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BRUGNEROTTO, Marco dos Reis. Acido salicilico em sementes de tomateiro
afeta enzimas de resisténcia, zingibereno e ocorréncia de mosca-branca
(Bemisia tabaci). 2018. 43 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

O tomateiro é atacado por pragas durante seu ciclo e uma delas € a mosca—branca,
Bemisia tabaci (Gennadius). Seu controle é feito com inseticidas sintéticos que
podem causar inumeros problemas. Alternativas no controle de pragas séo
demandadas pelos agricultores e, como uma das formas de defesa é a resisténcia
da planta, esta defesa pode ser induzida. A aplicagdo de substancias exégenas
podem induzir a defesa ativando o metabolismo secundario e produzindo
substancias como zingibereno que podem alterar o comportamento de insetos—
praga. Assim, observou—se efeito da aplicacdo do acido salicilico (SA) na producéao
de enzimas relacionadas a resisténcia, teor de zingibereno e incidéncia de mosca—
branca. Foram utilizadas sementes de tomate Santa Clara tratadas com
concentraces 2 g.L ™}, 4 g.L™, 6 g.L ", 8 g.L™!, 10 g.L™* de 4cido salicilico e controle
(0 g.L™"). Apés 55 dias do plantio foram quantificados proteinas totais soliveis,
atividade das enzimas catalase, peroxidase, fenilalanina amonia—liase, teor de
zingibereno nas folhas. A seguir, as plantas foram acondicionadas em ambiente
com alta infestacdo da mosca—branca. Trés dias ap0s a infestacdo, foram avaliados
0S ovos e adultos de moscas—brancas. Os tomateiros apresentaram diminuicdo no
teor de proteinas totais sollveis, aumento na atividade das enzimas catalase,
peroxidade e fenilalanina amonia—liase. O teor de zingibereno apresentou elevacgao
proporcional a concentracdo de SA. Na contagem de adultos e ovos de mosca—
branca, ambos mostraram diminuicdo. Assim, a aplicacdo de &cido salicilico
estimulou a resisténcia sistémica, aumentou os teores de zingibereno, o que reduziu
0 numero de adultos e ovos da mosca—branca.

Palavras—chave: Aleloquimico. Resisténcia sistémica induzida. Metabdlito
secundario. Terpeno.



BRUGNEROTTO, Marco dos Reis. Salicylic acid in tomato seeds affects
resistance enzymes, zingiberene and occurrence of whitefly (Bemisia tabaci).
2018. 42 p. Dissertation (Master's degree in Agronomy) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The tomato is attacked by pests during its cycle and one of them is the whitefly,
Bemisia tabaci (Gennadius). Its control is made with synthetic insecticides that can
cause numerous problems. Alternatives in pest control are demanded by farmers and
as one of the forms of defense is plant resistance, this defense can be induced. The
application of exogenous substances can induce the defense by activating the
secondary metabolism and producing substances like zingibereno that can alter the
behavior of insect. Thus, the effect of salicylic acid (SA) on the production of
enzymes related to resistance, zingiberene content and whitefly incidence was
observed. Santa Clara tomato seeds treated with concentrations 2 g.L™*, 4 g.L™, 6
g.L™, 8g.L™, 10 g.L™ of salicylic acid and control (0 g.L™) were used. After 55 days
of planting were quantified total soluble proteins, activity of catalase enzymes,
peroxidase, phenylalanine ammonia—lyase, zingiberene content in the leaves.
Afterwards, the plants were conditioned in an environment with high infestation of the
whitefly. Three days after infestation, eggs and adults of whiteflies were evaluated.
The tomato plants showed a decrease in the total soluble protein content, an
increase in the activity of the catalase, peroxidase and phenylalanine ammonia lyase
enzymes. The zingiberene content presented a proportional increase in the
concentration of SA. In the adult and whitefly eggs count, both showed a decrease.
Thus, the application of salicylic acid stimulated the systemic resistance, increased
the levels of zingiberene, which reduced the number of adults and eggs of the
whitefly.

Keywords: Allelochemical. Induced systemic resistance. Secondary metabolite.
Terpene.
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1 INTRODUCAO

O tomate vem sendo cultivado ha séculos, tendo sido inicialmente
constatado na América do Sul (POLSTON; ANDERSON, 1999). O Brasil € oitavo
maior produtor e sétimo no processamento de tomate (CAMARGO FILHO, 2001).
Entretanto, a incidéncia de pragas e doengas limita a produtividade da cultura
(LOPES et al., 2000; FRANCA et al., 2000).

Algumas das pragas de importancia relevante para o tomateiro
podem ser os vetores de viroses, lepidépteros, acaros e coleopteros. Um dos mais
importantes vetores de viroses englobam os insetos sugadores como pulgdes, tripes
e a mosca—branca Bemisia tabaci (Gennadius) Biotipo B, que causam danos diretos
pela succdo da seiva e indiretos pela transmisséao de virus (ALVARENGA, 2012).

A mosca—branca é uma das principais pragas, e seu controle é
dificultado por se hospedar na face abaxial das folhas (VILLAS BOAS et al., 1997).
Podem ocasionar perdas de até 100% na producdo de tomate, causando danos
diretos como amarelecimento irregular dos frutos e alteracbes na consisténcia da
polpa (CARNEIRO et al., 1999; GALLO et al., 2002).

Patégenos e insetos frequentemente atacam plantas. Porém, como
as plantas ndo apresentam anticorpos para realizar defesa, acabaram
desenvolvendo, durante séculos de evolucdo, mecanismos de defesa que, quando
ativados, respondem de forma adequada e adaptativa (PIETERSE et al.,, 2005;
SHEWRY; LUCAS, 1997; WIT, 2007).

As defesas das plantas ndo sao ativadas somente por contato com
patdgenos e insetos, mas também podem ser induzidas como respostas a estresses
abidticos ou bidticos (KARBAN, 1997). Estas defesas induzidas garantem, para as
plantas, vantagens, uma vez que diminuem o tempo de resposta e aumentam a
resisténcia aos ataques de insetos e patégenos (AGRAWAL et al., 1999), podendo
ser induzidas pela aplicacdo de substancias quimicas que simulam o efeito de
infec¢d@o por patogéno, como o acido salicilico (VAN LOON, 1985).

Como resposta a essa inducédo de defesa, metabolitos secundérios
sao produzidos, e entre eles esta o zingibereno, relacionado a defesa do tomateiro,
e 0 aumento desse terpeno pode ser ocasionado via aplicacdo de estimuladores
envolvidos no sistema de defesa das plantas (FRANCESCHI et al., 2002).
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Existem algumas substancias quimicas como acibenzolar—-S—metil,
acido jasmonico, acido giberélico e o acido salicilico, onde suas aplicacdes podem
estimular a inducdo da defesa em plantas, bem como a producdo de metabdlitos

secundarios.
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2 OBJETIVO
Determinar o efeito de diferentes concentracfes de acido salicilico,

aplicados via tratamento de semente em tomateiro, sobre a incidéncia e oviposi¢ao

de mosca—branca.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TOMATEIRO

3.1.1 CondicBes e Caracteristicas Gerais

O tomateiro pertence a familia Solanaceae e género Solanum,
considerada uma dicotiledonea. Inicialmente o tomate foi classificado como Solanum
lycopersicum e incluido no mesmo género da batata inglesa (Solanum tuberosum).
Passado algum tempo foi decidido que o tomate deveria pertencer ao género
Lycopersicon, e assim passando a ser conhecido como Lycopersicon lycopersicum
e, em seguida, Lycopersicon esculentum. Atualmente o tomate é classificado como
Solanum lycopersicum (PERALTA; SPOONER, 2001).

No Brasil, sdo utilizados cerca de 64 mil hectares que rendem
aproximadamente 4,4 milhdes de toneladas de tomate (IBGE, 2018), sendo uma
cultura de elevada importancia econdmica e social, gerando até 5 empregos diretos
por hectare (MEDEIROS; VILELA; FRANCA, 2006).

A planta suporta temperaturas de 10°C a 34°C, tendo como ideal
21°C, locais de baixa precipitacdo e umidade relativa (GIORDANO; ARAGAO;
BOITEUX, 2003), tem preferéncia por solo profundo areno-argiloso apresentando
3% de matéria organica (FONTES, 2000).

O tomateiro apresenta grande diversidade de variedades e atinge,
em meédia, dois metros de altura. A primeira colheita pode acontecer entre 45 e 55
dias apdés a florescéncia, tendo formas, tamanhos e cores variadas de fruto
dependendo da cultivar (NAIKA et al., 2006).

O consumo de tomates contribui para manutencédo da saude, pois
sdo ricos em vitaminas, aminoacidos essenciais, aclUcares e fibras dietéticas,
apresentando grandes quantidades de vitaminas B e C, ferro e fésforo, sendo que o
tomate amarelo contém maior teor de vitamina A e o tomate vermelho contém
licopeno que atua na prevencao de cancer (NAIKA et al., 2006).

O tomate produzido no Brasil é direcionado para 0 consumo in
natura e a industria de processamento, onde a producédo é contabilizada de maneira
geral para os dois segmentos. De acordo com a FAO (Organizacdo das NacgOes

Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura), foram produzidos 170 milhdes de
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toneladas com area total de cultivo de 5 milhdes de hectares e produtividade de
aproximadamente 34 toneladas por hectare (FAO, 2014).

O Sudeste e Centro—Oeste sao as regibes que apresentam maior
importancia com relacdo a producdo de tomate industrial no Brasil. Em 2008, o
Estado de Goias produzia cerca de 29,7% da producdo nacional, seguido por Sao
Paulo (19,9%) e Minas Gerais (12,0%). Esses trés estados somavam
aproximadamente 62% do volume total produzido no pais (BRITO; CASTRO, 2010).

3.1.2 Principais Pragas do Tomateiro

As plantas cultivadas estdo suscetiveis a pragas e doencas, e
algumas pragas acabaram desenvolvendo tolerancia ou resisténcia a certas
substancias, assim recomenda—se praticas alternativas como Manejo Integrado de
Pragas (MIP) que engloba o uso de produto quimicos néo prejudiciais (NAIKA et al.,
2006).

Ha insetos—praga que além de causar danos mecanicos nas plantas
sdo vetores de doengas. Entre esses insetos estdo os pulgbes (Aphidae), tripes
(Thripidae), acaros (Tetranychus spp.) € a mosca—branca (Bemisia tabaci) (NAIKA et
al., 2006).

Tais insetos podem vir de fora da lavoura e, em pouco tempo,
infestar toda cultura, e folhas danificadas acabam tornando—se mais suscetiveis a
doencgas bacterianas e fungicas (NAIKA et al., 2006).

Pulgbes atuam colonizando brotos das plantas, sugando seiva e
causando deformacfes apicais, excretam substancias acucaradas na superficie das
folhas e frutos permitindo desenvolvimento da fumagina (NAIKA et al., 2006).

Os tripés apresentam comprimento de apenas 0,5 até 2 mm,
apresentam asas, ovipositam nas folhas, com surgimento de larvas apés 10 dias da
oviposicdo. As larvas e os tripes adultos sugam a seiva das folhas, provocando o
aparecimento de manchas prateadas na superficie das folhas afetadas. Os tripes
adultos depositam exsudatos nas folhas, onde algumas espécies tripes sao vetores
do virus do bronzeamento do tomateiro (NAIKA et al., 2006).

Os acaros sao pequenos insetos araneiformes, com tamanho inferior

a um 1 mm, de cor amarela a vermelha ou laranja. P6em ovos no lado inferior das
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folhas, e as larvas e os insetos adultos sugam a seiva das folhas, tornando—os
amarelos e secos. Os acaros podem fazer uma teia de fios finos, semelhantes a teia
de aranha, e durantes as estacdes mais secas que os danos causados pelos &caros
sao mais graves (NAIKA et al., 2006).

As moscas—brancas causam problemas durante estacfes secas,
algumas medidas podem ser adotadas, em conjunto, para controlar ou reduzir sua
populacdo como estimular a presenca de predadores naturais: usar cultivares que
apresentam algum fator de resisténcia (tricomas e compostos volateis), consorciacao
e uso de inseticidas. A mosca—branca transmite alguns virus como Geminivirus,
além de causar amadurecimento desuniforme causada por toxinas injetadas (NAIKA
et al., 2006).

3.2 MoscA-BRANCA

A mosca-branca (Fig. 1) pertencem a ordem Hemiptera, sub—ordem
Sternorrhyncha e familia Aleyrodidae (GALLO et al., 2002), possuindo
aproximadamente 161 géneros e 1556 espécies catalogadas (MARTIN; MOUND,
2007). A subfamilia Aleyrodinae apresenta Bemisia como o principal género, sendo
o0 mais prejudicial e grandemente distribuido e estudado em todo o mudo (HAJI et
al., 2004).

Sao insetos fit6fagos, sugadores de seiva, apresentam aparelho
bucal do tipo picador—sugador (VILLAS BOAS et al., 1997). As mandibulas e as
maxilas formam um tubo duplo que € inserido até o floema, permitindo a retirada da

seiva elaborada que é utilizada como alimento.
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Figura 1 — Adulto da mosca—branca Bemisia tabaci.

Fonte: Tecnologia & Ciéncia Agropecudaria (2008)

Possui um arranjo diferenciado na regiao do meséntero,
provavelmente resultado da evolucdo por se alimentar de liquidos vegetais. Tal
modificacdo é conhecida como camara—filtro, que consiste em uma camara que
envolve a parte inicial do meséntero com a parte anterior ou posterior do proctodéu.
Assim, o excesso de liquido sugado passa da parte inicial para a final do tubo
digestivo e é eliminado pelo anus em forma de goticulas denominadas “honeydew”,
permitindo que haja succdo de seiva com baixo teor de nutrientes (GALLO et al.,
2002; CAMARGO et al., 2011).

Apresentam metamorfose incompleta, passando pelas fases de ovo,
ninfa (Fig. 2) (I, 11, 11l e IV) e adulto durante o seu ciclo de desenvolvimento (Fig. 3). A
reproducdo pode ser partenogenética ou sexual. Na reproducéo sexual a prole é
constituida por machos e fémeas, ja na partenogenética sdo originados apenas
machos (partenogénese arrenétoca). Os adultos medem de 1 a 2 mm de
comprimento, sendo as fémeas maiores que machos, apresentam dois pares de

asas membranosas recobertas por uma substancia pulverulenta branca.
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Figura 2 — Ninfas de mosca—branca Bemisia tabaci
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Fonte: Embrapa Hortalicas (2006)

O acasalamento ocorre ap0s a emergéncia dos adultos (12 a 48
horas), as fémeas depositam de 10 a 300 ovos durante sua vida, sendo a
fecundidade depende da temperatura e planta hospedeira. Na auséncia de alimento,
a postura pode ser interrompida. Os ovos apresentam formato de péra, comprimento
médio de 0,2 mm, coloracdo amarela nos primeiros dias e marrom préximo a
eclosdo; sdo depositados de modo irregular na parte de baixo das folhas, fixados por
um pedunculo curto (EICHELKRAUT; CARDONA, 1989; SALGUERO, 1992; VILLAS
BOAS et al., 1997; GALLO et al., 2002; QUINTELA, 2004).

A mosca—branca pode ocasionar danos diretos e indiretos. Diretos
pela succdo da seiva e atividade toxicogénica, que promovem amadurecimento
irregular dos frutos, liberagdo de substéncias agucaradas, o que favorece o
desenvolvimento da fumagina que causa reducdo da fotossintese, e indireto pela
transmissdo de virus que afeta a maioria dos processos vitais das plantas,
provocando amarelecimento e deficiéncia no crescimento (SALGUEIRO, 1993).

O controle da mosca—branca é feito através de aplicacfes periddicas
de agrotoxicos. Quando utilizados de forma inadequada, causam problemas ao
ambiente, a satde humana e animal, e selecionam pragas resistentes aos principios
ativos, contribuem para aumento significativo no custo final de produgcao (PICANCO
et al., 2007).

Estudos recentes tém mostrado a eficiéncia de algumas espécies
selvagens de tomateiro na resisténcia a insetos, mediada pela presenca de
substancias quimicas (aleloquimicos), exsudados por tricomas glandulares
(PEREIRA et al.,, 2008) e, entre essas substancias, estdo os acilacucares, 2—
tridecanonas e zingibereno (CARTER; SACALIS; GIANFAGNA, 1988).
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Figura 3 — Ciclo da mosca—branca Bemisia tabaci
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Fonte: Promip (2012)

3.3 RESISTENCIAS DAS PLANTAS A INSETOS-PRAGAS

O tomateiro cultivado no Brasil é atacado por inUmeras pragas. O
potencial de danos das pragas somado a exigéncia de aparéncia do produto exigido
pelo consumidor final faz com que a aplicacdo de agrotoxicos seja necessaria,
aumentando custos de producdo e provocando danos ao meio ambiente,
consumidor e produtor pelos residuos toxicos (LEITE, 2004).

Por mais que ofereca riscos, o controle quimico é utilizado para
combater insetos e pragas que afetam a producdo. Assim, faz—se necessério a
busca de métodos alternativos, como o uso de substancias menos toxicas e que
possam induzir a defesa das plantas, reduzindo a populacdo dessas pragas sem
que perturbe, de alguma maneira, 0 ecossistema e custos para o0 agricultor
(VENDRAMIM, 1990).

Norris e Kogan (1980) relatam que a resisténcia a insetos esta
relacionada a fatores fisicos, como a presenca de tricomas foliares, e quimicos,
como substancias toxicas que alteram o comportamento e/ou metabolismo das

pragas.
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Os tricomas dos tomateiros limitam o0 acesso de insetos a superficie
da planta, devido a tamanho e densidade, ou liberando toxinas assim que o inseto
entra em contato com 0os mesmos, causando antibiose ou efeito deterrente, agindo
de forma mecénica ou quimica (LARA, 1991).

O tomateiro pode apresentar varios tipos de tricomas, sendo eles
glandulares ou nao glandulares, uni ou pluricelulares, células da base diferenciadas
ou nao. O topo é considerado a regido secretora que pode ser uni ou pluricelular. As
células do topo ou cabeca s&o revestidas pela cuticula (ARAGAO; DANTAS;
BENITEZ, 2000; CUTTER,1986), e 0 género Solanum pode apresentar oito tipos de
tricomas (Fig. 4), ndo glandulares (lll, Va, Vb, VIII) e glandulares (I, IV, Vla, Vic, VII,)
(LUCKWILL, 1943).

Os tricomas glandulares secretam exsudatos, tais como flavondides
glicosilados, compostos fendlicos nitrogenados, metil cetonas e sesquiterpenos,
como o zingibereno (LIN et al., 1987; JUVIK et al., 1988).

Figura 4 — Elétron-micrografias de varredura dos tricomas presentes na superficie
abaxial de foliolos de Lycopersicon spp.: 1A) Glandular do tipo IV; 1B)
N&o glandular do tipo Va; 1C) glandular do tipo Vic; 2A) Glandular do
tipo VII; 2B) Nao glandular do tipo IlI; 2C) Nao glandular do tipo Vb; 3A)
Glandular do tipo Vla; 3B) Glandular do tipo I; 3C) Nao glandular do tipo
VI
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RelacGes positivas entre o teor de zingibereno e o0s tricomas
glandulares tipos IV e VI (FREITAS et al., 2002) e resisténcia a pragas, indicam a
possibilidade de obtencdo de tomateiros resistentes através do mecanismo de
selecéo indireta para alto teor de zingibereno (GONCALVES et al., 2006).

Por mais que o tomateiro apresente diferentes tipos de tricomas de
defesa, acaba se mostrando susceptivel a ataque de varios insetos—praga, dentre

elas, a mosca—branca Bemisia tabaci.

3.3.1 Aleloquimicos

Substancias organicas produzidas por plantas que nao fazem parte
do metabolismo primario foram denominadas como metabdlito secundario, tendo
como exemplo o0s sesquiterpenos originados da rota metabdlica do &cido
mevalbnico. (REZENDE; PINTO, 2003). A sintese desses aleloquimicos varia em
qualidade e quantidade de espécie para espécie, local de ocorréncia e ciclo de
cultivo, devido a producao ser ativada por diferentes tipos de ataques e estresses
que as plantas estdo expostas (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os aleloquimicos séo liberados pelas plantas por lixiviacdo e
volatilizacéo, a partir dos tecidos pela exsudacéo por tricomas e decomposicao de
residuos da planta (WEIR; PARK; VIVANCO, 2004). Nas plantas esses compostos
sdo oriundos do metabolismo secundario, € um dos principais grupos de quimicos
sao os terpenos (RIZVI; RIZVI, 1992; SOUZA-FILHO, 2006).

Como os terpenos sdo considerados substancias aromaticas,
acabam sendo volatilizados das folhas e podem ser absorvidos por outras plantas,
atuando sobre plantas vizinhas por meio dos préprios vapores ou condensados no
orvalho, e quando alcangam o solo sdo absorvidos pelas raizes (DIAS DE ALMEIDA
et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios apresentam diferentes efeitos, podendo
ser prejudiciais ou benéficos, isso ira depender do tipo, grupo funcional, propriedade
quimica e concentracdo no meio estudado (BARBOSA et al., 2005; GOLDFARB et
al., 2009).

A producédo dos aleloquimicos, € de grande importancia na acéo

contra ataques, seja pela inibicho destes ou estimulo do crescimento e
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desenvolvimento das plantas. Tais compostos quimicos podem ser usados como
alternativa aos herbicidas, inseticidas e nematicidas (defensivos agricolas), o que
incentiva a pesquisa dessas substancias como substitutos dos mesmos (WALLER,
1999).

Existem véarias substancias indutoras de producdo dos metabolitos
secundarios (Fig. 5) como o acido jasmonico, auxina, etileno e acido salicilico, sendo
que este apresenta atividade fitorreguladora estando envolvido em processos de
desenvolvimento, bem como na resposta da planta a insetos e patdégenos, induzindo
a sintese de genes que se expressam para inibidores de proteases (FARMER,;
RYAN, 1992).

Figura5— Visdo simplificada das principais rotas de biossintese de metabdlitos
secundarios e suas interconexdes com o metabolismo primario.
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3.3.2 Acido Salicilico

E um hormonio vegetal organico, que ocorre naturalmente nas
plantas e que pode promover, inibir ou modificar processos fisiolégicos e
morfolégicos. E um regulador enddgeno de crescimento, tendo origem a partir de
compostos fendlicos (Fig. 6 e 7) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O 4cido salicilico (SA) estd ligado a uma série de processos
fisiolégicos das plantas como crescimento e desenvolvimento em condi¢cdes
normais, bem como floracdo (HEGAZI; EL-SHRAYI, 2007), desenvolvimento de raiz
(LARQUE-SAAVEDRA, 1979), comportamento estoméatico (RASKIM, 1992) e
rendimento econémico (LOPES et al., 1996).

Sdo atribuidos ao SA fungdes hormonais como bloqueio de
germinacao, blogueio de resposta a ferimento, regulador de gravitropismo e inibicao
no amadurecimento de frutos (SRIVASTAVA; DWIVEDI, 2000). Participa também
como regulador endégeno envolvido na regulacdo de processos e resisténcia a
doencas e pragas, conhecido por atuar como sinalizador no metabolismo secundario
(VIEIRA, 2011).

Atualmente estuda—-se o efeito da utilizagdo de SA em espécies
vegetais como redutor de estresses abioticos, tendo em vista que 0 mesmo € um
composto ativador da resisténcia de plantas a patdégenos, bem como a estresses
abidticos e algumas pragas, sendo produzido a partir da fenilalanina (MESCHEDE et
al., 2012).

Farmer e Ryan (1990) argumentam que no sistema de interagéo
planta—inseto, as plantas tém utilizado uma variedade de moléculas proteicas toxicas
para sua protecdo contra os insetos—praga. O ataque de pragas ativa o sistema de
sinalizacdo fazendo com que &cido salicilico estimule a expressdo de genes de
resisténcias que ativam as rotas do acido mevaldnico e acido metileritritol fosfato
dando origem aos terpenos, além da formacdo de proteinas de resisténcia que
estimulam ainda mais a producdo de 4&cido salicilico e outros compostos
responsaveis pela defesa da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 6 — Biossintese dos compostos fendlicos. Rota do acido chiquimico. Rota do
acido malonico.
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Figura 7 — Biossintese do acido salicilico a partir da fenilalanina
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3.3.3 Terpenos

Os terpenos ou terpendides sao classificados de acordo com o
namero de isoprenos constituintes, a exemplo dos monoterpendides,
sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides, tetraterpendides e politerpendides

(OLIVEIRA et al., 2003).
Os sesquiterpenos atuam como fitoalexinas (antibiéticos produzidos

pelas plantas em resposta ao ataque de microorganismos) e como agentes
repelentes de herbivoros, apresentando a férmula molecular CisH24. Podem ser
aciclicos ou conter anéis (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A classe de terpenos tem formula molecular (CsHg)n, e séo
agrupados pelo numero dessas subunidades: monoterpenos (2), sesquiterpenos (3),
diterpenos (4), triterpenos (6), tetraterpenos (8), além dos politerpenos e dos
meroterpenos. Alguns terpenos sao partes do metabolismo preliminar: os acidos
giberélico e o acido abscisico sdo reguladores do crescimento da planta. Alguns
exemplos de monoterpenos: citral, canfora, mentol e limoneno; sesquiterpenos:
farnesol e zingibereno; diterpenos: fitol e vitamina Al; triterpeno: esqualeno;
tetraterpeno: caroteno (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O isopreno (hemiterpenos), € a estrutura mais simples, volatil
produzido pelos tecidos fotossintéticos, e acredita—se que sédo produzidos por certas
plantas para protecdo contra altas temperaturas. O isopreno por sua vez, participa
em certa parte na producao do ozoénio.

A rota biossintética (Fig. 8) inicia por condensacdo de moléculas de
AcCoA (acetilcoenzima A), dando acetoacetil-CoA na qual se condensa com outra
molécula de AcCoA originando 3-hidroxi—3—metilglutaril-CoA. Este composto se
reduz para converter—se em acido mevalbnico (3,5—dihidroxi—-3—metilvalerianico) e
posteriormente por fosforilagcdo e descarboxilacdo, em isopentenilpirofosfato (IPP),
no qual, por isomerizagdo d& lugar a dimetilalil-pirofosfato (DAMPP), composto
altamente reativo. A condensacao, mediante unido destes dois Ultimos compostos
origina o geranil-pirofosfato (GPP) que possui 10 atomos de carbono e & precursor
de um grande numero de principios ativos vegetais (monoterpenos, irididdes, alguns
alcaldides, etc). A conexao a este GPP de novas unidades de IPP origina moléculas
de maior peso molecular, aumentando o nimero de carbonos de cinco em cinco:
sesquiterpenos (C-15), diterpenos (C-20), triterpenos (C-30) (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 8 — Biossintese dos terpenos
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Um dos aleloquimicos presentes nos tricomas € o0 terpeno

Zingibereno, e segundo Carter, Sacalis e Gianfagna (1988), ocorre no apice de
tricomas glandulares tipo VI. Ganha esse nome por ser um dos constituintes do 20

Oleos essenciais de raizes de gengibre (CHEN; HO, 1998). Porém existem
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associacfes desses terpenos no tricomas gladulares tipo 1V, sugerindo que teores
elevados de zingibereno conferem maior resisténcia a pragas, promovendo a
diminuicdo de mobilidade dos acaros nas folhas (MALUF; CAMPOS; CARDOSO,
2001).

Considerando ainda a relacdo dos tricomas gladulares e a
resisténcia a insetos e acaros, conhecer os varios tipos de tricomas encontrados nos

tomateiros € de suma importancia para gerar cultivares resistentes a pragas.

3.4 RESISTENCIA INDUZIDA

A relagéo planta—inseto existe a milhares de anos, onde ambos co—
evoluem. Assim ndo é surpresa nenhuma que, tanto inseto quanto planta,
apresentem uma vasta variedade de mecanismos fisicos e quimicos que visam sua
sobrevivéncia. Tais mecanismos apresentam interdependéncia quimica, fisiolégica e
morfolégica, mas ja foi observado que ha uma relacéo entre fatores alimentares por
parte dos insetos e comportamento vegetal (MARSCHALEK, 2000).

E conhecido que os mecanismos envolvidos nas resisténcias das
plantas sédo complexos e carecem de estudos minuciosos, mas algumas pesquisas
consideradas superficiais revelam compostos quimicos que induzem tais
resisténcias, podendo ser usados na repeléncia de insetos—praga. Assim aumentar o
conhecimento baseado na quimica e fisiologia desses mecanismos de resisténcia
faz—se necessario para que haja diminui¢cdo no uso de agrotoxicos (MARSCHALEK,
2000).

A inducdo de resisténcia em plantas aparece como uma possivel
alternativa para controlar ataques de insetos fitéfagos. A resisténcia induzida é
considerada ecoldgica e surge de alteracdes nas defesas das plantas contra insetos
e patogenos, podendo ser ativadas por injarias, danos fisicos e estimulos de
natureza quimica (PANDA; KHUSH, 1995).

Grande parte dos compostos vegetais sao produzidos pelo
metabolismo primario, sendo essenciais a vida das plantas. Sao produzidas também
substancias, que teoricamente sdo nao—essenciais a sobrevivéncia da planta, a

partir do metabolismo secundario que desempenham funcdes de grande importancia
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como atracdo de inimigos naturais, insetos polinizadores e resisténcia a ataques.
(LOURENCO, 2003).

O acibenzolar-S—metil vem sendo estudado como indutor de
resisténcia em plantas. Estudos recentes comprovam sua eficacia no controle de
doencas (SILVA et al., 2008) e de pragas. Ja foi observado que esse composto de
natureza sintética proporcionou protecao a plantas de trigo, afetando negativamente
a reproducdo do pulgdo—verde Schizaphis graminum (Rond., 1852) (Hemiptera:
Aphididae) (COSTA & MORAES, 2007).

Outros estudos revelaram que o silicio pode estimular o crescimento
e a producao vegetal, desenvolvendo protecdo contra fatores abio6ticos e bibticos,
como a incidéncia de insetos—praga onde o silicio provavelmente desencadeou
mecanismos de defesa como a producdo de compostos fendlicos, quitinases,
peroxidases e acumulo de lignina (GOMES et at., 2009), podendo alterar o
desenvolvimento de insetos—praga. Em pepino, a aplicacédo foliar de silicio promoveu
diminuicdo da preferéncia de B. tabaci para oviposi¢do, estendendo o periodo de
desenvolvimento do inseto e mortalidade de ninfas (CORREA et al., 2005).

3.5 ENzIMAS RELACIONADAS A RESISTENCIA DE PLANTAS

3.5.1 Peroxidase e Catalase

A palavra “Peroxidase” tem por finalidade a identificacdo de enzimas
que catalisam a oxirreducédo de substancias como o peréxido de hidrogénio e outro
redutores, e se apresentam nas plantas como peroxidase e catalase, estando
ligadas a injurias, danos, ataques, lignificacédo e formagédo de compostos fendlicos, e
conforme as plantas passam por diversos estresses, ativam seus sistemas de
defesa que estimulam a producdo de inUmeras proteinas e enzimas, dentre elas a
peroxidase e catalase (HIRAGA et al., 2001).

A reacdo quimica mais comum dessas enzimas € a oxidagao
desidrogenativa do guaiacol, resultando na formacdo de fenoxi que se ligam a
radicais livres instaveis, levando a polimerizacdo ndo enzimatica de mondmeros,

onde hidroxicinamil alcool e seus derivados dédo origem a lignina (HIRAGA et al.,
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2001), participando também da peroxidacao de lipidios, induzindo o acimulo de SA
(LEON et al., 1995).

3.5.2 Fenilalanina Amoénia-Liase

A fenilalanina aménia—liase (FAL) é muito estudada por tem
importancia no metabolismo secundéario das plantas. Sua funcdo é catalisar a
amoénia da L—fenilalanina, originando o &cido trans—cinamico, que é o primeiro
produto formado na rota dos fenilpropanoides (JONES, 1984).

O acido trans—cinamico € precursor de inUmeros compostos que
atuam contra estresse bidticos como ataque de patdgenos e insetos, sintetizando
fitoanticipinas e compostos fendlicos que atuam como substancias antinutritivas,
além de antocianinas, tendo sua atividade aumentada devido aos estimulos supra—

citados, promovendo a sintese de compostos protetores (DIXON & PAIVA, 1995).
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade
Estadual de Londrina (23°19'42” S, 51°12’11” O e altitude 594m), segundo a
classificacdo de Koppen, a regido se enquadra no clima tipo Cfa, com verbes
guentes e baixa frequiéncia de geadas.

Sementes de tomateiro variedade Santa Clara sem fungicida foram
embebidas, por 5 minutos, em solucao de &cido salicilico (99% de pureza) diluido
em agua destilada nas concentracdes 2 g.L !, 4 gL}, 6 gL 8 gLt 10gL e
controle (0 g.L™). A seguir, foram semeadas em bandejas de poliestireno contendo
substrato comercial sem adubacéo. Aos 25 dias apds semeadura foram transferidas
trés mudas para cada vaso plastico de 5 L contendo Latossolo Vermelho Eutroférrico
e esterco curtido (1:1).

Os teores de proteinas totais sollveis e atividades das enzimas
fenilalanina amoénia—liase (PAL), catalase e peroxidase, e teor de zingibereno foram
determinados 30 dias apds o transplantio, utilizando amostras de oito plantas de
cada tratamento.

Para determinacdo das analises bioquimicas obteve—se inicialmente
um extrato protéico que foi utilizado para determinacdo de proteinas totais e das
enzimas PAL, catalase e peroxidase. O extrato proteico foi obtido através da coleta
de 0,5 g de tecido vegetal fresco (foliolo do terco superior), macerado em almofariz
previamente resfriado contendo 3 ml de solugéo tampéo fosfato de potassio, 0,2 M e
pH 7,5, acondicionado em microtubo e centrifugado a 12.000 rpm a 4°C por 15 min.

A quantificagé@o de proteinas totais foi realizada com base no método
descrito por Bradford (1976). A determinacdo da atividade da fenilalanina amonia—
liase (FAL), foi realizada através da colorimetria do acido trans—cinamico liberado do
substrato fenilalanina, através da metodologia descrita por Kuhn (2007).

Para quantificacdo da catalase coletou—se em uma cubeta 900 L da
solucdo B (tampéo fosfato de potassio 0,05 M e pH 7,0, contendo peréxido de
hidrogénio 12,5 mM) e adicionou—se 100 pL do sobrenadante do extrato protéico. A
atividade enzimética da catalase foi determinada pelo acréscimo na absorbancia a
240 nm, utilizando—se o coeficiente de extingdo molar de 36 M™ cm™ (ANDERSON
et al., 1995).



29

Para a peroxidase coletou—se em uma cubeta 900 uL da solucdo A
(250 pL guaiacol + 306 pL de peroxido de hidrogénio, completando o volume para
100 mL com tampéo fosfato de potassio 0,01 M e pH 6,0) e 100 uL do sobrenadante
do extrato proteico. Em seguida, realizou—se a leitura em um espectrofotdbmetro a
470 nm. A atividade da peroxidase foi determinada pela conversao de guaiacol a
tetraguaiacol (LUSSO, PASCHOLATI, 1999).

Para andlise de zingibereno (ZGB) foram retirados 10 discos foliares
de foliolos jovens expandidos do terco superior das plantas, totalizando 10 cm?. Os
discos foram colocados em microtubos, nos quais se adicionou 2 mL de hexano. Os
tubos foram agitados durante 30 segundos para promover a extracdo do ZGB. Apos
a agitacao, os discos foliares foram retirados. Procedeu—se a leitura de absorbancia
dos extratos, em aparelho espectrofotometro, em comprimento de onda de 270 nm,
sendo essa absorbancia diretamente proporcional a quantidade de ZGB no extrato.
Esse método € altamente correlacionado a padrées de ZGB obtidos por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (FREITAS et al. 2000).

Apo6s 1 dia da andlise bioguimica dos tecidos foliares, os vasos
contendo trés plantas cada foram colocadas em estufa com alta populacdo de
mosca—branca, para que ocorresse a infestacdo e oviposi¢cdo dos insetos sobre as
plantas. A avaliacdo da mosca—branca foi realizada trés dias apos a infestacéo,
contando—se os adultos e ovos em uma folha, coletada ao acaso, no tergo superior
da planta.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualisado com oito repeticdes. Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade dos residuos e homocedasticidade das varidncias. Atendidos estes
pressupostos, realizou—se regressao polinomial a 5% de significancia utilizando o

programa estatistico ASSISTAT.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todos os tomateiros tratados com diferentes concentracdes de acido
salicilico apresentaram diminuicdo no teor de proteinas totais soluveis (Fig. 9),
sendo possivel observar uma relacdo curvilinear decrescente. Esta reducéao,
provavelmente, € devida ao desvio de rota metabdlica, onde os fotoassimilados séo
direcionados preferencialmente para formacdo de compostos de defesa ao estresse,
em detrimento do desenvolvimento da planta, ocasionando menor formacdo de
proteinas (GAYLER et al., 2004).

Previamente, a producdo de enzimas relacionadas ao metabolismo
secundario bem como proteinas relacionadas a patogénese ja foi relatada como
responsavel por alteracdes quantitativas nas proteinas solUveis durante respostas
ligadas a defesas (STINTIZI et al.,1993).

Figura9 — Teor de proteinas totais soluveis em fungdo da concentracdo de acido
salicilico no tratamento de sementes de tomateiro. Regresséo
polinomial. Londrina, 2017

y = -0.008x2 - 0.005x + 1.711 (p<0.05)
R2=0.856

2 - [[VALOR Y]
ﬂ_%_\ [VALOR Y| [VALOR Y]
———

1,4 - ‘ !
1,2 - [VALOR Y] [VALOR VY]
1 -
0,8 -
06 -
0,4 -
0,2 -

-2 0 2 4 6 8 10
Acido Salicilico (g.L-1)

Proteinas (mg/g tecido)

Conforme a concentracdo de SA foi aumentada, a atividade da
enzima catalase também sofreu aumento, mostrando que a atividade dessa enzima
foi estimulada pela aplicagdo do composto (Fig. 10). Da mesma forma, na medida
em que a concentracdo de SA € elevada, a atividade da enzima peroxidase se eleva
(Fig. 112).

A aplicacdo exdégena de SA, que induz a resisténcia sistémica, excita

uma cascata de transducao de sinais que estimulam o sistema de defesas da planta,
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sendo que o elemento inicial comum dessas cascatas € a mudanca transitéria na
permeabilidade i6nica da membrana plasmatica, estimulando a entrada de ions Ca*?
e H' na célula e saida de K* e CI". O aumento de Ca* no citosol ativa a exploséo
oxidativa, além de ativar a acdo da oxido nitrico sintase (TAlZ; ZEIGER, 2013),
favorecendo a producdo de espécies quimicas. Sendo assim, a aplicacdo de SA
estimula a formacdo de espécies reativas de oxigénio, aumentando assim, a
atividade da peroxidase e catalase, as quais transformam o peroxido de hidrogénio

(H20,) em agua e gas oxigénio (H,O + O,).

Figura 10 — Atividade da enzima catalase em funcdo da concentracdo de acido
salicilico no tratamento de sementes de tomateiro. Regressao
polinomial. Londrina, 2017
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Figura 11 — Atividade da enzima peroxidase em funcdo da concentracdo de acido
salicilico no tratamento de sementes de tomateiro. Regresséo
polinomial. Londrina, 2017
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Na analise da atividade da enzima fenilalanina aménia—liase (FAL),
foi observado uma relacdo proporcional as diferentes concentracdes de SA (Fig. 12).
Entre 8g.L™! e 10g.L™ foi observado um grande aumento, situaco ja esperada pela
aplicacdo de SA, que elevou os niveis da FAL, pois este quando aplicado de forma
exdgena, induz a producdo do metil-salicilato, que é o seu precursor (RESENDE et
al., 2003). Ocorre a sintese do proprio SA nos tecidos vegetais, além do aumento da
atividade da enzima FAL e producdo de proteinas relacionadas a patogénese

(proteinas—RP).

Figura 12 — Atividade da enzima fenilalanina amobnia—liase em funcdo da
concentragdo de A&cido salicilico no tratamento de sementes de
tomateiro. Regressédo polinomial. Londrina, 2017
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A peroxidase teve sua atividade intensificada pela aplicacdo do SA
devido ao estimulo da FAL que esta na principal rota de sintese dos compostos
fendlicos, que sofrem acdo da peroxidase por estar envolvida em ligacbes de
polissacarideos, oxidacdo do acido indol-3—acético, lignificacdo, cicatrizacao,
oxidacao de fendis, defesas de patdégenos, entre outros (KAO, 2003).

De maneira geral, verificou—se aumento na producao de zingibereno
nas folhas do tomateiro apos tratamento das sementes com diferentes
concentracbes de SA (Fig. 13). Esses resultados confirmam que o SA é um dos
principais sinalizadores de defesa e ativadores da rota metabodlica secundéria
(MESCHEDE et al., 2012), promovendo aumento na produgédo do zingibereno.
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De acordo com a figura 13, € possivel entender que ha uma relacéo

direta entre &cido salicilico e zingibereno a partir de 4g.L™, permitindo que

concentragcOes maiores podem ser testadas.

Figura 13 — Teor de zingibereno em funcdo da concentracdo de &cido salicilico

utilizado no tratamento de sementes de tomateiro. Londrina, 2017
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Na contagem do numero de adultos de mosca—branca presentes

(Fig. 14), foi possivel observar que quanto maior a concentracdo de SA, embora em

pequena magnitude, menor presenca das mesmas, provavelmente devido a

presenca de zingibereno nos tricomas foliares. Esse resultado esta de acordo com

trabalho prévio, onde foi demonstrado que quanto maior o teor desse sesquiterpeno,

maior foi a repeléncia da mosca—branca (MALUF et al., 2001).

Freitas et al. (2002) jA& havia comprovado em tomateiros com

maiores teores de zingibereno, maior efetividade da resisténcia a Bemisia tabaci,

resultados também encontrados por Silva et al.(2009), que estudou variedades

comerciais de tomateiro.
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Figura 14 — Numero de adultos de moscas—brancas presentes em tomateiros
tratados com 4cido salicilico apds 3 dias de infestagc&o. Londrina, 2017
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Seguindo a mesma tendéncia para adultos, o nimero de ovos foi
reduzido quando as concentracées de SA foram elevadas (Fig. 15). Aparentemente,
a magnitude de resposta foi superior para ovos do que para adultos. Lima (2014)
observou que plantas com alto teor de zingibereno, quando comparadas com
plantas de baixo teor, mostraram ser mais resistentes e menos susceptiveis a
oviposicdo, e Silva et al. (2009) verificaram que a presenca de aleloquimicos

terpendides reduz o nimero de ovos.

Figura 15— Numero de ovos de mosca—branca presentes em tomateiros tratados
com &cido salicilico apos 3 dias de infestacédo. Londrina, 2017
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6 CONCLUSOES

A aplicacdo de acido salicilico em sementes estimulou a resisténcia
sistémica, fazendo com que a defesa do tomateiro fosse ativada.

Aumento dos teores de zingibereno nas folhas pela aplicacdo de
acido salicilico nas sementes, conferindo maior resisténcia a mosca-branca,

reduzindo o nimero de adultos e de ovos.
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