trialeurodes ricini (Misra,
1924) (Hemiptera: Aleyrodidae) also displayed increased enzymatic activity (KURRA;
PATHIPATI, 2015).

In oviposition, the infestation of cryptic species resulted in greater production of total
phenols than control tomato plants, with a 19% and 32% increase in relation to MEAM1 and
MED, respectively. This increase likely relates directly to the higher activity of PAL, the first
enzyme in the phenylpropanoid pathway, which is involved in the biosynthesis of phenols and
salicylic acid (SA). This result was observed in Brassica in the oviposition of Pieris brassicae
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pieridae), in which there was an accumulation of SA and genes
(EDS1 and NPR1), responsible for regulating the activity of the PAL enzyme, causing greater
production of SA and, consequently, greater production of phenolic compounds
(BHONWONG et al., 2009; VLOT; DEMPSEY; KLESSIN, 2009; DONG; WAN; LIANG,
2010; DUAN et al., 2014; DIXIT et al., 2020).

In the second and third instars, tomato plants infested with MED showed higher
production of total phenols, and in the second instar, there was no statistical difference between
the two cryptic species analyzed, indicating that the tomato plants infested by MED showed
higher levels of total phenols than the control plants (Table 2). However, in the third instar, the
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MED infested plants returned levels 23% and 34% higher than the both the control and MEAM1
plants, respectively.

In the fourth instar, tomato infested by MED had a lower content of total phenols,
compared to control plants and those infested by MEAML1 (Table 2). This is related to the lack
of feeding at this stage (PERRING et al., 2018).

Total phenols are important metabolites for tomato defense against herbivorous insects.
These compounds inhibit insect feeding through their characteristics of providing toxicity,
binding to soluble proteins, forming non-digestible compounds, and inactivating enzymes in
the insect digestive tract, which can lead to death (HARBORNE, 1999). Thus, plants with high
levels of phenolic compounds may cause higher insect mortality, deformation of nymphs, or
changes in biological parameters.

As for the flavonoid content in the infested and control plants, there was a statistical
difference only in the oviposition and in fourth-instar nymph stages (Table 2). The plants
attacked by MED showed higher levels of flavonoids than the control plants during oviposition;
however, there was no difference between the cryptic species analyzed.

In the fourth instar, the plants infested with MEAMZ1 had higher levels of flavonoids
than those of the other treatments (Table 2).

The higher content of flavonoids in tomatoes attacked by B. tabaci MED in oviposition
relates to the perception by plants of the presence of eggs on the leaf surface and the anticipated
response to future feeding by hatched insects; the higher content of flavonoids produced are
linked to the fluidity and rigidity of the cell membrane. Low levels of these compounds
facilitated the feeding of insects in these plants, and therefore consitituted a greater preference
for oviposition by females of B. tabaci (SCHEIDT et al., 2004; SU et al., 2018). However, in
the fourth instar, the highest flavonoid content was observed for MEAML1.

In view of the data presented here, we suggest that tomato plants are more susceptible
to damage caused by B. tabaci MEAM1, owing to the ability to suppress plant defense
mechanisms. In oviposition, the ability to interfere with the activity of the POD enzyme allows
the offspring to have less lignified places for insertion of the oral apparatus. However, B. tabaci
MED does not manipulate the defense of tomato plants instead it enables the activation of
defense enzymes, which consequently can reduce infestation and preference for the host plant.
It is likely that the defense manipulation capacity caused by B. tabaci MEAML is related to the
adaptation of this insect pest to tomatoes in the country, due to the adaptation time, since the
first report of MEAML in Brazil occurred in the 1990s and MED was registered here only two
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decades later, in 2014. At that time, this forced MEAML1 to improve its strategies of attack
against the defenses of tomato plants.

2.4 CONCLUSION

Tomato plants infested by B. tabaci cryptic species MED showed greater interference
in physiological and biochemical parameters when compared to B. tabaci MEAML. B. tabaci
MED caused greater interference in the CO2 assimilation rate, Stomatal Conductance and
apparent carboxylation efficiency

As for the biochemical responses, the tomato plants infested by B. tabaci MEAM1
showed lower activity of the POD enzyme, which may result in less lignified places for insertion

of the insect's oral apparatus, since this enzyme participates in the synthesis of lignin.
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CAPITULO 3
O TRADE-OFF FISIOLOGICO ENTRE REPRODUCAO E DEFESA AFETA OS
PARAMETROS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DAS PLANTAS DE
TOMATEIRO QUANDO INFESTADAS POR Bemisia tabaci MED E MEAM1?

Claudia Aparecida de Lima Toledo; Franciely da Silva Ponce; Moisés Daniel de
Oliveira; Eduardo Santana Aires; Santino Seabra Junior; Giuseppina Pace Pereira
Lima; Regiane Cristina de Oliveira

RESUMO

Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) é uma das principais
pragas do tomateiro (Solanum esculentum L.) no Brasil, causa danos no aparato
fisiolégico e bioquimico das plantas hospedeiras. Nesse sentido, objetivou-se avaliar
a influéncia da infestacdo das espécies cripticas de B. tabaci MED e MEAM1 nos
aspectos fisioloégicos e bioquimicos do tomateiro no estadio de floragcdo. Foram
estudadas plantas infestadas por B. tabaci MED, B. tabaci MEAML1 e nao infestadas
(Controle). Em que, foram analisadas as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a
e parametros bioquimicos (SOD- superéxido dismutase; POD- peroxidase; PPO-
polifenol oxidase e fendis totais). As plantas de tomateiro infestados por B. tabaci MED
apresentaram 0s menores resultados nos parametros: Gs, Ci e E. Os tomateiros
infestados por MED apresentaram condutéancia estomatica (Gs) inferior em 45 e 38%
guando comparado as plantas controle e MEAM1. Quanto a concentracao interna de
CO2 na folha (Ci), os tomateiros apresentaram resultados inferiores em 10% em
plantas controle e 33% em plantas infestadas por MEAML. A transpiracéo foi reduzida
em plantas infestadas por MED em 42 e 33% quando comparado ao controle e
MEAML1. Todavia, a eficiéncia do uso da agua (EUA) nas plantas infestadas por B.
tabaci MED e MEAML1 foram 38 e 12% maiores que as plantas controle. As plantas
infestadas por MEAM1 apresentaram reducdo da atividade da POD em todos os
estadios de desenvolvimento dos insetos, sendo mais evidente no 3° e 4° instar
guando comparado a controle e B. tabaci MED. Na oviposicdo, MED apresentou
menor atividade enzimatica (SOD, POD e PPO) e compostos fendlicos em
comparacdo a MEAM1. A infestacdo de B. tabaci MED no estadio floragdo causou
alteracdo nos parametros fisioldgicos dos tomateiros. Enquanto que MEAML1, reduziu
a atividade da enzima POD em todos os estadios de desenvolvimento do inseto-praga.

Palavras-chave: Solanum esculentum L.; floracdo; enzimas; compostos fendlicos;
relacéo inseto-planta.
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DOES THE PHYSIOLOGICAL TRADE-OFF BETWEEN REPRODUCTION AND
DEFENSE AFFECT THE PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS
OF TOMATO PLANTS THAT ARE AFFECTED WHEN INFESTED BY Bemisia
tabaci MED AND MEAM1?

ABSTRACT

Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) is one of the main
phytosanitary problems found in tomato crops (Solanum esculentum L.) in Brazil.
Causing direct and indirect damage, and consequently physiological and biochemical
damage to host plants. In this sense, the objective was to evaluate the influence of the
infestation of the cryptic species of B. tabaci MED and MEAM1 on the physiological
and biochemical aspects of tomato in the flowering stage. Plants infested by B. tabaci
MED, B. tabaci MEAM1 and non-infested (Control) were studied. In which gas
exchange, chlorophyll fluorescence and biochemical parameters (SOD- superoxide
dismutase) were analyzed; POD- peroxidase; PPO- polyphenol oxidase and total
phenols). Tomato plants infested by B. tabaci MED presented the lowest results in the
following parameters: Gs, Ci and E. Tomato plants infested by MED presented lower
stomatic conductance (Gs) in 45 and 38% when compared to control plants and
MEAML1. As for the internal concentration of CO:z in the leaf (Ci), the tomato plants
presented lower results in 10% in control plants and 33% in plants infested by MEAML1.
Transpiration was reduced in MED-infested plants by 42 and 33% when compared to
control and MEAM1. However, the efficiency of water use (USA) in plants infested by
B. tabaci MED and MEAM1 were 38 and 12% higher than the control plants. Plants
infested by MEAM1 showed reduced POD activity in all stages of insect development,
being more evident in the 3rd and 4th instar when compared to control and B. tabaci
MED. In oviposition, MED showed lower enzymatic activity (SOD, POD and PPO) and
phenolic compounds compared to MEAML1. The infestation of B. tabaci MED in the
flowering stage caused changes in the physiological parameters of tomato plants.
While MEAM1, it reduced the activity of the POD enzyme in all stages of insect-pest
development.

Keywords: Solanum esculentum L.; flowering; enzymes; phenolic compounds;
insect-plant relationship.
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3.1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum esculentum L.) € uma hortali¢ca cultivada em todo o mundo,
sendo uma das culturas de maior importancia econdémica e social, perdendo apenas
para a batata (Solanum tuberosum L.) (FAOSTAT, 2021). O Brasil esta entre os dez
maiores produtores, com producao de 3,9 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2021).
Todavia, a menor produc¢do brasileira € causada por varios problemas fitossanitarios,
entre eles o ataque de insetos-praga como as moscas-brancas, Bemisia tabaci
(Gennadius, 1889) (Hemiptera:Aleyrodidae) (RIBEIRO et al., 2020).

A mosca-branca (Bemisia tabaci) € considerada uma das pragas globais mais
prejudiciais em culturas de campo aberto e ambiente protegido (RAMOS et al., 2019),
causando danos expressivos no cenario agricola mundial (ZHENG et al., 2017), com
perdas anuais expressivas (JIANG et al. 2012). B. tabaci (Gennadius) é um complexo
de espécies cripticas com cerca de 44 espécies (MUGERWA et al., 2018), sendo MED
e MEAM1 as espécies mais invasivas (SHI et al., 2017), colonizando mais de 600
especies de plantas e invadindo mais de 60 paises (ZHENG et al., 2017). Essas
espécies cripticas diferenciam entre si na escolha da planta hospedeira, disturbios
causados as plantas e susceptibilidade a inseticidas (DE MORAES et al., 2018).

Os danos causados pelos insetos séo diretos e indiretos, em que os danos
diretos sédo causados pela alimentacdo continua da seiva do floema e injecdo de
toxinas, interferindo no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da planta
hospedeira. Os danos indiretos sédo causados pelo excremento acucarado dos insetos
gue favorece o desenvolvimento de fungos fuliginosos do género Capnodium sp.
(SANTOS et al., 2020), conhecido como fumagina que pode reduzir em até 70% da
fotossintese das plantas comprometendo a produtividade (LOPES et al., 2009). Além
disso, a mosca-branca € vetora de mais de 300 espécies de virus (GILBERTSON et
al., 2015), sendo em sua maioria do género Begomovirus (KANAKALA; GHANIM,
2015). Em tomate, a infestagcdo de mosca-branca pode causar a maturagao irregular
dos frutos, reduzindo a qualidade, torna-os ndo comerciaveis (SCHUSTER et al.,
1996).

os eliciadores sdo moléculas biolégicas importantes no estabelecimento das
estratégias de defesa, induzindo nas plantas respostas de defesa local ou sistémica
(CHEN; MAO, 2020). Quando atacadas as plantas aumentam a producéo de espécies

reativas de oxigénio (ERO’s) devido a alteragdo do metabolismo em resposta a
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condicbes adversas as quais sado submetidas (CAMEJO et al., 2016). Todavia, o
acumulo de ERO’s no vacuolo provoca a degradagdo das proteinas, induz a
fragmentacao e aumenta a peroxidacao lipidica da membrana, podendo causar danos
irreversiveis, causando a morte celular (BROETTO; GOMES; JOCA, 2017), e a
alimentacdo da mosca-branca as plantas atacadas apresentam aumento da producao
de espécies reativas de oxigénio.

As plantas possuem um trade-off fisiolégico, ou seja, um equilibrio entre
crescimento e diferenciacdo de tecidos, dessa forma, o metabolismo secundério é
restrito nas células de crescimento, pois a energia utilizada nele é direcionada para o
desenvolvimento de novos tecidos (CIPOLLINI; WALTERS; VOELCKEL, 2014), e
guando as plantas estéo na fase de reproducéo, os fotoassimilados sao direcionados
a producéo de frutos nao protegendo-se de maneira eficiente (TAIZ et al., 2017).

Neste sentido, objetivou-se analisar os aspectos fisioldgicos e bioquimicos em
plantas de tomateiro, no estadio de floracdo, infestadas por espécies cripticas de B.
tabaci MED e MEAM1

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Multiplicacdo dos insetos

As moscas-brancas (B. tabaci MED e MEAML1) foram mantidas e multiplicadas
em salas climatizadas sob condi¢cfes controladas de temperatura (26 + 2° C), umidade
relativa (70+10%) e fotoperiodo (14:10h, claro: escuro), no laboratério do Grupo de
Pesquisa em Manejo Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP) na Faculdade de
Ciéncias Agronomicas (FCA), da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita
Filho” (UNESP), Campus de Botucatu. A multiplicacdo dos insetos foi realizada em
plantas de couve-folha (Brassica oleracea var. acephala L.) (B. tabaci MEAM1) e
pimentdo (Capsicum annuum L.) (B. tabaci MED). As plantas foram cultivadas em
vasos de 750mL preenchidos com substrato comercial Carolina Soil®, e substituidas

a cada 30 dias nas salas de criacao.

3.2.2 Implantacéo, delineamento experimental e conducao do experimento

O ensaio foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agronomicas (FCA), da
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Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu.
As plantas foram cultivadas de julho a setembro de 2020, sob ambiente protegido do
tipo arco, com 6m de largura, 21m de comprimento e 3 m de pé direito, e janelas
laterais com telas de sombreamento preta de 50%, coberta com plastico de polietileno
de 150 micras. O ambiente estava situado na latitude Sul 22° 52’ 20” e longitude Oeste
48° 26’ 37”, a 800 metros de altitude acima do nivel do mar, com clima classificado
como do tipo Cwb (Koppen).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, consistindo em trés
tratamentos e dez repeti¢cdes, consistindo em 30 parcelas, em que avaliou-se trés
plantas por parcela. Os tratamentos analisados foram: T1 — Plantas ndo infestadas
(controle); T2- B. tabaci MED e T3 - B. tabaci MEAML1.

Mudas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Adélia Super (Topseed®))
foram semeadas em recipiente de 200mL preenchidos com substrato comercial
(Carolina Soil®), cultivadas em casa de vegetacao e protegidas por tecido voile.

Aos 30 DAS (dias ap0s a semeadura) quando as plantas apresentaram de 4-5
folhas definidas, as mudas foram transplantadas para vasos de 10 litros, preenchidos
com uma mistura de solo na proporcdo 1:1:1 (solo, areia e esterco bovino)
autoclavada.

As adubacdes de plantio e cobertura foram baseadas na analise quimica do
solo, conforme as exigéncias da cultura do tomateiro (tutorado) (RAIJ et al, 1997).
Para a adubacdo de plantio foram utilizados 60 quilogramas (Kg). ha?* de N, 300
Kg.halde P20s e 100 Kg. ha' de K20. Na cobertura utilizou-se 200 Kg. ha'de N e
120 Kg. ha' de K20. Os fertilizantes utilizados nas adubaces foram uréia,
superfosfato simples e cloreto de potassio, como fontes de N, P20s e K20,
respectivamente. O espacamento utilizado foi 1 x 0,4m entre as plantas, e a irrigacao
via gotejamento, buscando manter o solo em capacidade de campo.

As plantas foram cultivadas sob estruturas individuais de prote¢do com tecido-
ndo-tecido branco - TNT (17g.m?) com formato cilindrico (D:0,6 m; h: 1,5 m).
Conduzidas dentro da gaiola de cultivo, com tutor individual e vertical, sendo
cultivadas até que os insetos completassem o ciclo de desenvolvimento. A luz dentro
das gaiolas era de 27.200 Lux.

A infestacéo das plantas ocorreu aos 68 DAS (dias apds a semeadura) com 0
auxilio do aspirador manual. Os insetos adultos foram sugados e transferidos para

tubos de fundo chato (2,5 x 8,5cm), e em seguida realizada a infestagdao. Nas plantas
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infestadas foram colocados 250 insetos adultos ndo sexados por planta/gaiola, com
idade conhecida (x72h). Mantendo a planta infestada durante todo o periodo do
experimento. As plantas foram monitoradas da oviposicao ao 4° instar das moscas-

brancas.

3.2.3 Variaveis analisadas

3.2.3.1 Monitoramento de variaveis ambientais

As variaveis ambientais foram mensuradas com o auxilio do datalogger de
temperatura e umidade (AKSO®, modelo AK174), instalado dentro das gaiolas de

cultivo do tomateiro a 0,5 m do solo.

3.2.3.2 Analise dos aspectos fisioldgicos do tomateiro

As avaliagbes das trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram
realizadas aos 64 dias ap6s o transplante (DAT) (quando as ninfas atingiram o 3° instar
de desenvolvimento, momento de maior dano as plantas hospedeiras (LI et al., 2013)),
em folhas totalmente expandidas, localizadas no tergo superior. As medi¢coes foram
realizadas das 7:30h as 9:00h da manh&, em dia ensolarado, com temperatura
ambiente de 20°C. Para as leituras de trocas gasosas foi utilizado o equipamento
analisador de gas infravermelho — IRGA (Infra Red Gas Analyser, modelo Li-6400,
LICOR). Os parametros analisados através das trocas gasosas foram: taxa de
assimilagdo de CO2 (A, ymol CO2 m=2s™), transpiragdo (E, mol H20 m32s™),
condutancia estomatica (Gs, mol H20 m2s'), e concentragao interna de CO2 na folha
(Ci umol CO2 mol* ar) (VON CAEMMERER; FARQUHAR, 1981). A eficiéncia do uso
da agua (EUA, umol CO2 (mol H20) -') foi determinada a partir da relagdo entre
assimilacdo de CO:2 e a transpiracdo, bem como, a eficiéncia instantanea de
carboxilagao (A/Ci) foi estabelecida através da relagdo entre assimilagdo de CO2 (A)
e a concentracgéo interna de COz2 na folha (Ci).

Quanto a Fluorescéncia da Clorofila a, as medigcdes foram realizadas na
terceira folha expandida, contada a partir do apice da planta, por meio de um
fluorbmetro acoplado ao IRGA, em que foram realizados as medi¢gdes com a folha

adaptada ao escuro por 30 min. Foram obtidos os parametros: fluorescéncia maxima
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(Fm’), fluorescéncia do estado de equilibrio dinamico (F’) e fluorescéncia minima (FO’).
A partir dos dados anteriores determinou-se: eficiéncia quantica potencial do FSII
(Fv/IFm), eficiéncia quantica da antena (Fv'/Fm’), coeficiente de extingdo fotoquimico
(gP), coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (NPQ) (GENTY et al., 1989), taxa
aparente de transporte de elétrons (ETR) (KRALL; EDWARDS, 1992)

3.2.3.3 Analises bioquimicas em tomateiro

3.2.3.3.1 Coleta e preparo das amostras de tomateiro

As folhas foram coletadas do terco superior da planta para a realizacdo das
analises bioquimica, sendo coletado uma folha por planta, totalizando 3 folhas por
tratamento em cada parcela. As coletas respeitaram os estadios de desenvolvimento
da mosca branca (oviposicao, 2°, 3° e 4° instares). Depois de coletadas, as folhas
foram lavadas com agua e colocadas em sacos plasticos transparentes com
identificacdo, envolvidos por papel aluminio e congelados em nitrogénio liquido. O
material vegetal foi macerado e acomodados em recipientes em porc¢des de 50 g, e
em seguida armazenados em freezer -20°C.

As analises biogquimicas foram realizadas no laboratério de Quimica e
Bioquimica Vegetal — LQBV, no Departamento de Quimica e Bioquimica, localizado
no Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.

3.2.3.3.2 Analises enzimaticas

O extrato utilizado para as enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase
(PPO), consistiu em pesar 400mg da amostra fresca macerada em nitrogénio liquido
homogeneizada com 10 mL de solugédo tampao de fosfato de potassio a 0,2 M (pH
6,7). Em seguida, os tubos foram centrifugados (Hettich, modelo Mikro 220R) a 6000
x g por 15 min (5°C). O sobrenadante foi armazenado em vidro ambar em freezer -
20°C.

A atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foi determinada de
acordo a metodologia de Lima, Brasil e Oliveira (1999) com modificagdes. Para parar
a reacgao, os tubos foram submersos em agua quente a 90°C, por 1 min. A leitura foi

realizada a 505 nm de absorbancia, e os resultados expressos pmol H20:2
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decomposto.min'.g" MF-'. Quanto a atividade enzima polifenoloxidase (PPO, EC
1.10.3.1) o método seguido foi de Kar e Mishra (1976) com modificagcbes. A reagao foi
parada em agua quente (90°C). A leitura em absorbancia a 395 nm, e os resultados
expressos em ymol catecol transformado em min-'.g"' MF-'.

O extrato utilizado para a superéxido dismutase (SOD, EC 1.11.1.6) consistiu
em pesar 150 mg de material vegetal macerado em nitrogénio liquido, em que
adicionou-se 5 mL da solugédo tampao fosfato de potassio 100 mmol. L' (pH 7,5),
suplementada com 0,372 g EDTA tetrassodico,0,462 g DTT, 0,300g PVPP. Em
seguida, os tubos foram homogeneizados e colocados na centrifugadas (6000 x g a
4°C) por 20 min. O sobrenadante foi armazenado em recipiente tipo &mbar em freezer
a -20°C.

Para a determinagéo da atividade da superoxido dismutase (SOD) utilizamos a
metodologia de Sun, Oberley e Li (1988). O processo de reagao consistiu em pipetar
2000 uL tampao fosfato de sodio (pH 7,8), 50 uL do extrato enzimatico; 250uL de NBT;
200 uL de EDTA Tetrassodico; 250uL de Metionina; 250uL de Riboflavina. Para o Tubo
100%, substitui-se os 50 pL do extrato enzimatico por 2050uL tampéo fosfato de sddio
(pH 7,8). A reagao ocorreu em temperatura ambiente (25°C) por 10 min, em camara
composta por lampadas fluorescentes (20W). A reacao foi paralisada através do
desligamento das lampadas (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Aleitura em absorbéancia
foi realizada em 560 nm, e a atividade da enzima SOD expressa em U de atividade.
g MF,

3.2.3.3.3 Analise de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado utilizando o reagente reativo Folin-
Ciocalteu pelo método de Singleton e Rossi (1965), sendo utilizado acido galico como
padréo. Os resultados de fendis totais foram expressos em mg de EAG (equivalente

de acido galico) por 100g de massa fresca (mg EAG. 100g-'. M.F-").

3.2.4 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a andlises exploratérias para avaliar as
pressuposi¢coes de normalidade dos residuos (SHAPIRO, 1965), e homogeneidade
de variancia dos tratamentos (BARTLETT, 1937).
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), comparando-
se os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% (P<0,05) de probabilidade, utilizando o
software AGROESTAT (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Influéncia de B. tabaci nos parametros fisiol6gicos

A alimentacdo de B. tabaci MED e MEAM1 provocaram influéncia nos
parametros fisiol6gicos: condutancia estomatica (Gs), concentracéo interna de CO:
na folha (Ci), taxa de transpiracao (E) e eficiéncia do uso da 4gua (EUA). Quanto aos
demais parametros (taxa de assimilacdo de CO:2 (A), eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (A/Ci), rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm), eficiéncia quéantica
fotoquimica efetiva do PSII (Fv'/Fm’), coeficiente de extingao fotoquimica do PSII (gP),
coeficiente de extingdo nao fotoquimica do PSIl (NPQ) e taxa de transferéncia relativa
de elétrons (ETR) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos
analisados (Tabela 1).

Os tomateiros infestados por B. tabaci MED e MEAML1 apresentaram
condutancia estomatica (Gs) reduzida. Porém, MEAML1 néo diferiu estatisticamente
das plantas controle. As plantas infestadas por B. tabaci MED apresentaram reducéo
na Gs em 42% ao comparar as plantas controle (Tabela 1). A interferéncia na
condutancia estomética causada pela espécie criptica (MED) de mosca-branca nas
plantas de tomateiro, esta relacionada a maior producédo do hormonio acido abscisico
(ABA) em plantas infestadas por estes insetos (SUN et al., 2020). O acido abscisico
provoca o fechamento estomatico, buscando reduzir a perda de agua atraveés da
transpiracdo, 0 que consequentemente aumenta o conteudo de &agua na folha
(DESHPANDE; MANOHARAN; MITRA, 2020). No entanto, quanto maior a limitacao
da abertura da fenda estomatica, menor € a entrada de CO2 por difusdo na folha
(GOMES et al., 2019). Em tabaco (Nicotiana tabacum L.), a infestacdo com B. tabaci
provocou a maior producgéo de ABA e reduziu em 71% a condutancia estomatica (SUN
et al., 2020).
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Tabela 1 - Taxa de assimilagdo de CO2, condutancia estomatica, concentracao
interna de COz2 na folha, taxa de transpiragéo, eficiéncia instantanea de
carboxilacao, eficiéncia do uso da agua, rendimento quantico maximo
do PSII, eficiéncia quéantica fotoquimica efetiva do PSII, coeficiente de
extingcdo fotoquimica do PSII, coeficiente de extincdo ndo fotoquimica
do PSII, taxa de transferéncia relativa de elétrons (média =+ DP) em
tomateiros no estaddio de floracdo infestados e n&o infestados
(controle) por Bemisia tabaci MED e MEAML1

Plantas infestadas

Controle VED MEAML CV (%)
A 9,83+0,68 a 9,94+0,44 a 9,53+0,82 a 8,37
Gs 0,33+0,04 a 0,19+0,04 b 0,26 + 0,04 ab 20,33
Ci 354,35+7,49 a 313,21 +15,54 b 342,52 +10,32 a 4,22
E 3,47+0,25a 2,02+0,30b 292+0,30a 12,48
A/Ci 0,028 + 0,00 a 0,032 +0,00 a 0,027 £ 0,00 a 8,53
EUA 2,86 0,46 b 522+0,77 a 3,39+0,36 b 18,02
Fv/IFm 0,92+0,01a 0,93+0,01a 0,90+ 0,02 a 2,41
Fv/Fm’ 0,65+0,01a 0,64+0,01a 0,63+0,02 a 3,35
Qp 0,17 +0,02 a 0,20+ 0,02 a 0,21+0,03 a 17,46
NPQ 0,98+0,20a 1,00 £ 0,09 a 1,01+0,22 a 22,09
ETR 49,45+ 7,66 a 55,40+5,30 a 58,48 + 7,58 a 15,11

Média seguidas de mesma letra na linha, ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
(P<0,05).

Legenda: Taxa de assimilagdo de COz (A; umol CO2.m2s1); Condutancia Estomatica (Gs; mol CO2.m-
2s1); Concentragao Interna de CO2 na folha (Ci; umol CO2.mol); Taxa de transpiragdo (E; mmol vapor
d’agua.m2s1) Eficiéncia instantanea de carboxilagdo (A/Ci); Eficiéncia do uso da agua (EUA; pmol
CO2.(mmol H201 ); Rendimento Quantico maximo do PSIlI (Fv/Fm); Eficiéncia quantica fotoquimica
efetiva do PSII(Fv'/Fm’); Coeficiente de extingao fotoquimica do PSII (qP); Coeficiente de extingao nao
fotoquimica do PSIl (NPQ); Taxa de transferéncia relativa de elétrons (ETR).

Quanto a concentracao interna de CO:2 na folha (Ci), as plantas infestadas com
MED tiveram os menores resultados, tendo uma reducao de apro. Em que, MED teve
reducdo de aproximadamente 11 e 8% em comparacdo com o controle e MEAML1,
respectivamente. Por outro lado, B. tabaci MEAML1 e o controle ndo diferiram entre si
(Tabela 1). Como esperado, a concentracdo de Ci foi reduzida em plantas de
tomateiro infestadas por MED em consequéncia da reducéo da Gs, pois geralmente
aumentam juntos (SILVA et al., 2015). Em condi¢cdes normais, as células-guardas
estomaticas respondem a concentracao interna de COz, ou seja, quando Ci reduz, os
estbmatos se abrem, se a concentracdo de Ci aumenta, os estdbmatos se fecham
(MOTT, 2009). Porém, devido a reducdo da Gs, as plantas infestadas por MED
apresentaram menor Ci na camara subestomatica.

As plantas de tomateiro infestadas com MED apresentaram taxa de

transpiracdo (E) inferior em 41 e 30% em relacdo ao controle e MEAM1,
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respectivamente. O tratamento controle e MEAM1 nao diferiram estatisticamente entre
si (Tabela 1). O ataque de B. tabaci MED em tomateiro resultou em menor taxa de
transpiragédo e condutancia estomatica, provocando consequentemente, aumento da
temperatura da folna (GOMES et al., 2019), isso pode ser devido a transpiracdo, que
€ o principal meio de resfriamento foliar das plantas, na qual os estdmatos séo
importantes por possibilitar perdas de agua e as trocas gasosas. Essa hipotese
também foi relatada por Monteiro et al. (2016). Além disso, a reducao da transpiracédo
pode estar relacionada ao acumulo de ABA (acido abscisico) nas folhas em resposta
ao estresse (TAIZ; ZEIGER, 2017) causado pelos insetos. A reducao da transpiracao
causada pelo ataque de B. tabaci foi relatado também em plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (SUN et al.,, 2020). Em abobora, a baixa transpiracdo e condutancia
estomatica fez com que as plantas apresentassem maior eficiéncia do uso da agua
(EUA) (FORMISANO et al., 2020).

Quanto a eficiéncia do uso da agua (EUA), as plantas infestadas por B. tabaci
(MED e MEAM1) diferiram estatisticamente entre si. Todavia, MEAM1 n&o diferiu das
plantas controle. As plantas infestadas por MED apresentaram diferenca estatistica
significativa, com resultados superiores a 45 e 35% quando comparado ao controle e
MEAML1, respectivamente (Tabela 1). A evidéncia da eficiéncia do uso da agua pode
ser devido a capacidade das plantas de tomateiro infestados com B. tabaci MED, em
apresentar maior taxa de assimilacdo de CO2, baixa transpiracdo e baixa taxa de
condutancia estomatica. Em face dessa analise podemos pressupor que quaisquer
alteracdes na Gs, desde que nédo tenha interferéncia na assimilacdo de COq, terédo
interferéncia na eficiéncia do uso da agua. Evidencias essas também constadadas em
outras pesquisas como a de DIAZ-ESPEJO et al., (2012). Segundo Ramos et al.,
(2015) quando a EUA é evidenciada, isso demonstra que as plantas de tomateiro
possuem capacidade de assimilar CO2 com baixa perda de agua, favorecendo a
sintese de fotoassimilados.

Em vista os fatos descritos acima, podemos mencionar que as plantas de
tomateiro infestados por B. tabaci MED na floragéo tiveram reducéo da condutancia
estomatica, transpiracdo e concentragdo interna de CO2, 0 que resultou em maior
eficiéncia do uso da agua (EUA), isso pode ser resultado de uma resposta hormonal
provocada por B. tabaci, que causa maior producdo de acido abscisico (ABA),
responsavel por controlar a condutancia estomatica (Gs), transpiracdo (E), e

consequentemente, a concentracéo interna de COx.
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3.3.2 Parametros bioquimicos de tomateiro influenciados por B. tabaci MED E
MEAM1.

As plantas infestadas por B. tabaci MED e MEAM1 apresentaram influéncia nas
atividades de todas as enzimas e bioativos avaliados, ou seja, superoxido dismutase
(SOD), peroxidase (POD) e polifenol oxidase (PPO) e no teor de fendis totais (Tabela
2)

Os tomateiros infestados por B. tabaci (MED e MEAML1) apresentaram
influéncia na atividade da enzima SOD apenas na oviposi¢cdo, ndo verificando
diferenga significativa nos demais estadios de desenvolvimento dos insetos (Tabela
2). Na oviposicao, as plantas infestadas por B. tabaci MED apresentaram reducao da
enzima SOD em 3 e 4% quando comparada as plantas controle e MEAML1.

As plantas infestadas por B. tabaci (MED e MEAML1) apresentaram influéncia
na atividade da POD na oviposicdo, 3° e 4° instar, porém para avaliacdo no 2° instar
de desenvolvimento do inseto n&o foi observado diferenga (Tabela 2).

Na oviposicdo, as plantas infestadas por B. tabaci (MED e MEAM1)
apresentaram atividade da POD inferior guando comparada as plantas controle, cerca
de 31 e 45%, respectivamente (Tabela 2). A reducédo da atividade da enzima POD por
B. tabaci (MED e MEAM1) pode ser explicada em face que as plantas atacadas
apresentem tecido menos lignificados, essa enzima participar da sintese de lignina na
parede celular, fato este também associado aos estudos de ZHAO et al., (2016).

Quando os niveis de POD sédo reduzidos, ndo ocorre a ativacdo dos
monolignois secretados pelas células lignificantes e néo lignificantes, ndo ocorrendo
o acoplamento do radical combinatério para a formacdo dos polimeros de lignina
(TOBIMATSU; SCHUETZ, 2019). Sendo assim, a reducao da atividade da POD
possibilita as ninfas de 1° instar local de alimentacdo menos rigido para a inser¢éo do
aparelho bucal. Essa interferéncia na atividade da POD por moscas-brancas é
causada pelo endossimbionte secundario Hamiltonella, que faz com que a planta
infestada tenha menor atividade da enzima POD (SU et al., 2015) e por consequéncia
menor lignificacdo da parede celular da planta hospedeira, sendo uma estratégia para

contornar o sistema de defesa das plantas atacada.
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Tabela 2 - Superéxido dismutase, peroxidase, polifenoloxidase, fendis totais e flavonoides (média + DP) em tomateiros no

estadio de floragcao infestados por Bemisia tabaci MED e MEAM1

SOD POD PPO Fendis Totais
Controle 40,16+£0,15 b 0,61 +0,05 a 436,67+20,39 b 139,80+0,49 b
0 + Adultos MED 41,42+0,41 a 0,42 +0,07 b 449,14+16,12 b 141,23+9,38 b
MEAM1 39,78+0,29 b 0,33+0,05b 509,85+25,71 a 206,62+12,87 a
Cv (%) 0,75 13,50 4,54 5,66
Controle 40,57+ 0,68 a 0,57 £0,02 a 488,08+9,55 a 188,05 +3,37 a
2 + Adultos MED 39,61+ 0,98 a 0,63+0,11 a 417,5+2,21 b 176,16 +25,46 a
MEAM1 40,37 + 0,81 0,59 +0,09 a 529,48+32,92 a 199,15 6,62 a
Cv (%) 2,06 13,98 4,14 8,15
Controle 40,93+0,24 a 0,87 +0,10 ab 483,46 +18,43 b 228,43 +29,79 b
3 + Adultos MED 41,11+0,77 a 1,00 £0,15a 497,03 +5,95 ab 237,68 £13,49 ab
MEAM1 40,44+0,53 a 0,59 +0,16 b 548,57 +36,38 a 282,04 +4,28 a
Cv (%) 1,38 16,75 4,67 7,64
Controle 40,75%0,79 a 0,87 +0,01 ab 470,97+27,01 a 249,10 +15,96 a
4 + Adultos MED 41,04+0,51 a 1,16 0,23 a 419,60+50,52 a 234,10 +10,33 ab
MEAM1 40,79+0,66 a 0,58 +0,04 b 462,88+7,62 a 208,79 +2,82 b
Cv (%) 1,63 15,46 7,39 4,81

Média seguidas de mesma letra na coluna, ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (Média + DP).

Legenda: 0 — Oviposicdo + Adultos; 2 — 2° instar + Adultos; 3 — 3° instar + Adultos; 4 — 4° instar + Adultos. Superéxido dismutase (U de atividade. gt MF1),
Peroxidase (POD) (umol H202.min-1.g* MF); Polifenoloxidase (PPO) (umol catecol.min'l.g’* MF); Fenois Totais (mg/100g MF)
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As plantas de tomateiro infestados por MED apresentaram maior atividade da
enzima POD no 3° e 4° instar de desenvolvimento dos insetos. A maior atividade da
POD nestes instares pode esta relacionado a alimentacdo do inseto praga, isso ocorre
porque o 3° instar é considerado o de maior influéncia e estresse nas plantas
atacadados, consequéncia da alimentacdo continua de seiva do floema (LI et al.,
2013). Enquanto que no 4° instar, a alimentacdo ocorre somente no inicio do estadio
de desenvolvimento do inseto (PERRING et al., 2018).

Além disso, verificou-se que a medida que os insetos mudaram de instar, a
atividade da POD também aumenta, isto é atribuido a capacidade da planta em
suportar o0 estresse, buscando manter 0s processos metabodlicos atuando
normalmente (SCHNEIDER et al., 2018). No entanto, se a planta ndo conseguir
regular o processo, as ERO’s produzidas pelas plantas devido ao ataque do inseto,
faz com que ocorra a degradacédo de proteinas, DNA e outras organelas, e por fim
resultando em morte da célula (BROETTO et al., 2017). Outro fator, a POD atua na
oxidag&o de compostos fendlicos em quinonas, tornando a planta menos atrativa aos
insetos herbivoros (WAR et al., 2012).

A atividade da polifenol oxidase (PPO) nas plantas de tomateiro teve influéncia
na oviposicdo, 2° e 3° instar (Tabela 2). Na oviposicao, as plantas infestadas por
MEAM1 apresentaram maior atividade da PPO em 14 e 12% quando comparada as
plantas controle e infestadas com MED, respectivamente. Todavia, ndo houve
diferenca estatistica entre as plantas controle e infestadas por B. tabaci MED (Tabela
2).

As plantas de tomateiro aumentaram a producéo de PPO na oviposi¢ao de B.
tabaci MEAML, isto devido as respostas de hipersensibilidade (HR) das plantas, que
possibilitam a antecipacdo da defesa contra os insetos herbivoros que irdo eclodir
(BANDOLY; HILKER; STEPPUHN, 2015). Assim, a oxidacdo de compostos fenodlicos
pela PPO, faz com que as ninfas ao eclodirem dos ovos encontrem o tecido que irdo
alimentar de tecido menos nutritivo, devido a formacdo de complexos de o-quinona-
proteina, formados através dos danos celulares (BOECKX et al., 2015) causados
pelos insetos.

No 2° instar, as plantas infestadas por MEAML1 néao diferiu das plantas controle,
mas apresentou maior atividade da enzima PPO em 21% quando comparada as
plantas infestadas com MED (Tabela 2). No 3° instar houve diferenca estatistica

apenas entre plantas infestadas e ndo infestadas. As plantas infestadas com as
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espécies cripticas de B. tabaci (MED e MEAM1) néo diferiram entre si. No entanto,
MEAM1 apresentou atividade superior as plantas controle em 11% (Tabela 2).

A maior atividade da enzima PPO no 3° instar esté relacionado a alimentacéo
dos insetos, pois é o instar que causa maior suc¢do da seiva do floema e
consequentemente maiores danos a planta hospedeira, deixando-as debilitadas (LI et
al., 2013). Assim, em consequéncia ao ferimento causado por B. tabaci (MED e
MEAML1). A compartimentacao da célula vegetal é destruida, fazendo com que a PPO
interaja aos compostos presente no vacuolo celular (ex. compostos fendlicos),
causando a transformacdo de fendis em quinonas toxicas, resultando em tecidos
menos nutritivos (BOECKX et al., 2015). O produto transformado (quinona) liga-se as
proteinas da folha, interferindo na digestédo dos insetos, reducdo do valor nutricional
das proteinas das plantas, afetando diretamente o desenvolvimento dos insetos (WAR
et al., 2012).

Quanto ao teor de fendis totais, verificou-se influéncia na oviposicéo, 3° e 4°
instar de B. tabaci (MED e MEAM1) (Tabela 2). Na oviposi¢éo, as plantas atacadas
com MEAM1 apresentaram maior teor de fendis totais em 32 e 31% quando
comparado as plantas controle e MED, respectivamente. Os tomateiros infestados por
MEAM1 aumentaram a sintese de compostos fendlicos devido as respostas de
hipersensibilidade (HR) das plantas, que possibilitam a antecipa¢édo da defesa contra
os insetos herbivoros que irdo eclodir (BANDOLY; HILKER; STEPPUHN, 2015).

No 3° instar de desenvolvimento dos insetos, os tomateiros infestados por B.
tabaci (MED e MEAML1) apresentaram maior teor de fendis totais quando comparada
as plantas controle, porém néo houve diferenca entre MED e as plantas nao infestadas
(Tabela 2). As plantas de tomateiro infestadas por MEAM 1 apresentaram teor de
fendis totais maior que as plantas controle em 19% (Tabela 2). A maior producao de
compostos no 3° instar esté relacionada aos danos causados pela alimentacdo dos
insetos, visto que este € o instar de maior influéncia nas plantas atacadas (LI et al.,
2013). Assim, para inibir a alimentacdo e colonizacdo, as plantas aumentaram a
producdo de compostos fendlicos. Visto que, os compostos fendlicos podem inibir a
alimentacdo devido a toxicidade, interagir com proteinas formando compostos néao
digeriveis pelos herbivoros, inativar enzimas do trato digestério, causando a morte do
inseto (HARBORNE, 1999). Em repolho, a producao de compostos fendlicos interferiu
diretamente na escolha da planta por B. tabaci MED e MEAM1 (YANG et al., 2020).
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Quanto ao 4° instar, as plantas de tomateiro ndo infestadas nao diferiram de
plantas infestadas com MED. Todavia, o teor de fendis do controle foi superior a
MEAM1 em 16% (Tabela 2). Como mencionado anteriormente, as ninfas de 4° instar
alimenta-se apenas no inicio do estadio de desenvolvimento (PIERRING et al., 2018),
e devido ao trade-off fisiologico as plantas sO direcionaram energia para a defesa
qgquando o custo for menor que o beneficio, ou seja, a alocacdo de recursos da
reproducdo para a defesa sO ocorre quando ha riscos desses danos serem
aumentados (PEZZOLA; MANCUSO; KARBAN, 2017).

Em virtude dos dados aqui descritos, as plantas de tomateiro infestados por B.
tabaci MED apresentaram maior producdo de compostos de defesa, mostrando que
as plantas apesar de estarem no estadio reprodutivo, direcionaram energia
(carboidratos) para a defesa, mostrando-se resistentes ao ataque. Por outro lado, B.
tabaci MEAM1 mostrou-se capaz de interferir na sintese de lignina na parede celular,
através da reducdo da atividade da enzima peroxidase, fazendo com que o tecido
atacado pelos insetos seja menos enrijecido, e consequentemente, favorecendo a

colonizagéo desta praga.

3.4 CONCLUSAO

As plantas infestadas por B. tabaci MED no estadio floracdo apresentaram
maior alteracdo nos parametros fisiolégicos como condutédncia estomaética,
transpiracdo, concentracdo interna de CO: e eficiéncia do uso da dgua no tomateiro.

As plantas infestadas por B. tabaci MEAM1 apresentaram menor atividade da
enzima POD, responsavel por participar da sintese de lignina, o que pode favorecer a

alimentacao dos insetos.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DO USO DE BIORREGULADOR VEGETAL SOB O
DESENVOLVIMENTO DE Be~misia tabaci MED E PERFIL BIOQUIMICO DE
PIMENTAO (Capsicum annuum L.)

Claudia Aparecida de Lima Toledo; Moisés Daniel de Oliveira; Franciely da Silva
Ponce; Santino Seabra Junior; Giuseppina Pace Pereira Lima; Regiane Cristina de
Oliveira

RESUMO

O uso de inseticidas sintéticos € atualmente, a principal tatica de manejo contra
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). No entanto, devido a
dificuldade de controle causado pela selecéo de populagdes resistentes, outras taticas
de manejo devem ser viabilizadas. Partindo desse principio, objetivou-se analisar a
influéncia da infestacdo de B. tabaci MED em plantas de pimentdo sob aplicacdo de
biorregulador (Stimulate®). Foram investigadas diferentes dosagens de Stimulate® (0;
0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 Litros/hal) em plantas infestadas por B. tabaci MED. Além
disso, verificou-se a influéncia das diferentes dosagens no teste de livre escolha,
parametros bioldgicos (ovo ao quarto instar) e nas respostas bioquimicas das plantas
infestadas (fenois totais, superoxido dismutase - SOD, peroxidase - POD e
polifenoloxidase -PPO). As plantas de pimentdo infestadas por B. tabaci MED
submetidas aos tratamentos com biorregulador n&o apresentaram diferenca
estatistica quando comparadas as plantas controle nos testes de atratividade (N° de
ovos. Plantal, N° de adultos.planta e IA) e biologia (N1 a adultos). Quanto as
respostas bioquimicas, as plantas infestadas com B. tabaci MED sob aplicacdo com
biorregulador apresentaram respostas semelhantes quanto aos estadios de
desenvolvimento dos insetos. Tanto na oviposicdo quanto N3 a dosagem 1,0 L. ha
apresentou os melhores resultados para SOD, PPO e fendis totais. Essas
caracteristicas possibilitam a planta tratada maior resisténcia ao estresse biotico.

Palavras-chave: Stimulate®; teste de escolha; enzimas; Fendis totais; relacdo inseto-
planta.
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INFLUENCE OF THE USE OF PLANT BIOREGULATOR ON THE DEVELOPMENT
OF Bemisia tabaci MED AND BIOCHEMICAL PROFILE OF PEPPERS (Capsicum

annuum L.)

ABSTRAT

The use of synthetic insecticides is currently the main management tactic against
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). However, due to the difficulty of
control caused by the selection of resistant populations, other management tactics
must be made feasible. Based on this principle, the objective was to analyze the
influence of B. tabaci MED infestation on pepper plants under the application of a
bioregulator (Stimulate®). Different dosages of Stimulate® (0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25
Liters/ha) were investigated in plants infested with B. tabaci MED. In addition, the
influence of different dosages was verified in the free choice test, biological parameters
(egg to fourth instar) and in the biochemical responses of infested plants (total phenols,
superoxide dismutase - SOD, peroxidase - POD and polyphenoloxidase -PPO). The
pepper plants infested by B. tabaci MED submitted to treatments with bioregulator did
not show statistical difference when compared to the control plants in the
attractiveness tests (N° of eggs. plant™, N° of adults.plant! and IA) and biology (N1 to
adults). As for the biochemical responses, the plants infested with B. tabaci MED under
application with a bioregulator showed similar responses regarding the stages of
development of the insects. Both in oviposition and N3 the dosage 1.0 L. ha-1 showed
the best results for SOD, PPO and total phenols. These characteristics make the
treated plant more resistant to biotic stress.

Keywords: Stimulate®; choice test; enzymes; phenolic compounds; insect-plant
relationship.
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4.1 INTRODUCAO

O piment&o (Capsicum annuum L.) é uma planta da familia Solanaceae com
producdo mundial em 2019 equivalente a 1,1 milhdes de toneladas. O Brasil € 0
terceiro maior produtor, responsavel por 109 mil toneladas, com cerca de 35 mil
hectares de area colhida (FAOSTAT, 2021). Os estados de Minas Gerais, S&o Paulo,
Ceara séo os principais produtores de pimentdo do Brasil (HF BRASIL, 2017).

No entanto, essa cultura apresenta perdas expressivas devido a acdo de
pragas, patégenos e condicdes climaticas adversas. Para amenizar as perdas, 0 uUso
de biorreguladores e fitorménios podem ser utilizados (SANDOVAL-OLIVEROS et al.,
2017). Os biorreguladores sdo substancias sintéticas, e quando aplicado sobre as
plantas apresentam respostas similares aos horménios (VIEIRA; CASTRO, 2002;
MOTERLE et al., 2008), proporcionando maior tolerancia a organismos estressores,
promovem ainda o desenvolvimento vigoroso em condi¢c6es desfavoraveis, fazendo
com que as plantas expressem seu potencial genético (BARBIERI et al., 2014).

Todavia, além das condicfes climaticas desfavoraveis, as plantas de pimentao
também sofrem com a infestacdo de varios insetos-praga, entre eles mosca-branca,
Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), uma das principais
pragas em campo aberto e ambiente protegido (GANGWAR; GANGWAR, 2018),
causando danos diretos e indiretos. Os danos diretos sdo causados pela alimentacao
(MUTISYA et al., 2016), e indireto pela transmissao de viroses (KANAKALA; GHANIM,
2015) e por promover o desenvolvimento de fungos saprofiticos por meio do melado
excretado pelos insetos (WU et al., 2019).

O biorregulador vegetal sintético, Stimulate®, composto de 0,005% de &cido
indolbutirico (auxina), 0,009% de cinetina (citocinina) e 0,005% de acido giberélico
(giberelina), tem sido utilizado na agricultura, por proporcionar incremento na
produtividade da soja, pimentdo e repolho, influenciando positivamente na
germinacao, crescimento e desempenho das mudas (ALBRECHT et al.,, 2012,
PALANGANA et al., 2012; FERREIRA et al., 2019; ZEIST et al., 2017).

Em consequéncia dos danos causados pela praga, o uso de biorreguladores
vegetais podem auxiliar as plantas a superar o estresse causado pela alimentacéo,
Visto que apresentam papeéis importantes no gerenciamento das plantas ao estresse
oxidativo (ZULFIQAR; ASHRAF, 2020). Em concentragbes ideais aumentam a
resposta do sistema antioxidante das plantas e a expressdo de genes ligados ao
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estresse (KAYA et al.,, 2018). Porém, pouco se sabe sobre a influéncia desses
reguladores na interacdo inseto-planta. Na qual, o papel da citocinina, giberelina e
auxina vem sendo estudado

A funcéo da citocinina na interacdo com insetos ou patdgenos, vem sendo
estudado, pois esta estimula a expresséo de gene induzido por feridas causadas por
insetos broqueadores, provocando a formacéao de compostos menos nutritivo (GIRON
et al., 2013), modulando respostas de defesa local e sistémica pelas feridas
(SCHAFER et al., 2015). A aplicacdo exdgena de citocinina (benzilaminopurina)
influéncia o desenvolvimento, alimentacédo e ganho de peso de lagartas de Mariposa
cigana Lymantria dispar (Linnaeus) (Lepidoptera: Erebidae) (DERVINIS et al., 2010).
Em aboboéra, baixas concentracdes (25ppm) de citocinina apresentaram menor
infestacdo de B. tabaci (SAAD,2020), enquanto a auxina desempenha um papel
importante no crescimento e desenvolvimento das plantas, além de participar da
defesa das plantas contra patdégenos (ZANG et al., 2019).

Neste sentido, a implementacao das téticas de controle utilizados comumente
para manter os danos causados pelo inseto abaixo do nivel de dano econémico, como
controle cultural, controle biolégico, cultivares resistentes e controle quimico, devem
ser utilizadas de forma integrada. Além disso, 0 uso de reguladores vegetais podem
ser uma importante tatica de manejo, visto que auxiliam as plantas na reducédo do
estresse causados pelos insetos e ainda podem ter acdo sobre o desenvolvimento
dos insetos-praga, favorecendo a producdo de compostos com acéo inseticidas pelas
plantas.

Em virtude disso, objetivou-se analisar a influéncia da aplicacdo com o
biorregulador Stimulate® no desenvolvimento dos insetos B. tabaci MED, bem como,
analisar a influéncia das aplicagcbes no perfil bioquimico de plantas de pimentéao

infestadas por B. tabaci MED.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Criagao da espécie criptica Bemisia tabaci MEDITERRANEAN (MED)

Os insetos aviruliferos da espécie criptica B. tabaci MED foram criados no
laboratério do Grupo de Pesquisa em Manejo Integrado de Pragas na Agricultura —
AGRIMIP, no Departamento de Protecdo Vegetal — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (FCA), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu.
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Os insetos foram mantidos e multiplicados em sala climatizada, em condigbes controle
de 27+2°C de temperatura, fotofase (14:10) e UR de 70+10. A planta hospedeira
utilizada para manutengao da criagdo foi o pimentéo (Capsicum annuum L.) cv. Magali
R. Airrigagao das plantas hospedeiras foi realizada diariamente, com reposi¢ao de 50
mL de agua por vaso. As plantas hospedeiras eram substituidas a cada 30 dias,

buscando manter a qualidade e o vigor da populagao de insetos.

4.2.2 Teste de atratividade e pardmetros bioldgicos em laboratério

Para identificar a preferéncia de B. tabaci MED quanto aos tratamentos com e
sem biorregulador (Stimulate®), em pimentao, foi realizado o teste de livre escolha de
acordo com a metodologia proposta por Baldin et al., (2005) com modificagbes. O
ensaio foi realizado sob condi¢gdes controladas, com temperatura 25+3°C e fotofase
de 14:10. As plantas de pimentdo cv. Magali R, foram cultivadas em recipientes de
200mL até apresentarem seis folhas definidas, em seguida foram transplantadas em
vasos de 750 mL, e 3 DAT (dias apos o transplante) do transplante, as plantas
receberam aplicagdo com o biorregulador Stimulate® nas concentragées (0; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0; 1,25 L. ha'). Apos 48 horas da aplicagéo, os vasos com as plantas foram
distribuidos de forma aleatdria e equidistante, em uma gaiola de 1 x 0,6 x 1 m. As
repeticdes foram constituidas de 1 planta de cada tratamento por gaiola (repetigéo).
No centro da gaiola foram liberados 120 inseto.gaiola'. O delineamento para o teste
de atratividade foi em blocos ao acaso, constituidos de 6 tratamentos, constituidos
das doses de Stimulate® (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 L. ha™') e 4 repetigdes.

A avaliacdo da atratividade ocorreu 24h apds a liberagcdo dos insetos,
avaliando-se a face abaxial das folhas com o auxilio de um espelho. Foram
contabilizados os insetos adultos presentes em cada planta para analisar o indice de
atratividade (IA) dos tratamentos. Para isso utilizamos a formula de Lin et al., (1990)
adaptado por Baldin et al., (2005):

IA= 2T/(T+P)
IA= indice de atratividade;

T= N° de insetos atraidos para o tratamento avaliado;
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P= N° de insetos traidos ao tratamento controle.

IA varia entre 0 e 2, sendo |IA= 1 corresponde a semelhancga de atratividade
entre a planta tratada com Stimulate e o tratamento controle. IA<1 corresponde a
menor atragdo pela planta tratada com Stimulate®. Quando IA>1 indica que o
tratamento avaliado € mais atrativo que o tratamento controle.

Para avaliarmos a preferéncia de oviposi¢ao utilizamos as mesmas plantas do
teste de escolha, em que, 24h apds a infestagdo foram retirados os adultos e
quantificados o numero de ovos por planta (tratamento).

Quanto aos paréametros bioldgicos, utilizou-se as plantas do teste de
atratividade. As plantas com cerca de 6 folhas definidas, 40 DAS (dias apds
semeadura), foram ofertadas aos insetos (B. tabaci) 48h apds a primeira aplicagcéao
com o biorregulador (Stimulate®). Para a aplicag&o dos tratamentos, os mesmos foram
isolados entre si, com distancia média entre os tratamentos de 2m (metros), com
finalidade de evitar interferéncia entre os tratamentos. Sendo realizadas avaliacboes
diarias, buscando analisar a influéncia da aplicagdo do biorregulador no
desenvolvimento dos insetos. Neste sentido, foram analisados niumero de ovos e a

duracao dos estadios ninfais.

4.2.3 Experimento em casa de vegetagao

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagédo na area experimental da
Faculdade de Ciéncias Agronbmicas - FCA/Universidade Estadual Paulista “Julio
Mesquita Filho” — UNESP, Campus Botucatu. Situado a altitude de 830 metros ao nivel
do mar, com latitude Sul 22° 52’ 20” e longitude Oeste 48° 26’ 37”. O clima da regiao
é classificado como do tipo Cwb (Koppen).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, consistindo em seis
tratamentos e cinco repeti¢cdes, totalizando 30 parcelas. Foram avaliandas trés plantas
por parcela. Os tratamentos foram constituidos por um controle (sem aplicagéo, com
inseto) e cinco doses de biorregulador (Stimulate®) (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 Litros.ha-
1), volume de calda de 500 L.ha™".

As mudas de pimentdo (Capsicum annuum L.) cv. Magali R (Sakata®) foram
produzidas no viveiro de mudas do laboratorio do Grupo de Pesquisa em Manejo
Integrado de Pragas na Agricultura - AGRIMIP, localizado na FCA/UNESP - Campus



98

Botucatu-SP. A semeadura foi realizada em recipientes de 300mL, preenchidas com
substrato comercial (Carolina Soil®). Apés a semeadura, os recipientes foram
colocados em uma estrutura metalica (1,05; 0,7; 1,5 m) envolta por voile, buscando
evitar o contato com insetos.

As mudas foram transplantadas aos 40 DAS (Dias ap6s a semeadura), em
vasos de 5 litros, preenchidos com solo, areia e esterco (1:1:1). As plantas foram
cultivadas em ambiente protegido do tipo arco com dimensdes de 9,9 m de largura e
10 m de comprimento, com pé direito de 3m, cobertos com filme de polietileno de 150
micras e janelas laterais revestidas telas de sombreamento preta, com impedimento
de 50% da luz. As plantas foram mantidas dentro de gaiolas individuais, constituidas
de arame galvanizado (n°18, 1,22mm) e agrotéxtil branco (17g. m).

As adubacgdes de plantio e cobertura, foram baseadas na analise quimica do
solo, seguindo as recomendagdes para a cultura (RAIJ et al, 1997). A irrigacéao
utilizada foi do tipo gotejo, com distdncia entre os gotejadores de 0,5 m. O
espacamento utilizado foi 1,0 x 0,5 m entre plantas.

As plantas foram infestadas apds a segunda aplicagao de biorregulador, sendo
a primeira aplicagao realizada aos 15 DAT (dias apds transplante) e as demais
aplicagdes realizadas com intervalo de 25 dias entre as aplicagdes. A segunda
aplicacao foi realizada aos 40 DAT, e 48h apds a aplicacdo as plantas foram
acomodadas em gaiolas cilindricas (D:0,6m; h:1,5 m) confeccionadas com agrotéxtil
de 17g.m? (FenixNet®) e arame galvanizado (n°18, 1,24mm), com a finalidade de evitar
entrada de outros insetos.

Para a infestagado utilizou-se insetos 70 insetos recém emergidos (48h) nao
sexados por planta. Os quais foram colocados em gaiolas clip-cage de 4cm de
didmetro, sendo 2 gaiolas clip-cage por planta. Os insetos foram inseridos nos clip-
cages e retirados 48 h apoés a infestacdo. Para acompanhar o desenvolvimento dos
instares, ninfas de segundo instar foram marcadas com tinta guache atoxica. O
acompanhamento do desenvolvimento dos insetos foi realizado diariamente com
auxilio do microscopio portatil digital (1000x). As coletas do material vegetal foram
realizadas de acordo com o desenvolvimento dos insetos, sendo coletados amostras

da oviposicao, 3° e 4° instar.

4.2.4 Analises bioquimicas
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O extrato para as enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) consistiu
em pesar 200 mg de folhas frescas pulverizadas em nitrogénio liquido,
homogeneizada com 10 mL de tampédo fosfato de potassio a 0,2 M (pH 6,7). As
amostras foram centrifugadas (Hettich, modelo Mikro 220R) (6000 x g por 15 min a
5°C) e logo apds, o sobrenadante foi retirado e armazenado em vidro ambar em
freezer -20°C.

A atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) seguiu o método de Lima,
Brasil e Oliveira (1999). A reacéo foi parada em agua quente a 85-90°C, por 1 min. As
leituras foram realizadas em a 505 nm, e atividades da POD expressa em pmol H20:2
decomposto.min'.g"' MF-'. Para a Polifenoloxidase (PPO, EC 1.10.3.1) a metodologia
seguida foi de Kar e Mishra (1976) com modificagdes. A reagéo consistiu em 300 uL
do extrato enzimatico e 1,85 mL de catecol 0,1M. Em seguida, os tubos foram
direcionados ao banho maria (30°C) por 30 min. Para parar a reagao utilizou-se agua
quente a 95°C por 1 min. Os resultados foram expressos em umol catecol
transformado em min-'.g"' MF-'.

O extrato utilizado para a quantificagdo da enzima superoxido dismutase (SOD,
EC 1.11.1.6), consistiu em pesar 200mg de folhas frescas maceradas em nitrogénio
liquido, a qual foram adicionados 5 mL de fosfato de potassio 100 mmol. L' (pH 7,5)
suplementado com 0,372 g EDTA tetrassodico,0,462 g DTT, 0,300g PVPP. Em
seguida, homogeneizada em vortex e centrifugadas (6000 x g a 4°C) por 25 min. O
sobrenadante foi armazenado em vidro ambar em freezer a -20°C.

Quanto a atividade da enzimatica Superoxido dismutase (SOD) seguiu-se a
metodologia de Sun, Oberley e Li (1988) com modificagdes. Areacao foi realizada em
temperatura ambiente (25°C), em camara com lampadas fluorescentes (20W) por 10
min, sendo a reagao paralisada com o desligamento das lampadas (GIANNOPOLITIS;
RIES, 1977). As leituras foram realizadas em 560 nm, e a atividade da enzima
determinada com base na inibicdo da reducédo do cloreto de nitro azul de tetrazélio
(NBT). A atividade da SOD foi expressa em U de atividade. g"' MF-'.

4.2.4.1 Fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado conforme a metodologia de Singleton e
Rossi (1965). A reacao foi incubada no escuro por 30min, e as leituras realizadas em
absorbancia a 725 nm. Os teores de fendis totais foram expressos em equivalente de

acido galico (mg EAG) por 100g de massa fresca (mg EAG. 100g-'. M.F-").
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4.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos as analises exploratérias para avaliar as
pressuposi¢coes de normalidade dos residuos (SHAPIRO, 1965) e a homogeneidade
de variancia dos tratamentos (BARTLETT, 1937), e comparados pelo teste de Scott
Knott a 5% de significancia. Os dados do teste de escolha (N° de ovos.planta™) e
parametros bioldgicos (ovos e N1) foram transformados (x=vx) para atender os
pressupostos da ANOVA.

As analises bioquimicas foram submetidas a ANOVA, sendo os tratamentos
comparandos pelo teste de Scott Knot a 5% de probabilidade, utilizando software o
AGROESTAT (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015). Para a andlise de
componente principal (PCA) e analise de Cluster Aglomerativa Hierarquica (CAH)

utilizou-se o software Xlstat Student versao 2021 (https://www.xIstat.com/en/).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Teste de preferéncia de oviposigao e parametros bioldgicos

N&o foram observadas diferencas significativas quanto ao nimero de ovos por
planta, numero de adultos por planta e indice de atratividade nas plantas tratadas com
Stimulate® (Tabela 1).

Tabela 1l - Numero de ovos, numero de adultos, indice de atratividade (1A) (Média
+ DP) e classificacdo de atratividade sob aplicacdo de biorregulador
(Stimulate®) na preferéncia de B. tabaci MED em plantas de pimentéo
(Capsicum annuum L.)

N° Ovos.planta?  N°de Adultos.planta! 1A
4,62 (22,75) +1,14 a 17,25+11,35a  1,00+0,36 a

Controle (0 L/ha'?)

0,25 L/hat 3,54 (15,25) £1,27 a 14,25+8,59 a 0,91+0,30 a
0,5 L/hat 3,41 (12,50) £1,68 a 18,00+6,60 a 1,05+0,25 a
0,75 L/hat 3,85 (21,25) £2,20 a 8,75%4,71 a 0,78+0,21 a
1,0 L/hat 3,20 (10,75) £0,41 a 18,75+9,11 a 1,10+0,27 a
1,25 L/hat 4,30 (18,75) +0,53 a 16,7545,94 a 1,08+0,19 a
CV (%) 38,94 56,30 30,02

Média seguidas de mesma letra na coluna, ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Scott
Knott a 5%. Os dados de N° ovos.plantae N° de Adultos.planta foram transformados pela equacéo
x=Vx. Dados n&o transformados dentro dos parénteses.

Os insetos herbivoros escolhem a planta hospedeira por meio de varios fatores,
sendo os principais o teor nutricional e o sistema de defesa das plantas. No entanto,
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a mosca-branca diferente dos demais insetos ndo atendem a teoria da oviposi¢céao
ideal, em que a mae escolhe a planta de acordo com o melhor desenvolvimento da
prole, mas sim, buscam plantas que proporcionem condicdes favoraveis ao
desenvolvimento dos insetos adultos. Dessa forma, verifica-se que nas variaveis
analisadas, as plantas controle e tratadas com biorregulador ndo apresentaram
caracteristicas de antibiose e antixenose (Tabela 1), ndo interferindo na atratividade
dos insetos pela planta hospedeira, visto que os fatores fisicos, quimicos, ou a mistura
de ambos s&o importantes no processo de escolha (BERNAYS; CHAPMAN, 1994,
GRIPENBERG et al., 2010; JIAO et al., 2012; MITCHELL et al., 2016).

Quanto a biologia dos insetos, houve diferenca estatistica apenas na duracao
do periodo de ovo, ndo havendo diferenca nos demais parametros analisados (Tabela
2).

Tabela 2 - Duracéo dos estadios de desenvolvimento dos insetos de B. tabaci
MED sob aplicacdo de biorregulador (Stimulate®)

Biologia (Dias)

Ovos N1 N2 N3 N4 Ciclo total
Controle 2,3;&58,%8) 1’53515’2612) 5’9421'79 6'3522’08 3,62+0,54a 2281124 a
0,25 L/ht 2’58' g’fj) 1’25’(()12’24) 6’7121'12 5'4720’53 411%0,88a  23,62+0,85a
0,5 L/h1 2’58551'%9) 1’28’(()16’20) 6’8121'07 6'3921’11 370t1,29a  23,68+0,77 a
0,75 L/h 2’58'%9;) 1&8’%29) 4’8821'20 5'9121’18 3,79¢1,09a 22,78+ 0,66 a
1,0 Lih? 2’;3,(()1’?) 1'387 (L2l) - 53012l 5672086 3514050a  2300:054a
1,25 L/ht 2’538223) 1'587817’0616) 5’4420'29 6'1831’18 3,79+1,14a  2351:1,13a
CV (%) 5,79 12,51 22,42 22,91 27,99 4,25

Média seguidas de mesma letra na coluna, ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Scott
Knott a 5%. Os dados de ovos e N1 foram transformados pela equacdo x=vx.

O periodo de ovo teve maior tempo de incubacdo nas plantas com dosagens
de 1 L. h't, porém néo diferiu estatisticamente dos tratamentos com as dosagens 0,25
L. ht, 0,75 L.ha?, 1,25L. h' (Tabela 2). No entanto a dosagem de 1,0 L.h?
proporcionou maior periodo de incubacao superior a 12 e 13 % quando comparada as
plantas controle (sem aplicacdo) e com a dosagens de 0,5 L.h%, respectivamente.

Os estadios ninfas de N1 a adulto ndo apresentaram diferenca estatistica entre
os tratamentos analisados (Tabela 2). Isso pode estar relacionado ao crosstalk entre
0s hormonios vegetais, pois citocinina e auxina podem atuar de modo antagdnico, ou

seja, uma regula a agédo da outra, e a citocinina pode interferir negativamente no



102

transporte de auxina, regulando a atividade do meristema na raiz (MARHAVY et al.,
2011). No entanto, o antagonismo s6 ocorre caso ndo haja um equilibrio entre esses
horménios (RODRIGUEZ-VILLALON; HARDTKE, 2014). Outra provavel resposta
pode estar ligada a prole, mas a geracao F1 n&o foi analisada, isso porque quando 0s
horménios sdo analisados separadamente interferem tanto nos parametros biolégicos
guanto fisiolégicos dos insetos (ABDELLAOUI et al., 2015)

Trabalhos que abordam o uso de reguladores de crescimento vegetal em
insetos-praga vem sendo realizados com a finalidade de descobertas de novas taticas
de manejo. Em Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) a
suplementacao com acido indol-3-acético (IAA) (auxina) em dieta artificial sob baixas
concentracOes favoreceu a fertilidade do inseto praga, e ndo interferiu na longevidade
do adulto, peso, tamanho e razéo sexual do inseto (UCKAN; OZBEK; ERGIN, 2015).
Em Locusta migratoria migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae), fémeas
adultas na fase pré- oviposicional foram influenciadas negativamente na fecundidade
e fertilidade dos ovos (ABDELLAOUI et al., 2015). Além disso, dependendo da dose
de GAS3 os insetos apresentaram toxicidade e dificuldade para realizar a exuviacao,
causando a morte dos insetos (ABDELLAOUI et al., 2013).

Desta forma, de acordo com os dados acima descritos, verificou-se que a
aplicacao de Stimulate nao interferiu na atratividade e biologia dos insetos na geracéo
paternal de insetos em laboratério, tendo como provaveis justificativas um crosstalk

entre os hormonios, ou a auséncia de estudos na geragéo F1.

4.3.2 Aspectos bioquimicos do pimentéo

As plantas de pimentéo tratadas com diferentes dosagens de biorregulador
apresentaram interacdo instar versus doses em todas as variaveis bioquimicas
analisadas (Tabela 3).

Desdobrando a interagdo quanto a atividade da superoxido dismutase, instar
dentro de doses na oviposicao, verificou-se que a dosagem de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,25
L.hal apresentaram maior atividade quando comparada demais dosagens. Em N4,
as dosagens 0,50 e 0,75 L.ha! tiveram maior atividade enzimatica, mas nado diferiram
estatisticamente da dosagem 0,25 L.hat.

Por outro lado, desdobrando-se dose dentro de instar, verificou-se que as
dosagens 1,0 e 1,25 L.ha! apresentaram maior atividade da enzima SOD, porém nao

diferiram do tratamento controle na oviposicdo e N3 (Tabela 3).



103

Tabela 3 - Influéncia da aplicacdo de biorregulador Stimulate® em plantas de

pimentdo infestadas com Bemisia tabaci MED

Doses
Controle 0,25 L.ht 0,50 L.ht 0,75 L.h? 1,0 L.ht1 1,25 L.ht1
Superéxido Dismutase
Oviposicao 60,54 bA 60,06 aA 61,68 aA 59,65 aA 59,21 bA 60,63 Aa
N3 62,42 aA 59,11 aB 59,00 aB 60,14 aB 61,54 aA 61,07 Aa
N4 59,13 bB 59,10 aB 62,04 aA 60,62 aA 60,07 bB 58,85 Bb
CVlinha 1,28
CVCquna 1,66
Peroxidase
Oviposicao 0,56 aB 0,29 bC 0,27 aC 0,67 aA 0,32 hC 0,48 Ab
N3 0,39 bB 0,52 aA 0,35 aB 0,45 bA 0,5aA 0,31 Bb
N4 0,66 aA 0,55 aB 0,37 aC 0,33 cC 0,6 aA 0,49 Ab
CVlinha 13,01
CVCquna 14,97
Polifenoloxidase
Oviposicao 1627,52 aA 1409,40aB 869,69bC  868,05aC 548,66 cD 1346,09 aB
N3 1104,60 bA 747,90 cB 817,61 bB 808,47 aB 1082,17 aA 990,92 bA
N4 1117,29 bA 1131,68 bA 1164,35aA 779,72 aB 881,55 bB 1076,19 bA
CVLlinha 11,84
CVCquna 7,47
Fendis Totais

Oviposicao 264,93 aB 293,74 aB 321,19 bA 268,95 bB 312,96 aA 339,84 bA
N3 274,02 aB 310,40 aA 301,66 bB 286,19 bB 327,99 aA 335,48 bA
N4 271,01 ab 288,26 aD 349,99 aB 351,97 aB 321,63aC 438,54 aA
CVLinha 5,51
CVCquna 5,43

Média seguidas de mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scoot Knott a 5%.

Legenda: N3 — 3° instar; N4 — 4° instar. Superoxido dismutase (SOD) (U de atividade. g MF?1),
Peroxidase (POD) (umol H202.mint.g* MF); Polifenoloxidase (PPO) (umol catecol.min't.g’? MF); Fendis
totais (mg de EAG.100g MF?)

A enzima SOD é essencial na avaliagéo da resisténcia ao estresse em plantas,
pois é a primeira na via de defesa das plantas por auxiliar na desintoxicacdo de
moléculas de superoxido, atuando na transformacgéo de superéxido em perdxido de
hidrogénio e oxigénio. Desta forma, as plantas tratadas com biorregulador Stimulate
na dosagem de 1,25 L.ha-1 apresentou maior atividade enzimatica na oviposi¢ao e
N3, mas néo diferiu do tratamento controle e 1,0 L.ha-1, sendo que altos niveis de
SOD sao importantes por indicar uma resposta defensiva em plantas quando atacadas
por B. tabaci MED, visto que a transformacédo de superoxido em peréxido de
hidrogénio, tendo papel importante na percepcdo da planta quanto ao ataque de
insetos e ativacao das respostas hipersensiveis (RH). Além disso, cabe ressaltar que

o terceiro instar é considerado o que causa maiores danos as plantas hospedeiras
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devido a succao continua de seiva do floema, deixando a planta debilitada, e altos
niveis de superoxido dismutase podem auxiliar as plantas na reducdo ao estresse
causado pelos insetos, pois altos niveis de SOD séo observados em plantas menos
susceptiveis ao inseto-praga (MITTLER, 2002; KAUR; SALH; SINGH, 2017,
BONAVENTURE, 2018).

Quanto a atividade da Peroxidase (POD), d esdobrando a interacdo instares
versus doses, verificou-se que na oviposi¢ao as dosagens 0,5, 0,75 e 1,25 L.ha-1
apresentaram maior atividade enzimatica, porém houve diferenga quanto ao controle.
Para N3, as dosagens 0,25, 0,50 e 1,0 L.ha-1 apresentaram os melhores resultados
para a atividade da enzima POD. Todavia em N4, apenas a dosagem 0,75 L.ha-1
apresentou baixa atividade enzimatica. Em contrapartida, observando-se doses
versus instar, verificou-se que as dosagens 0,75 e 1,0 L.ha-1 apresentaram o0s
melhores resultados entre os instares analisados (Tabela 3).

A enzima POD é correlacionada em varios processos fisioldgicos, desde
lignificacdo, suberizagdo, metabolismo de auxina, entre outras fungdes, e aumentos
na atividade dessa enzima pode favorecer a lignificacdo das folhas, dificultando a
alimentacdo das moscas-brancas. Atrelando a isso, verificamos que tanto a dosagem
0,75 e 1,0 L.ha* apresentaram alta atividade enzimatica, o que favorece a reducéo da
colonizacdo das plantas, pois tecidos mais rigidos sd8o menos propicios ao
desenvolvimento das proles. Além disso, a peroxidase pode atuar transformando
fendis em quinona, composto téxico e menos nutritivo aos insetos (CIPOLLINI, 1997,
ZIMMERLIN et al. 1994; WAR et al., 2012).

Quanto a atividade da polifenol oxidase (PPO), doses dentro instar, verificou-
se que o tratamento controle apresentou maior atividade da PPO, mas nao diferiu da
dosagem de 0,25, 0,75, 1,0 e 1,25 L.ha* na oviposicdo. Quanto ao instar N3, analisou-
se que 0,75, 1,0 e apresentaram maior atividade enzimatica quando comparada ao
controle e aos demais tratamentos. Em N4, as plantas tratadas com as dosagens 0,5
e 0,75 L.ha'! tiveram mais atividade da PPO.

Da mesma forma, instar dentro de dose, verificamos que as plantas controle
apresentaram maior atividade enzimatica ao comparar aos demais tratamentos
(Tabela 3).

A producdo de PPO na oviposicdo de B. tabaci MED, esta relacionado as
respostas hipersensiveis das plantas, que possibilitam a antecipacao da defesa antes

da ecloséo dos ovos, assim, 0s insetos recém emergidos encontraram local menos
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nutritivo para alimentar-se, causado pela transformacéo de fendis totais em quinonas
reativas. Além disso, a enzima POD junto a PPO oxidam fendis em quinona, ou seja,
compostos menos nutritivos, reduzindo a infestacdo (BANDOLY; HILKER,;
STEPPUHN, 2015; WAR et al., 2012).

O papel dos fitohorménios na reducéo do estresse é bem documentada. Em C.
vulgares sob condicfes de estresse salino apresentou maior producdo de enzimas
antioxidantes (peroxidase, catalase, superéxido e ascorbato). Em trigo sob estresse
salino, a aplicagdo exdgena de &cido giberélico favoreceu a atividade da rubisco
carboxilase em 58,03% e a atividade das enzimas antioxidantes como peroxidase e
superéxido. Quanto a Mamona (Ricinus communis L.) a aplicacdo ecxogena de
giberelina (GA3) favoreceu a atividade das enzimas POD, SOD e CAT
(PIOTROWSKA-NICZYPORUK; BAJGUZ, 2014; JIAO et al., 2019).

Desdobrando a interacdo quanto ao teor de fendis totais, instar dentro de
dosagem, verificou-se que a dosagem 0,25, 1,0 L.ha! apresentaram maior atividade
enzimatica na oviposicdo e N3, porém ndo diferiram do tratamento controle. Do
mesmo modo, desdobrando dosagem dentro de instar, verificamos que a dosagem de
1,25 L.ha! apresentou maior teor de fendis totais (Tabela 3)

A producéo de compostos fendlicos pelas plantas quando atacadas é explicada
como uma barreira de defesa contra a alimentacdo dos insetos. Neste sentido, as
plantas quando atacadas por MED sob aplicacdo de biorregulador Stimulate
apresentaram maior producdo de compostos fendlicos ao comparar as plantas
controle (HELMI; MOHAMED, 2016; PERRING et al., 2018).

Os compostos fendlicos inibem a alimentacdo dos insetos devido a a
capacidade de interagir com proteinas formando compostos néo digeriveis, liberando
espécies reativas de oxigénio no intestino dos mesmos, desencadeando reacdes em
cadeia que resultaram na morte dos insetos (HARBORNE, 1999; HELMI; MOHAMED,
2016).

4.3.2.1 Analise de componente principal (PCA)

Com o objetivo de estabelecer um modelo descritivo para agrupamento dos
niveis de superoxido dismutase, peroxidase, polifenoloxidase e fendis totais em
amostras de pimentéo infestado com B. tabaci MED tratadas com diferentes dosagens

do biorregulador Stimulate®, optou-se pela utilizagdo da andlise de componentes
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principais (PCA) por proporcionar melhor comparacao e visualizagdo dos dados. Na
oviposicao, a variacao total dos dados explicados pela PCA foi de 78,53%, sendo
45,68% do PC1(componente principal 1) e 32,85% do PC2 (componente principal 2)
(Figura 1).

Tanto a enzima superoxido como os fendis totais ocorreram no PCl+
(componente principal 1, quadrante positivo), que corresponde a 45,68% da variacao

total dos dados, separando as dosagens aplicadas (Figura 1 A).

Figura 1 - Projecdo bidimensional e pontuacéo de fendis totais e das enzimas
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) em
pimentao infestados por B. tabaci MED tratados com diferentes dosagens de
biorregulador (Stimulate®). tratamentos sdo representados por pontos que
correspondem as diferentes dosagens (0 (controle); 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25
L.hal) do biorregulador o estagio de Oviposicéo (Figura 1.A). Agrupamento

das doses quanto ao grau de similaridade (Figura 1.B)
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Quanto a atividade da enzima SOD, as plantas tratadas com as dosagens 0,25;
0,5 e 1,25 L.ha?! apresentaram os maiores resultados para SOD, enquanto que a
dosagem de 1,0 L.ha-1 apresentou maior producdo de Fendis totais. Quanto as
plantas controle, verificou-se que as mesmas apresentaram maiores resultados para
POD e PPO (Figura 1.A).

Todavia, o grafico dendrograma demonstra que as dosagens 0,5, 0,75 e 1,0
L.ha! sdo similares de acordo com as variaveis analisadas (Figura 1.B), o que indica
gue ambas as dosagens podem auxiliar na reducao do estresse provocado por B.
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tabaci MED por favorecer mais producao das enzimas antioxidantes (POD e SOD) e
aumento no teor de fendis totais. Essas caracteristicas favorecem a reducédo da
infestacdo dos insetos em campo e ainda dao suporte contra o estresse causado pela
alimentacao destes insetos pragas.

Quanto a PCA no estagio N3 de desenvolvimento de B. tabaci MED, a variacao
total dos dados explicados pela PCA € de 76,74%, em que 50,91% é respondida pelo
PC1 e 25,83% por PC2 (Figura 2.A). As variaveis fendis totais, PPO e SOD constituem

a PC1, sendo a SOD presente no PC1 — (componente principal 1, quadrante negativo).

Figura 2 - Projecao bidimensional e pontuacao de fendis totais e das enzimas
superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) em
pimentao infestados por B. tabaci MED tratados com diferentes dosagens de

biorregulador (Stimulate®). Os tratamentos séo representados por pontos que

correspondem as diferentes dosagens (0 (controle); 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25
L.ha') do biorregulador no estagio de oviposicédo (Figura 2.A). Agrupamento

das doses quanto ao grau de similaridade (Figura 2.B)
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Quanto as dosagens analisadas verificou-se que as plantas tratadas com 1,0 e
1,25 L.hat apresentaram maior producéo de fendis totais e maior atividade da enzima
polifenoloxidase (PPO). Enquanto que o controle apresentou maior producao de
superoéxido dismutase (SOD) (Tabela 3; Figura 2.A).

Quanto ao dendrograma, as dosagens 1,0, 1,25 L.ha-1 e o controle foram
agrupados no mesmo grupo devido ao grau de similaridade demostrando que ambos

os tratamentos apresentam um grau de similaridade (Figura 2.B).
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Dentre os dados acima descritos, de maneira geral, verificou-se que as plantas
tratadas com a dosagem de 1,0 L.hat apresentou os melhores para as variaveis fenoéis
totais, superoxido dismutase (SOD) e polifenoloxidase (PPO), proporcionando as
plantas menor estresse causado pela mosca-branca B. tabaci MED, possibilitando

uma maior producéo e expressao genética das plantas tratadas.

4.4 CONCLUSAO

A aplicacao com biorregulador Stimulate nao interferiu na atratividade e biologia
de B. tabaci MED. No entanto, trabalhos futuros devem ser realizados na geracgéo F1,
pois apesar de ndo apresentar resultado na geracao paternal, as plantas tratadas com
biorregulador na dosagem de 1,0 L.ha-1 proporcionou boa producédo de enzimas
antioxidantes e maior producéo de fendis totais. Essas caracteristicas possibilitam a
planta tratada maior resisténcia ao estresse bidtico, e os altos niveis de cmpostos
fendlicos podem transforma-se em quinonas pela acdo da PPO, liberando espécies
reativas de oxigénio no intestino dos mesmos, desencadeando reagbes em cadeia

gue resultaram na morte dos inseto-praga.
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CONSIDERACOES FINAIS

As plantas infestadas pela espécie criptica MED apresentaram maior dano ao
aparato fotossintético, influenciando na atividade da rubisco, afetando a producéo de
fotoassimilados, e consequentemente, a producdo de biomassa. Quanto aos
pardmetros bioquimicos, as plantas de tomateiro no estadio fenolégico vegetativo
foram mais susceptiveis aos danos causados por B. tabaci MEAM1, devido a
capacidade deste inseto-praga em suprimir mecanismos de defesa das plantas.

No entanto, quanto ao tomateiro na floracdo, verificamos que as plantas
infestadas por B. tabaci MED podem ter apresentado uma resposta hormonal ao
ataque deste inseto. Em que, a producéo de ABA provocou a redugéo da condutancia
estomatica, transpiracao e concentracdo interna de CO2, e consequentemente maior
eficiéncia do uso da agua (EUA). Todavia, para o parametro bioguimico, resultados
semelhantes ao tomateiro no estadio vegetativo foram analisados, em que, B. tabaci
MEAML1 reduziu a atividade da enzima POD, e por ela participar da sintese de lignina
na parede celular, a menor atividade pode resultar em tecidos menos lignificados.

Portanto, diante dos dados expostos, verificamos que ambas as espécies
cripticas (MED e MEAML1) interferiram nas plantas de tomateiro, independente do
estadio fenoldgico avaliado.

Neste sentido, o conhecimento destes dados explica a maior preferéncia de B.
tabaci MEAM1 em plantas de tomateiro, isso porque, com a reducéo da atividade da
POD, os tecidos do vegetal podem apresentar-se menos lignificados. Provavelmente,
a capacidade de contornar o sistema de defesa em plantas de tomateiro por MEAM1
em comparacdo a MED esteja relacionado ao tempo de invasdo no pais. Na qual,
MEAML1 foi relatada pela primeira vez no Brasil na década de 90, e MED apenas em
2014. Assim, MEAML1 teve mais tempo para adaptar-se, e portanto, desenvolver
estratégias que contornem as respostas da planta de tomateiro.

Quanto ao uso do biorregulador Stimulate® no manejo de B. tabaci MED, o0 mesmo
nao interferiu na escolha do hospedeiro e biologia dos insetos. Quando analisado a
nivel de planta, Stimulate® favoreceu a producdo de enzimas que auxiliam na

tolerancia ao estresse causados pelos insetos.
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