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~ METODOLOGIA DE PESQUISA E RESISTENCIA CONSTITUTIVA DE
GENOTIPOS DE ALGODAO A Spodoptera cosmioides (WALKER) E Chloridea
virescens (FABRICIUS) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - A resisténcia de plantas a insetos pode trazer contribuicbes
significativas para o manejo de Chloridea virescens (Fabricius) e Spodoptera
cosmioides (Walker) em algod&o. Porém, ainda ha poucas informacg6es de gendtipos
comerciais resistentes a essas pragas e para seleciona-los € preciso, primeiramente,
estabelecer uma metodologia de pesquisa confiavel, melhor diferenciar para materiais
resistentes e suscetiveis. Assim, neste trabalho foram avaliados potenciais fatores
capazes de interferir na expressao de resisténcia de algodoeiro a S. cosmioides e C.
virescens e, posteriormente, foi avaliada a influéncia de diferentes gendtipos de
algodoeiro sobre o comportamento de alimentacdo e desenvolvimento biolégico de
ambas as espécies para selecionar gendétipos resistentes. Foi avaliada a influéncia
dos fatores densidade larval, estrutura vegetal e idade da planta, utilizando as
cultivares DeltaOpal e FMT 701. Para S. cosmioides, 0 uso de duas lagartas de 3°
instar por disco foliar oriundos da parte mediana de plantas de algodoeiro em estadio
de florescimento e para C. virescens uma lagarta de 3° instar por disco foliar de folhas
da parte superior de plantas em estadio de botdo floral permitiram melhor
discriminacao entre as cultivares quanto seus niveis de resisténcia. Com base nesses
resultados, foi avaliada a influéncia de gendétipos comerciais de algodédo sobre o
comportamento de alimentacéo e desenvolvimento de ambas as espécies-praga. Em
relacdo a S. cosmioides, foram avaliados as cultivares BRS 286, BRS 293, BRS 335,
BRS 336, BRS 368 RF, BRS 372, DeltaOpal, FMT 701, FMT 707, FMT 709, FM 910
e FM 993. Menor consumo foliar e maiores efeitos negativos no desenvolvimento
foram verificados nas cultivares BRS 293, BRS 335 e FMT 707, considerados
resistentes. A maior area foliar consumida foi observada em DeltaOpal; no entanto, as
lagartas alimentadas nesse gendtipo tiveram reduzida viabilidade e baixo indice de
adaptacao, possivelmente devido a impropriedades nutricionais. Para C. virescens
foram avaliados as cultivares DeltaOpal, FMT 701, FM 910, FM 993, BRS 336 e FMT
707, e visando identificar os mecanismos envolvidos na expressao de resisténcia foi
realizada avaliacdo dos constituintes bromatologicos das folhas desses genétipos. As
lagartas alimentadas em FMT 707, FM 993 e BRS 335 apresentaram menor taxa de
consumo relativo (RCR) e eficiéncia de converséo do alimento ingerido (ECI), devido
a menor concentracao de proteina bruta e maiores niveis de taninos totais. A cultivar
FMT 701 interferiu negativamente no comportamento de alimentacdo e no
crescimento por apresentar alguma caracteristica de repeléncia e/ou deterréncia
alimentar; enquanto DeltaOpal e FM 910 foram considerados suscetiveis a C.
virescens. Assim, as metodologias de pesquisa propostas se mostraram eficientes
para estudos de resisténcia de algodoeiro a S. cosmioides e C. virescens,
possibilitando a selecdo da cultivar FMT 707 com moderada resisténcia a ambas as
espécies.

Palavras-chave: antibiose, antixenose, lagarta-da-macé-do-algodoeiro, lagarta-
preta, resisténcia de plantas a insetos



RESEARCH METHODOLOGY AND CONSTITUTIVE RESISTANCE OF COTTON
GENOTYPES TO Spodoptera cosmioides (WALKER) AND Chloridea virescens
(FABRICIUS) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Host plant resistance can contribute significantly to the
management of Chloridea virescens (Fabricius) and Spodoptera cosmioides (Walker)
in cotton. However, there is still little information on commercial genotypes resistant to
these pests and to select them we must first establish a reliable research methodology
to better distinguish between resistant and susceptible materials. In this work, we
evaluated potential factors capable of interfering in the expression of resistance of
cotton to S. cosmioides and C. virescens and, subsequently, the influence of different
cotton cultivars on the feeding behavior and biological development of both species
was evaluated, aiming select resistant cultivars. The influence of larval density, plant
structure and plant phenological stages was evaluated using the DeltaOpal and FMT
701 cultivars. The use of two 3" instar of S. cosmioides larvae per leaf disc from the
middle leaves of first open flower stage and one 3™ instar larva of C. virescens per leaf
disc from the upper leaves of plants at first visible floral bub stage allowed better
discrimination between genotypes as to their resistance levels. Based on these results,
we evaluated the influence of commercial cotton cultivars on the feeding and
developmental behavior of both pest species. For S. cosmioides were evaluated the
genotypes BRS 286, BRS 293, BRS 335, BRS 336, BRS 368 RF, BRS 372, DeltaOpal,
FMT 701, FMT 707, FMT 709, FM 910 and FM 993. BRS 293, BRS 335 and FMT 707
cultivars were considered resistant because they had lower leaf area consumed (LAC)
and promoted negative developmental effects. The highest LAC was observed in
DeltaOpal, however, the larvae fed on this genotype had reduced viability and low
fitness index, possibly due to nutritional improprieties. For C. virescens, the DeltaOpal,
FMT 701, FM 910, FM 993, BRS 336 and FMT 707 cultivars were evaluated. In order
to identify the mechanisms involved in the expression of resistance, the bromatological
constituents of the leaves of these cultivars were evaluated. Larvae fed on FMT 707,
FM 993 and BRS 335 showed lower relative consumption rate (RCR) and efficiency of
conversion of ingested food (ECI) due to lower crude protein concentration and higher
total tannin levels. FMT 701 genotype interfered negatively with feeding behavior and
growth due to some characteristics of food deterrence. While DeltaOpal and FM 910
were considered susceptible to C. virescens. Thus, the proposed research
methodology was efficient for studies of cotton resistance to S. cosmioides and C.
virescens, allowing the selection of cultivars FMT 707 with moderate resistance to both
species.

Keywords: antibiosis, antixenosis, tobacco budworm, black armyworm, research
methodology



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéo

A resisténcia de plantas a insetos € um importante método de controle inserido
no manejo integrado de pragas (MIP), uma vez que pode manter a densidade do
herbivoro abaixo do nivel de dano econdmico, causa pouco ou henhum efeito negativo
ao agroecossistema, reduz a utilizagdo de inseticidas, apresenta efeito continuo e
persistente, além de ser facilmente associado com outros métodos de controle
(Sharma e Ortiz, 2002; Smith, 2005; Mitchell et al., 2016; Boica Junior et al., 2017). A
resisténcia de plantas possui carater genético e pode ser dividida em constitutiva,
expressa independentemente do histérico anterior e estd permanentemente presente
como caracteristica da planta, e induzida, expressa mediante um estresse sofrido pela
planta (Stout, 2013; Mitchell et al., 2016; Boica Junior et al., 2019).

A expressdo de resisténcia estd relacionada a mecanismos fisicos,
morfolégicos e/ou quimicos, que podem influenciar na alimentacdo, oviposicédo e
abrigo (antixenose) e/ou no desenvolvimento (antibiose) do inseto. As plantas também
podem suportar a incidéncia do inseto-praga sem apresentar danos significativos
(tolerancia). No entanto, mesmo caracteristicas herdadas, especialmente aqueles
envolvidos em atributos fisiolégicos, estédo sujeitas a influéncia de fatores bibticos e
abidticos, relacionados a planta e/ou inseto e ao ambiente, respectivamente (Panda e
Khush, 1995; Smith, 2005; Mitchell et al., 2016).

De acordo com Smith (2005), os efeitos desses fatores ou a interacdo entre
eles devem ser levados em consideragéo antes de se chegar a quaisquer conclusodes,
no que se diz respeito a plantas resistentes ou suscetiveis. Deve-se, portanto
estabelecer uma metodologia de pesquisa visando reduzir possiveis erros na selecao
de gendtipos resistentes a insetos-praga (Boica Junior et al., 2013b). Com isso, a
identificacdo dos mecanismos envolvidos na expressao de resisténcia € mais precisa,
favorecendo os programas de MIP e de melhoramento genético de plantas, que
buscam inserir caracteristicas de resisténcia a pragas.

A influéncia de diversos fatores com potencial de interferir na expressao de

resisténcia de plantas a insetos vem sendo pesquisada em culturas de importancia



2

agrondmica como soja (Gycine max L.), feijjdo (Phaseolus vulgaris L.), algodéo
(Gossypium hirsutum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) e outras (Raina et al.,
1980; Underwood, 1998; Toscano et al., 2002; Boica Junior et al., 2013a; Boica Janior
et al., 2015a; Eduardo, 2018; Freitas et al., 2018), permitindo o estabelecimento de
metodologias de pesquisa especificas para melhor distinguir plantas resistentes e
suscetiveis a importantes insetos-praga.

Em plantas de algodao (Gossypium hirsutum L.[Malvales: Malvaceae]), Boica
Junior et al. (2013a) observaram maior preferéncia para oviposicdo de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) na superficie inferior das
folhas, situadas no terco superior de plantas com 60 dias de idade; utilizando
densidade de trés casais de adultos de S. frugiperda por planta, em testes com e sem
chance de escolha. Campos et al. (2012) observaram que as folhas é a estrutura
vegetal mais adequada para estudar a atratividade e a preferéncia alimentar de S.
frugiperda em algodoeiro.

Apesar desses estudos, diversas pragas afetam a cultura do algodoeiro e o
manejo dessas depende dos estudos e da compreenséao das ferramentas de controle
para posteriormente serem aplicadas em programas de MIP. A espécie Chloridea
virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) é tida como praga-chave do
algodoeiro, causando desfolha e consumindo estruturas reprodutivas (Papa e Celoto,
2014). Por outro lado, Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera:
Noctuidae) vem trazendo grandes preocupacdes, devido a sua alta capacidade de
desfolha e também de destruir estruturas reprodutivas (Santos et al., 2010; Peres et
al., 2012; Papa e Celoto, 2014; Hoffmann et al., 2019).

Pesquisas visando a resisténcia de gendtipos de algodéo a C. virescens e S.
cosmioides ainda sdo escassas, embora ambas as espécies possuam grande
capacidade em ocasionar danos para a cultura (Santos et al., 2010; Busoli et al.,
2015). Além disso, ainda ndo ha uma metodologia definida para pesquisas de
resisténcia de algodoeiro a essas pragas, levando em consideracao a influéncia de
fatores bioticos e abioticos, que possibilite a selecdo de genadtipos resistentes. Assim,
esse trabalho teve como objetivo avaliar fatores que possivelmente influenciam a

expressao de resisténcia de algodoeiro a S. cosmioides e C. virescens, estabelecendo



3

uma metodologia de pesquisa para, posteriormente, selecionar com mais precisao

genatipos, cultivares e/ou linhagens com caracteristica de resisténcia a essas pragas.

2. Cultura do algodoeiro

O algodao é a mais importante fibra cultivada no mundo, por conta disso € uma
das espécies vegetais mais cultivadas. As plantas de algoddo pertencem a familia
Malvaceae e ao género Gossypium, que apresenta aproximadamente 50 espécies.
Dentre essas, quatro espécies sao cultivadas: G. hirsutum, Gossypium barbedense
L., Gossypium herbaceum L. e Gossypium arboreum L.. Cerca de 90% das areas
produtoras sao cultivadas com o algodao de terras altas (G. hirsutum), devido a sua
alta capacidade produtiva (Jabran et al., 2019). O algodao apresenta grande valor
para o setor téxtil, no entanto, outros produtos gerados pela cultura sdo notoriamente
importantes, tais como suas sementes, as quais sao utilizadas na alimentacao animal
em forma de torta e na producdo de 6leo combustivel de alto valor agregado (Alves et
al., 2008; Jabran et al., 2019).

A cotonicultura no Brasil teve grande incentivo do governo apos a crise do café,
em 1930, concentrando-se nos estados de Sdo Paulo e Parana. A producdo era
realizada em pequenas propriedades e com baixo nivel tecnoldgico. No entanto, na
década de 1980 alguns fatores contribuiram para significativas modificagbes no
sistema de producéo. Dentre os quais podem ser destacados a entrada do bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis (Boheman, 1843) (Coleoptera: Curculionidae), a
principal praga da cultura, elevando custo de producédo. A partir da década de 1990,
ocorreram grandes alteracdes na cotonicultura nacional que possibilitou ao Brasil ser
uns dos principais produtores mundiais da fibra. As areas produtoras deslocaram-se
para a regido de cerrado do Centro-Oeste, e atualmente ja se expandiram para 0s
estados do Maranhéo, Tocantins, Piaui e Bahia. Além disso, o modelo de producdo
mudou muito e atualmente o algodédo é produzido em grandes propriedades, em
cultivos sucessivos, com processos tecnificados e com apoio de associacdes e
fundacbes de pesquisa (Alves et al., 2014; Freire e Pessa, 2014; Hoffmann et al.,
2019).



Atualmente, os principais produtores da fibra s&o india, China, Estados Unidos,
Brasil e Paquistdo. Na safra 2018/19, a area cultivada com algoddo no mundo foi de
aproximadamente 33,73 milhdes de hectares e estima-se que essa area se mantenha
para a safra 2019/20 (Usda, 2019). A produtividade média mundial da cultura é de
aproximadamente 749 kg ha. A produtividade brasileira é superior a essa média, e
nesta safra 2018/19 foram produzidos cerca de 1747 kg hat, a maior média entre os
paises produtores (Usda, 2019). Isso é reflexo da adogéo de novas tecnologias pelo
setor nacional e, também, devido a mudancas nos sistemas de plantio e producéao.

Os principais estados brasileiros produtores sdo Mato Grosso, Bahia, Mato
Grosso do Sul, Maranhao e Goias. Na safra de 2018/19, a produc¢éo nacional ocupou
uma area de 1,61 milhdes de hectares, com expectativa de producéo de 6,72 milhdes
de toneladas de algoddo em caroco e 2,69 milhdes de toneladas de algoddo em
pluma, um aumento de cerca de 34% em relacdo a safra anterior (Conab, 2019).

A incidéncia de diversos insetos-praga é um dos principais fatores que
dificultam a producao da cultura, elevando seu custo (Papa e Celoto, 2014; Razaq et
al., 2019). A ocorréncia de muitas dessas pragas é favorecida pelo manejo que muitos
produtores adotam, baseado em aplicacbes de inseticidas pré-estabelecidas ou
simplesmente pela presenca da praga na area (Diamantino et al., 2014; Papa e Celoto,
2014; Busoli et al., 2015). Diversos insetos-praga podem causar injurias em plantas
de algodao, desde sua emergéncia até a maturacdo, porém a maior preocupacao é
em relacdo ao A. grandis, tanto que muito do manejo fitossanitario da cultura é
baseado no comportamento desta praga (Grigolli et al., 2017; Razaq et al., 2019).

Outros insetos-praga possuem grande importancia para o algodoeiro,
ocasionando injurias diretamente nas estruturas reprodutivas da planta e/ou causando
desfolha. Como por exemplo Pectinophora gossypiella (Saunders, 1843)
(Lepidoptera: Gelechiidae), Alabama argilacea (Hubner, 1818) (Lepidoptera:
Erebidae) e C. virescens (Papa e Celoto, 2014; Razaq et al., 2019). Porém, a adoc¢éo
de plantas geneticamente modificadas contento genes da bactéria Bacillus
thuringiensis (Berliner), que sintetizam proteinas inseticidas, tem modificado o cenario
de pragas na cultura, e os problemas com essas trés pragas tém reduzido (Hoffmann
et al., 2019; Nava-Camberos et al., 2019; Razaq et al., 2019).
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Entretanto, outros insetos-praga vém ocasionado grandes preocupacfes nas
tltimas safras como observado em relacdo a Helicoverpa armigera (Hubner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae), Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera:
Noctuidae) e o complexo Spodoptera spp., constituido por Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), S. eridania (Cramer, 1782) (Lepidoptera:
Noctuidae) e S. cosmioides. Também tem aumentado a incidéncia de insetos
sugadores como Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) bidtipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae), Euschistus heros (Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae), Edessa
meditabunda (Fabricius, 1784) (Hemiptera: Pentatomidae), Dysdercus spp.
(Hemiptera: Pyrrhocoridae) e outros (Papa e Celoto, 2014; Hoffmann et al., 2019;
Nava-Camberos et al., 2019; Razaq et al., 2019)

3. Chloridea virescens

A espécie C. virescens é nativa de regides tropicais e subtropicais, com ampla
distribuicio nas Américas. E um inseto polifago e se alimenta de folhas e estruturas
reprodutivas, resultando em maiores danos econémicos. Importantes culturas podem
ser hospedeiras dessa espécie, como algodao, soja, tomate, alfafa (Medicago sativa
L.), milho (Zea mays L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), grao-de-bico (Cicer arietinum
L.), uva (Vitis sp.) e outras (Graham e Robertson, 1970; Fitt, 1989; Sudbrink e Grant,
1995; Blanco et al., 2007; Bortolotto et al., 2014; Ventura et al., 2015). A espécie é
considerada praga-chave na cultura do algoddo, com capacidade de ocasionar
desfolha e injarias nos botdes florais e macgas, o que acarreta em perdas ainda mais
significativas de produtividade (Papa e Celoto, 2014; Razaq et al., 2019).

A fase adulta de C. virescens apresenta asas anteriores de coloracéo
esverdeada e trés linhas obliquas avermelhadas. Os ovos apresentam coloracao
amarelada e estriados longitudinalmente; a postura é realizada de forma isolada,
principalmente em folhas do terco superior da planta, sendo colocados em média 600
ovos por fémea (Pogue, 2013; Santos, 2015).

As lagartas recém eclodidas alimentam-se do parénquima de tecidos novos,
folhas ou botdes florais; quando maiores se alimentam também da macé, podendo

atingir até as sementes. As lagartas apresentam coloracao variavel de verde a verde-
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escuro e chegam a atingir 20 - 25 mm de comprimento. As pupas sao formadas no
solo, das quais emergem os adultos. As mariposas apresentam habito noturno,
buscando alimento nos nectarios das flores. O ciclo de vida dessa espécie pode variar
de 42 a 64 dias, dependendo das condi¢cdes ambientais (Papa e Celoto, 2014; Santos,
2015).

4. Spodoptera cosmioides

A ocorréncia de S. cosmioides é restrita a América do Sul (Silvain e Lalanne-
Cassou, 1997). Estima-se que mais de 126 espécies de plantas cultivadas e ndo
cultivadas podem servir como hospedeiro para essa espécie. As principais culturas
hospedeiras sédo soja e algodao, porém, também sao encontradas em feijao, tomate,
amendoim (Arachis hypogaea L.), aveia (Avena sativa L.), batata (Solanum tuberosum
L.), girassol (Helianthus anuus L.), maca (Malus domestica Borkh), mamona (Ricinus
communis L.), pimentdo (Capsicum annuum L.), trigo (Triticum spp.) e outras (Nora e
Reis Filho, 1988; Bavaresco et al., 2003; Santos et al., 2010; Cabezas et al., 2013;
Specht e Roque-Specht, 2016)

De acordo com Santos et al. (2010), lagartas de S. cosmioides possuem alta
capacidade de ocasionar desfolha e destruir estruturas reprodutivas de plantas de
algoddo. No entanto, a ocorréncia dessa espécie como praga em algodao e outras
culturas estd associada a alguns fatores, dentre eles: a grande disponibilidade de
recurso alimentar, favorecida pela sucesséo de culturas; uso intensivo de inseticidas
e fungicidas n&o seletivos aos inimigos naturais, reduzindo sua populacao e atuacao;
e a baixa suscetibilidade da espécie as tecnologias Bt, que sdo amplamente utilizadas
nas areas produtoras (Santos, 2015; Silva et al., 2017; Hoffmann et al., 2019; Nava-
Camberos et al., 2019).

As mariposas de S. cosmioides apresentam asas membranosas cobertas por
escamas, com as asas posteriores brancas e as anteriores pardas com desenhos em
mosaicos nas fémeas e mais amareladas nos machos. As mariposas apresentam
habitos noturnos e colocam seus ovos sobre a face inferior das folhas ou sobre as
bracteas do algodao, em trés a cinco camadas sobrepostas, sendo que cada fémea

pode ovipositar entre 150 e 500 ovos (Bavaresco et al., 2002; Papa e Celoto, 2014).
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As lagartas eclodem com pouco mais de 1 mm de comprimento, com trés a
quatro dias apds a oviposicdo. Lagartas-recém eclodidas apresentam coloracao
marrom clara e cabeca preta, permanecendo agrupadas e se alimentado do
parénguima das folhas, levando a necrose e desfolha. Em algodao, ocorrem a partir
da fase inicial da emissdo dos botdes florais e durante o pleno florescimento,
causando desfolhas, mas também podem perfurar botdes florais e macas jovens. A
medida que crescem, se distribuem pelas plantas e passam a apresentar tonalidade
parda a negro-acinzentada, com trés listras longitudinais predominantemente
alaranjadas, sendo uma dorsal e duas laterais, com pontos brancos. Acima dos pontos
brancos estédo presentes triangulos pretos direcionados para o dorso do inseto. Ao
atingirem o ultimo instar, as lagartas apresentam cores escuras variaveis, com uma
faixa mais escura entre o terceiro par de pernas toracicas e o primeiro par das pernas
abdominais, além de outras duas faixas na extremidade do abdome. Ao final da fase
larval, atingem entre 35 e 40 mm de comprimento. Dependendo da temperatura e o
alimento, a fase larval se completa entre 15 e 35 dias, quando as lagartas caem no
solo para empupar, enquanto o ciclo de ovo-adulto pode variar de 28-78 dias
(Bavaresco et al., 2002; Bavaresco et al., 2003; Zenker et al., 2007; Specht e Roque-
Specht, 2016).

5. Resisténcia de algodoeiro a insetos-praga

Em programas de MIP é preconizada a adocdo de diferentes taticas e
estratégias de manejo, visando manter a populacdo de pragas em niveis que nao
causam danos econdémicos (Busoli et al., 2015). Nesses programas, a utilizacédo da
resisténcia de plantas a insetos € uma das taticas basicas, juntamente com o controle
cultural e o controle biolégico conservativo, devido aos beneficios que esse método
propicia ao agroecossistema associada a eficiéncia no controle de pragas. Plantas
resistentes a determinado inseto-praga podem afetar o comportamento e/ou
desenvolvimento do inseto, bem como a planta, também, pode ter a capacidade de
suportar o ataque do inseto, sem perder em produtividade (Stout, 2013; Mitchell et al.,
2016; Boica Junior et al., 2017).



Embora existam estudos que tratam da resisténcia de cultivares utilizadas na
cotonicultura brasileira a insetos-praga, como A. grandis, A. argilacea, S. frugiperda e
B. tabaci (Boica Junior et al., 2007; Gabriel e Blanco, 2009; Boica Junior et al., 2012;
Jesus et al., 2014; Prado et al., 2016), ha diversos outros insetos que podem ocasionar
prejuizos a cultura. Além disso, plantas de algodao apresentam uma ampla gama de
caracteristicas fisicas, morfolégicas e/ou quimicas capazes de l|hes conferir
resisténcia a inUmeros insetos pragas (Hagenbucher et al., 2013) e que podem ser
utilizadas por meio de plantas geneticamente modificadas, melhoramento genético
convencional ou serem associadas com as tecnologias Bt (Trapero et al., 2016).

Caracteres fisicos e morfoldgicos de origem genética da planta sdo capazes de
fornecer protecdo ao algodoeiro contra uma das principais pragas da cultura, A.
grandis. E o caso de bracteas do tipo frego e plantas com caule de coloragéo
vermelha, as quais sdo capazes de interferir no microambiente necessario para o
desenvolvimento do bicudo e/ou fornecem uma barreira morfolégica a alimentacéo,
oviposicédo e desenvolvimento da praga (Vidal Neto et al., 2005; Silva et al., 2008;
Gabriel e Blanco, 2009).

A presenca de tricomas, a coloracao das folhas e o formato das folhas também
sdo caracteres capazes de influenciar os niveis de resisténcia a determinadas pragas.
Geralmente, os genétipos de algoddo glabros apresentam maiores niveis de
antixenose para oviposicao de B. tabaci do que aqueles com alta densidade de
tricomas (Chu et al., 2002; Prado et al., 2016).

Além disso, o algodoeiro produz uma série de compostos quimicos por meio do
metabolismo secundario, capazes de atuar contra os insetos-praga. Dentre esses
compostos se destacam os terpenos, no qual o mais conhecido é o gossipol (Scheffler
et al., 2012; Hagenbucher et al., 2013; Tian et al.,, 2016). A concentracado desses
compostos na planta e em seus tecidos esta estreitamente relacionada com a
presenca de glandulas de pigmentos, onde esses compostos sdo armazenados, e
estdo presentes apenas em plantas do género Gossypium (Bell et al., 1978).

Outros terpenos, como hemigossipolone e os heliocidas, que estdo presentes
predominantemente em folhas, bracteas e macgés podem possuir maior importancia
na defesa da planta contra insetos desfolhadores e/ou que atacam estruturas

reprodutivas, como C. virescens e Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera:
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Noctuidae) (Cai et al., 2004; Scheffler et al., 2012; Trapero et al., 2016). Santos e
Boica Junior (2001) avaliaram a resisténcia de genotipos de algodoeiro a A. argillacea
e concluiram que os genotipos CNPA 9211-31, CNPA Precoce 1, CNPA Precoce 2 e
CNPA 9211-41 apresentaram resisténcia, enquanto GL2 GL3 e CNPA 9211-29 foram
suscetiveis. Os autores explicam que essa resisténcia se deve a maior concentracéo
de gossipol nos genotipos resistentes.

Campos et al. (2012), estudando a atratividade e preferéncia alimentar de
lagartas de S. frugiperda em variedades de algodoeiro concluiram que, dentre as
variedades avaliadas, BRS Acala-90, Fibermax-966 e DeltaPenta foram as menos
atrativas, enquanto DeltaPenta, também foi a menos preferida para alimentacéo.
Boica Junior et al. (2013a) verificaram que as variedades Coodetec 408, BRS Aroeira,
BRS Arac4, BRS Ita 90 e DeltaPenta tiveram menor preferéncia para oviposi¢do por
S. frugiperda. Jesus et al. (2014) também observaram que a cultivar FM 993 possui
alguma caracteristica de resisténcia que interfere negativamente sobre o
comportamento de oviposicdo de S. frugiperda. Boica Junior et al. (2007) verificaram
baixa atratividade dos gendtipos de algodoeiro Fabrika, CNPA Ita 90, Makina,
Coodetec 407 e IAC 01-639 CPA 02-24, e menor preferéncia para oviposicdo de B.
tabaci biotipo B nos genoétipos BRS Aroeira, Coodetec 406, Fabrika e Coodetec 401.

6. Fatores que influenciam a expresséao de resisténcia de plantas a insetos

Além da constituicdo genotipica, a expressao de resisténcia esta condicionada
também a fatores bidticos e abidticos e suas intera¢des, que podem modificar o nivel
de resisténcia da planta a determinado herbivoro (Smith, 2005; Boica Junior et al.,
2015b). Assim, antes da selecdo de genotipos resistentes € imprescindivel que se
faca um planejamento experimental, levando em consideracdo a influéncia desses
fatores, reduzindo assim possiveis erros de interpretacédo de resultados (Boica Juanior
et al., 2015b).

Os fatores abioticos estéo relacionados com as condi¢cdes climaticas, edaficas
e culturais, as quais sao importantes reguladores da interagao inseto-planta e podem
influenciar diretamente os processos fisioldégicos da planta ou a populacdo do inseto

e sua capacidade de dano (Panda e Khush, 1995; Smith, 2005). Condigbes ambientais
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estdo intimamente ligadas ao desempenho biolégico dos insetos, principalmente a
temperatura, fotoperiodo e umidade relativa. Richardson (2012) avaliando a
resisténcia de genotipos de soja a Aphis glycines Matsumura (1917) (Hemiptera:
Aphididae) observou que em temperaturas inferiores a 14°C e superiores a 28°C os
genadtipos LD05-16611 e Pl 567597C, que sao reconhecidos como resistentes aos
bidtipos 1 e 3 do pulgdo, revelaram-se suscetiveis. De acordo com o autor, esses
resultados podem estar relacionados em efeitos diretos sobre o inseto e/ou estar
indiretamente relacionado, devido a alteracdo fenologicas na planta.

Em trabalhos de campo, principalmente, os fatores abiéticos exercem mais
influéncias, pois muitas vezes ndo sao possiveis de serem controlados. Porém, alguns
cuidados devem ser tomados com base no histérico da area, principalmente em areas
destinadas a pesquisa. Nessas areas, as maiores preocupacdes estdo relacionadas
a desuniformidade da fertilidade do solo, por conta de trabalhos anteriores. Pannuti et
al. (2013) observaram que o aumento da adubacdo nitrogenada também aumenta a
incidéncia e o consumo por lagartas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) em cana-de-acgucar (Saccharum sp.). Pannuti et al. (2015)
também observaram que maiores doses de nitrogénio resultaram em maior incidéncia
de Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae). Além disso, outros
fatores devem observados, tais como o0 uso de agroquimicos, a umidade do solo, o
tamanho da parcela experimental, etc.

Os fatores bidticos envolvem questdes relacionadas a planta e ao inseto.
Dentre os fatores associados a planta podem ser citados a fenologia, altura, estrutura
vegetal, enxertia, sanidade da planta e outros que podem influenciar o comportamento
de alimentac&o e/ou oviposi¢do e no desenvolvimento do inseto. Boica Junior et al.
(2013a) verificaram que as mariposas de S. frugiperda possuem maior preferéncia
para oviposicdo em plantas de algoddo com idade de 60 dias, em comparacao a
plantas com idade de 30, 45, 75 e 90 dias. Eduardo (2018) avaliando a influéncia da
fenologia de plantas de soja sobre a expressao de resisténcia a C. virescens, observou
gue a utilizacdo de plantas em estadio vegetativo promove melhor distingdo entre
genotipos resistente e suscetivel, em comparacdo a plantas nos estadios de

florescimento e reprodutivo.
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Boica Junior et al. (2015a) avaliando fatores que influenciam na expressao de
resisténcia em soja a Anticarsia gemmatalis Hibner (1818) (Lepidoptera: Erebidae) e
S. frugiperda, observaram que para a lagarta-da-soja, a utilizacao de discos foliares
oriundos da parte superior da planta em fase reprodutiva possibilita melhor
discriminacéo de plantas resistentes e suscetiveis, enquanto em relacdo a lagarta-
militar isso ocorre quando séo utilizados discos foliares da parte inferior da planta na
fase reprodutiva.

Além disso, questdes referentes a sanidade da planta devem ser levadas em
consideracdo antes de serem conduzidos experimentos de resisténcia de plantas a
insetos. A incidéncia de insetos-praga ou patdgenos previamente pode desencadear
processos bioquimicos nas plantas, relacionados a resisténcia induzida (Boi¢a Junior
et al., 2019). Eisenring et al. (2017) observaram que dependendo do nivel ou do
periodo de infestacdo prévia por lagartas de C. virescens, plantas de algodao
realocam recursos de defesa, especialmente os terpenoides, para estruturas mais
jovens da planta, as quais permanecem em niveis mais elevados por até 14 dias apés
a infestacdo. Freitas et al. (2018) também observaram que dependendo da posicdo
da folha na planta que ocorrer uma infestacao prévia por lagartas de S. cosmioides,
plantas de soja podem aumentar o0s niveis de resisténcia.

Dessa forma, entende-se que a intensidade, estabilidade e expressdo da
resisténcia de uma planta a determinado inseto dependem de fatores relacionados a
planta, ao inseto e do ambiente, bem como suas interagdes. Por conta disso, esses
fatores devem ser levados em consideracéo e avaliados com antecedéncia, visando

padronizar os ensaios e garantir confiabilidade aos dados.
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CAPITULO 2 - Fatores que influenciam a expresséo de antixenose em algodoeiro
a Spodoptera cosmioides e Chloridea virescens (Lepidoptera:

Noctuidae)

RESUMO - A expressao de resisténcia de plantas pode ser afetada por fatores
bidticos e abidticos que devem ser avaliados antes da selecdo de genotipos
resistentes. Assim, esse trabalho objetivou avaliar fatores capazes de influenciar a
expressdo de resisténcia em gendtipos de algodoeiro, Gossypium hirsutum L., a
Spodoptera cosmioides (Walker) e Chloridea virescens (Fabricius). Foram realizados
testes com e sem chance de escolha com os genoétipos FMT 701 e DeltaOpal,
considerados resistente e suscetivel, respectivamente, no qual foram avaliados os
fatores de densidade larval, estrutura vegetal e idade da planta, utilizando lagartas de
3° instar. A utilizacdo de duas lagartas de S. cosmioides por disco foliar oriundos da
parte mediana de plantas de algodoeiro em estadio de florescimento e uma lagarta de
C. virescens por disco foliar de folhas da parte superior de plantas em estadio de botao
floral permitiu melhor discriminacdo entre as cultivares quanto a seus niveis de
resisténcia. Os resultados demonstraram a importancia de estudos prévios avaliando
esses fatores, os quais interferem distintamente sobre a expressao de resisténcia, de
acordo com a espécie de herbivoro. A partir desses resultados é possivel selecionar
genotipos de algodao resistentes a ambos lepidopteros com maior precisao.

Palavras-chave: lagarta-das-macas-do-algodoeiro, lagarta-preta, metodologia de
pesquisa, nao preferéncia para alimentacao, resisténcia de plantas a insetos
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CHAPTER 2 - Factors influencing expression of antixenosis to Spodoptera
cosmioides and Chlorideavirescens (Lepidoptera: Noctuidae) in

cotton

ABSTRACT - Host plant resistance (HPR) is an important method of control
within integrated pest management programs. However, the selection of genotypes
resistant to insects requires full comprehension of the biotic and abiotic factors that
can affect the expression of plant resistance to arthropods. In this study, we evaluated
the effects of larval density, plant structure and phenological stages on the expression
of antixenosis to Spodoptera cosmioides (Walker) and Chloridea virescens (Fabricius)
in cotton (Gossypium hirsutum L.) genotypes. Free- and no-choice feeding assays
were conducted using third-instar larvae and the cotton genotypes, FMT 701 and
DeltaOpal, which are considered resistant and susceptible, respectively, to both
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) and Alabama argillacea (Hubner). The use of two
larvae of S. cosmioides per leaf disc from middle leaves of first open flower stage and
one larva of C. virescens per leaf disc from the upper leaves of plants at first visible
floral bud stage provided better discrimination of resistance expression in the two
cotton genotypes. Our results show the importance of validating methodologies that
evaluate the biotic factors that may affect the expression of resistance to different
herbivores before the selection of resistant genotypes.

Keywords: tobacco budworm, black armyworm, research methodologies, feeding
non-preference, host plant resistance
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1. Introducéo

Dentre os métodos de controle disponiveis no manejo integrado de pragas
(MIP), a resisténcia de plantas a insetos (RPI) possui grande destaque (Stout, 2013),
uma vez que é capaz de reduzir a densidade populacional do inseto-praga abaixo do
nivel de dano econdémico e possibilita a utilizacdo de outros métodos de controle em
conjunto (Boiga Junior et al., 2015b). A RPI possui carater genético, consistindo entédo
em uma caracteristica hereditaria que confere as plantas a capacidade de serem
menos injuriadas e/ou danificadas em comparacdo a outras, em igualdade de
condicBes (Painter, 1958; Mitchell et al., 2016).

A resisténcia se deve a caracteristicas quimicas, fisicas e/ou morfologicas da
planta, que podem interferir sobre a alimentacéo, oviposicao, abrigo (antixenose) e/ou
0s aspectos bioldgicos do inseto (antibiose) (Painter, 1958; Stout, 2013; Mitchell et al.,
2016). Assim, para que esse método de controle seja aplicado em programas de MIP,
€ necessario selecionar genoétipos com caracteristicas de resisténcia, bem como
identificar os mecanismos envolvidos.

Dessa forma, a RPI pode constituir em uma importante ferramenta no manejo
de Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) e Chloridea
virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) na cultura do algodéao,
Gossypium hirsutum L. (Malvales: Malvaceae). As lagartas de ambas as espécies
ocasionam desfolha na planta, no entanto, seus danos séo principalmente devido a
incidéncia sobre estruturas reprodutivas, com destaque as macéas do algodoeiro.

A espécie C. virescens é considerada praga primaria para a cultura, enquanto
gue S. cosmioides é tida como praga secundaria; porém, possui alto potencial em
ocasionar dano, e sua incidéncia na cultura vem aumentando nas Ultimas safras por
conta do aumento das areas com tecnologia Bt, a qual a espécie ndo € alvo, bem
como pelo fato de que as areas produtoras sdo extensas e durante quase todo o ano
existem cultura no campo que sdo hospedeiras de S. cosmioides, 0 que contribui para
seu aumento populacional (Santos et al., 2010; Papa e Celoto, 2014; Silva et al.,
2017).

Antes da selecao de genotipos resistentes, deve-se levar em consideragdo que

fatores relacionados a planta, ao inseto e ao ambiente e suas interacbes podem
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interferir na expresséo da resisténcia, principalmente no que se refere aos niveis de
resisténcia. Para isso, metodologias especificas para cada espécie de planta e de
inseto-praga devem ser determinadas por meio de estudos prévios (Smith, 2005). O
estabelecimento de uma metodologia confidvel € a base para a sele¢do de genaétipos
resistentes e determinacdo dos mecanismos de resisténcia, permitindo a insercao da
RPI em programas de MIP, bem como o sucesso de programas de melhoramento de
plantas que visam introduzir caracteristicas de resisténcia a insetos pragas em
genotipos comerciais (Davis, 1985).

Boica Junior et al. (2015a) observaram que fatores como a densidade larval,
posicdo da folha no estrato da planta, estadio fenolégico e outros influenciam
significativamente na expressdo de antixenose de gendétipos de soja a Spodoptera
frugiperda (J E Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis Hibner
(1818) (Lepidoptera: Erebidae). Os resultados obtidos por esse estudo serviram como
base para Boica Junior et al. (2017), que avaliaram a influéncia de experiéncia prévia
de S. frugiperda em gendtipos de soja sobre seu comportamento alimentar.

Visto a importancia em estabelecer metodologias de pesquisa em RPI, a falta
de informacfes prévias para estudos de resisténcia de algodoeiro a S. cosmioides e
C. virescens e 0 potencial que essas pragas possuem em causar danos a cultura, este
trabalho teve como objetivo avaliar alguns fatores capazes de influenciar a expresséo

de antixenose de gendétipos de algodao a esses insetos-praga.

2. Material e métodos

2.1. Insetos e plantas

Para os experimentos foram utilizadas lagartas de terceiro instar de S.
cosmioides e C. virescens, ambas mantidas em dieta artificial (Greene et al., 1976).
As lagartas de S. cosmioides usadas foram da 192 a 212 geracao de uma colonia de
laboratorio, iniciada a partir de ovos provenientes da criagdo do Laboratério de
Biologia de Insetos da ESALQ/USP, Piracicaba, SP, Brasil, sendo que anualmente
foram adicionados individuos coletados a campo para manutencdo da diversidade

genética. A populacdo de C. virescens foi iniciada por meio de lagartas recém
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eclodidas oriundas do Laboratério de Criacdo de Insetos da Bayer Crop Science,
Paulinia, SP, Brasil, e as lagartas da primeira a terceira geracéo foram utilizadas nos
experimentos.

As cultivares de algodéao foram semeados em vasos com capacidade de 12 L,
preenchidos com substrato composto por solo, esterco bovino curtido e areia, na
proporcao de 3:1:1, respectivamente, mantidos em casa de vegetacdo vedada com
tela anti-afideo e irrigados sempre que necessario. Nos experimentos foram utilizados
as cultivares DeltaOpal e FMT 701, que s&o cultivares de ciclo médio
(aproximadamente 160 dias) e considerados suscetivel e resistente, respectivamente,
para S. frugiperda e Alabama argillacea (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae)
(Boica Junior et al., 2012; Jesus et al., 2014).

2.2. Condicdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Estadual Paulista —
Céampus de Jaboticabal, Departamento de Fitossanidade, Laboratério de Resisténcia
de Plantas a Insetos, em condicGes de laboratério com temperatura de 26+2° C,
umidade relativa de 70 £10% e fotoperiodo de 12:12 (L:E) horas.

Os experimentos avaliaram trés fatores que potencialmente influenciam a
expresséo de antixenose de plantas de algodédo a S. cosmioides e C. virescens, na
seguinte ordem: densidade larval (experimento 1), estrutura vegetal (experimento Il) e
idade da planta (experimento IIl). Para cada fator avaliado foram realizados ensaios
separados por meio de testes com e sem chance de escolha, no qual os resultados
obtidos foram utilizados nos experimentos subsequentes, totalizando 12 ensaios.,
conjuntamente paras as duas espécies de insetos.

Em todos os experimentos, os testes com chance de escolha foram conduzidos
em delineamento de blocos casualizados e os testes sem chance de escolha foram
realizados em delineamento inteiramente casualizados. Nos experimentos | e Il nos
testes com chance de escolha foi adotado esquema em parcelas subdivididas, nas
quais as parcelas principais constituiram dos fatores sob investigacdo (densidade
larval e idade da planta) e as subparcelas das cultivares, enquanto nos testes sem

chance de escolha foi adotado esquema fatorial 3 x 2 (fatores sob investigagao x
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genotipos). Nos experimentos | e Il foram realizadas 10 repeticées e no experimento
Il foram realizadas 12 repeticdes.

Para os experimentos, as estruturas vegetais utilizadas foram coletadas e
conduzidas ao laboratério, onde foram imersas em solugdo de hipoclorito de sédio
(0.05%) por um minuto, enxaguadas em agua deionizada e secas em papel toalha.
Nos experimentos em que foram utilizados discos foliares (3 cm de diametro), estes
foram cortados com vazador metalico.

Nos testes com chance de escolha, as estruturas vegetais foram distribuidas
em arenas de forma equidistante do centro sobre papel filtro umedecido e as lagartas
foram liberadas no centro das arenas. No experimento | e Ill as arenas constituiram
de placas de Petri (14 cm de diametro), ao passo que no experimento |l foram usadas
caixas plésticas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm). Nos testes sem chance de escolha,
as estruturas vegetais foram individualizadas em placas de Petri (9 cm de diametro),
exceto no experimento Il em que foram usados recipientes plasticos (6 cm de diametro
e 5 cm de altura), sobre papel filtro umedecido e em seguida liberadas as lagartas.

Em todos os experimentos as lagartas foram mantidas por 72 horas ou quando
aproximadamente 75% da estrutura vegetal de uma das repeticdes foi consumida. Em
seguida, a area foliar consumida (AFC, cm?) foi quantificada usando o software
ImageJ (Rasband, 1997). No experimento Il, em excecdo, foi determinada a
porcentagem de injuria, atribuidas por trés avaliadores por meio de escala visual com
variacao de 0 a 100% (Santos et al., 2010), na qual 0% significa auséncia de injuria,
1-20% apenas injurias externas, 21-35% injdrias externas e uma perfuracdo, 36-50%
duas perfuracdes, 51-100% injurias no exterior e interior da maca. Optou-se por essa
escala para que as injurias ocasionadas nos discos foliares e nas macas fossem
comparadas de forma proporcional a suas respectivas areas, uma vez que essas
estruturas apresentavam areas distintas e, consequentemente, dispunham de

diferentes quantidades de substrato alimentar.

2.3. Experimento I: Densidade larval

O primeiro experimento avaliou o uso de uma, duas ou trés lagartas de terceiro

instar por genotipo. Assim, respectivamente, no teste com chance de escolha foram
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liberadas duas, quatro e seis lagartas por repeticéo e no teste sem chance de escolha
uma, duas e trés lagartas. Para ambos os testes foram utilizados discos foliares
oriundos da primeira e segunda folhas completamente expandidas a partir do apice
de plantas no estadio B1 (primeiro botao floral visivel) (Marur e Ruano, 2001).

2.4. Experimento Il: Estrutura vegetal

Com base nos resultados do experimento |, para 0s experimentos
subsequentes foi utilizada a densidade de duas lagartas de S. cosmioides e uma
lagarta de C. virescens por gendétipo. O segundo experimento consistiu em avaliar a
influéncia de diferentes estruturas vegetais na expressao de resisténcia de gendtipos
de algodoeiro, no qual os tratamentos consistiram em discos foliares oriundos de
folhas da parte superior e de folhas da parte mediana da planta, além de macas
peguenas e macas grandes. As folhas da parte superior compreenderam a primeira e
segunda folhas completamente expandidas a partir do apice das plantas e as folhas
da parte mediana da nona e décima folhas.

Com relacao as macas, as que apresentavam diametro entre 1,0 — 1,5 cm foram
consideradas macas pequenas e as com 2,0 — 2,5 cm, macas grandes, sendo todas
as estruturas coletadas de planta em estadio C1 (abertura do primeiro capulho) (Marur
e Ruano, 2001). Os tratamentos foram comparados dois a dois, ou seja, estrutura da
cultivar suscetivel versus resistente, e dessa forma nos testes com chance de escolha
foram liberadas quatro lagartas de S. cosmioides e duas lagartas de C. virescens por
repeticéo e nos testes sem chance de escolha duas lagartas de S. cosmioides e uma

lagarta de C. virescens por repeticao.

2.5. Experimento lll: Idade da planta

De acordo com os resultados obtidos no experimento Il, para o terceiro
experimento foram utilizados discos foliares oriundos de folhas da parte mediana de
plantas de algoddo para os testes com S. cosmioides e de folhas da parte superior
para C. virescens. O terceiro experimento avaliou o consumo foliar pelas lagartas nos

dois gendtipos de algodao nos estadios fenologicos B1 (primeiro botéo floral visivel),
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F1 (abertura da primeira flor) e C1 (abertura do primeiro capulho) (Marur e Ruano,
2001). Para os testes com S. cosmioides, no estadio B1 foram coletadas a quinta e
sexta folhas a partir do apice das plantas; em F1 foram a sétima e oitava folhas; e em
C1, a nona e décima folhas. Para os testes com C. virescens, foram utilizadas as
folhas da parte superior, primeira e segunda folha completamente expandidas a partir
do apice da planta. Assim, nos testes com chance de escolha foram liberadas seis
lagartas de S. cosmioides e trés de C. virescens por repeticdo e nos testes sem
chance de escolha, duas lagartas de S. cosmioides e uma lagarta de C. virescens por

repeticao.

2.6. Andlise dos dados

Os dados de consumo alimentar foram submetidos ao teste de normalidade
dos residuos e homogeneidade da variancia pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Levene, respectivamente. Quando necessario, os dados foram transformados de
acordo com o teste de BoxCox, pelo procedimento PROC TRANSREG, para
posteriormente serem submetidos a analise de variancia (P < 0.05). Em caso de
significancia as médias foram submetidas ao teste de Tukey (P < 0.05), utilizando o
procedimento PROC GLM. Os dados do experimento Il foram submetidos ao teste t
de Student (P < 0.05) através do procedimento PROC TTEST. As analises foram
realizadas utilizado o software SAS, versao 9.4 (Sas Institute, 2013).

3. Resultados

3.1. Experimento I: Densidade larval

Em teste com chance de escolha com lagartas de S. cosmioides (Tabela 1),
verificou-se diferenca significativa entre as densidades de lagartas (F2,18 = 17.78; P <
0.0001), porém, o mesmo néo foi observado entre genotipos (Fi1,27 = 0.27; P = 0.6088)
e para a interacdo entre densidade larval e genétipo (Fz, 27 = 1.52; P = 0.3750). No
teste sem chance de escolha (Tabela 1) houve interacdo significativa entre as

cultivares e as densidades de lagarta (F2, s4 = 3.86; P < 0.0271). Além disso, o
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consumo foliar pelas lagartas diferiu entre genoétipos (Fz,s4 =42.32; P <0.0001) e entre
densidades larvais (Fz s4 = 4.76; P = 0.0335). Para DeltaOpal (Fz 54 = 13.87; P <
0.0001) e FMT 701 (F2,54 = 32.31; P < 0.0001), trés lagartas por disco foliar promoveu
maior consumo foliar, no entanto com essa densidade néo foi possivel discriminar os
niveis de resisténcia entre as cultivares (F1,s54 = 0.98; P = 0.3273). Ja utilizando uma
(F1,54 = 4.48; P = 0.0389) e duas lagartas (F1,54 = 7.03; P = 0.0105), tal diferenciacao
foi observada, sendo que a densidade de duas lagartas promoveu a melhor distingédo
guanto aos niveis de resisténcia entre os DeltaOpal, suscetivel, e FMT 70, resistente.

Tabela 1. Area foliar consumida (cm? +EP) em discos foliares de gendétipos de
algodéo por lagartas de Spodoptera cosmioides com diferentes densidades
larvais por disco foliar, em testes com e sem chance de escolha.

) Com chance Sem chance
Densidade - - — . - -
Suscetivel Resistente Média Suscetivel Resistente Média
Uma 0,89+0,22bA 0,31#0,11bA  0,59+0,14c 1,32+0,16bA  0,68+0,07cB  1,00+0,11c
Duas 1,38+0,34abA  1,27+0,27bA  1,32+0,21b 2,56+0,22aA  1,76+0,22bB 2 16+0,18b
Trés 2,01+0,33aA 2,31+0,35aA  2,16+0,24a 2,80+0,26aA  3,10+0,28aA 2 95+0,19a
Média 1,42+0,19A 1,29+0,21A 2,23+0,17A  1,85+0,22B

Médias com diferentes letras minisculas na coluna e mailsculas na linha sdo significativamente diferentes (P <
0.05) pelo teste de Tukey.

Nos testes com lagartas de C. virescens foi observado efeito significativo
guanto as cultivares (F1,27 = 5.31; P = 0.0291) e em relacdo as densidades larvais
avaliadas (F2, 18 = 16.45; P < 0.0001), em teste com chance de escolha (Tabela 2), em
gue se teve maior consumo em DeltaOpal e na densidade de trés lagartas por
gendtipo. Porém, embora ndo se tenha observado interacdo significativa entre
genotipo e densidade larval (Fz2, 27 = 0.94; P = 0.4019), a densidade de uma lagarta
por gendtipo promoveu melhor diferenciacdo entre os niveis de resisténcia das
cultivares (F1, 27 = 5.36; P = 0.0284). Ja em teste sem chance escolha (Tabela 2) foi
verificado diferenca significativa apenas entre as densidades larvais avaliadas (F2, s4
= 29.83; P < 0.0001), em que tanto a utilizacdo das densidades de duas ou trés
lagartas por gendtipo resultaram em maior consumo foliar. Entretanto, ndo houve
efeito significativo entre gendtipos (F1, s4 =0.28; P =0.5959) tampouco da interacéo
entre genotipo e densidade larval (Fz,s4 = 0.08; P = 0.9203). Assim, as densidades de
duas lagartas de S. cosmioides e uma lagarta de C. virescens por genétipo foram

utilizadas nos testes subsequentes.
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Tabela 2. Area foliar consumida (cm?, +EP) em discos foliares de genoétipos de
algodéo por lagartas de Chloridea virescens com diferentes densidades
larvais por disco foliar, em testes com e sem chance de escolha.

Com chance Sem chance
Densidade
Suscetivel Resistente Média Suscetivel Resistente Média
Uma 1,26+0,29bA 0,28+0,11bB 0,77+0,19b 1,27+0,10bA 1,21+0,26bA  1,24+0,13b
Duas 1,37+0,34abA 0,83+0,31bA 1,10+0,23b 2,99+0,17aA 2,94+0,37aA 2,96+0,20a
Trés 2,46+0,38aA 2,30+0,39aA 2,38+0,27a 3,47+0,37aA 3,21+0,35aA  3,34+0,25a
Média 1,70+0,21A 1,14+0,23B 2,58+0,22A 2,45+0,24A

Médias com diferentes letras mintsculas na coluna e mailsculas na linha séo significativamente diferentes (P < 0.05) pelo teste
de Tukey.

3.2. Experimento Il: Estrutura vegetal

Em teste com chance de escolha, para lagartas de S. cosmioides, observou
diferenca entre os dois gendtipos utilizando folhas da parte superior (t1,22 = 2.32; P =
0.0300) e folhas da parte mediana (t1,21=5.54; P <0.0001), sendo este ultimo o que
melhor distinguiu os niveis de resisténcia entre as cultivares (Figura 1). Quando se
utilizaram macas pequenas (t1,22=1.43; P = 0.1676) e macas grandes (t1,21 = 0.94; P
= 0.3590) ndo foram observadas diferencas quanto a porcentagem de injuria
ocasionada pelas lagartas entre os dois genétipos de algodoeiro. No teste sem chance
de escolha (Figura 1), ndo houve diferenca entre as cultivares utilizando folhas da
parte superior (t1, 21 = 0.39; P = 0.6997), folhas da parte mediana (t1, 22 = 0.50; P =
0.6203), magas pequenas (11,21 = -1.20; P = 0.6458) ou magas grandes (t1, 21 = -1.09;
P =0.2875).

Com relagcdo ao teste com chance de escolha para lagartas de C. virescens
(Figura 1), observou-se maior porcentagem de injuria na cultivar DeltaOpal, em
comparacao a FMT 701 quando foi utilizado folhas da parte superior (t1,20 = 3.23; P =
0.0042), macas pequenas (t1,22 = 2.34; P = 0.0291) e macgés grandes (Z1 = 2.05; P =
0.0403). Nao houve diferenca entre as cultivares quanto a porcentagem de injuria
utilizando folhas da parte mediana da planta (Z1 = -0.5797; P = 0.5621). Nos testes
sem chance de escolha, verificou-se diferenca entre as cultivares com o uso de folhas
da parte superior da planta (t1,20 = 2.47; P = 0.0225) e macéas pequenas (t1, 20 = -4.26;

P = 0.0002), enquanto que o mesmo nao foi observado quanto a folhas da parte



30

mediana (Z1 <0.01; P =0.9999) e maca grande (t1,22=-0.18; P = 0.8607). Para ambos
os testes com e sem chance de escolha, com lagartas de C. virescens a melhor
distingdo quanto aos niveis de resisténcia entre as cultivares ocorreu utilizando folhas

da parte superior da planta.

DeltaOpal ) . FMT 701
Spodoptera cosmioides

Folha +——1— -
superior = ==

Folha —t HH+
médio — N s

Maga |—|—‘ ns

pequena o
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Chloridea virescens

Folha
superior

Folha
médio

Macga
pequena

—— Com chance
mm Sem chance
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Figura 1. Injaria (%) em folhas da parte superior, folhas da parte mediana, macas
pequenas e macas grandes de gendtipos de algodoeiro por lagartas de
Spodoptera cosmioides e Chloridea virescens, em testes com e sem chance
de escolha. “Significativo pelo teste t de Student (P < 0.05); "SN&o
significativo pelo teste t de Student (P < 0.05); "Significativo pelo teste de
Wilcoxon (P < 0.05); NSN&o significativo pelo teste de Wilcoxon (P < 0.05).

Dessa forma, para lagartas de S. cosmioides no teste subsequente foram
utilizadas folhas da parte mediana, enquanto para lagartas de C. virescens foram

utilizadas folhas da parte superior das plantas.
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3.3. Experimento llI: Idade da planta

Em teste com chance de escolha para lagartas de S. cosmioides (Tabela 3)
constatou-se diferenca significativa entre as idades da planta (F2,3s = 9.46; P = 0.0005)
e as cultivares (F1,9 = 5.92; P = 0.0378), em que a cultivar suscetivel, DeltaOpal, e
plantas em estadio de botdo floral foram mais consumidas. Entretanto, ndo se
observou efeito significativo para a interagéo entre genaétipo e idade da planta (F2,36 =
0.31; P = 0.7384). Em teste sem chance de escolha (Tabela 3), ndo houve diferenca
entre as cultivares (F1,s4 = 2.85; P = 0.0972); entretanto, houve diferenga na interacéo
entre genotipo e idade das plantas (F2,54 =5.73; P = 0.0055) e as idades (F2,54 =9.17,
P =0.0004) e. Tanto em DeltaOpal (F2, 54 = 4.14; P = 0.0212) quanto em FMT 701 (F2,
54=10.76; P = 0.0001) o maior consumo foliar se deu em discos foliares provenientes
de plantas em estadio de botéo floral. No entanto, apenas em discos foliares oriundos
de plantas em florescimento (Fi1, 54 = 13.37; P = 0.0009) foi possivel diferenciar os

niveis de resisténcia entre os dois genotipos.

Tabela 3. Area foliar consumida (cm?; +EP) por lagartas de Spodoptera cosmioides
em discos foliares de gendtipos de algodao com diferentes idades, em testes
com e sem chance de escolha.

dade Com chance? Sem chance

Suscetivel Resistente Média Suscetivel Resistente Média
Botao floral 2,19+0,36aA 1,87+0,29aA 2,03+0,23a 2,55+0,29aA 2,33t0,27aA 2,44+0,19a
Florescimento  1,01+0,19bA  0,64+0,19bA  0,83+0,14b 2,03+0,28abA  0,85+0,19bB  1,44+0,21b
Capulho 1,34+0,24abA  1,28+0,24abA 1,31+0,17ab 1,58+0,13bA 1,9940,23aA 1,79+0,14b
Média 1,51+0,18A 1,27+0,16B 2,061£0,15A 1,73+0,18A

Médias com diferentes letras mintsculas na coluna e mailsculas na linha séo significativamente diferentes (P < 0.05) pelo teste
de Tukey. 2Dados transformados em +/x.

Para as lagartas de C. virescens (Tabela 4), em teste com chance de escolha,
houve diferenca no consumo entre os dois genotipos (F1,9 = 6.36; P = 0.0352), em
que DeltaOpal foi mais consumido em comparacdo a FMT 701. Porém néo se
observou diferenca de consumo pelas lagartas em relacdo as idades fenoldgicas (F2,
36 = 2.45; P = 0.1006), assim como n&o houve interacdo significativa entre genétipos
e idades fenolodgicas (F2,3s = 1.02; P = 0.37000). Para o teste sem chance de escolha,
houve efeito significativo para a interacao entre gendétipos e idade da planta (Fz, 54 =
3.33; P =0.0431), em que na cultivar DeltaOpal houve maior consumo pelas lagartas
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no estadio de botéo floral (F2, s4 = 10.81; P = 0.0001), enquanto em FMT 701 n&o
houve diferenca de consumo pelas lagartas de C. virescens entre os estadios
fenolégicos avaliados (F2, s = 1.86; P = 0.1656). Houve também diferencas
significativas foram observadas quanto as idades (Fz,s4 = 9.34; P = 0.0003), sendo o
maior consumo observado em discos foliares oriundos de plantas em estadio de botédo
floral; porém, ndo houve efeito significativo entre gendtipos (F1,54 = 0.64; P = 0.4274).
Com relagéo a idade da planta apenas quando utilizado discos foliares oriundos de
plantas de algodao em botédo floral foi possivel distinguir os dois genoétipos quanto

seus respectivos niveis de resisténcia a C. virescens (F1,54 = 5.51; P = 0.0226).

Tabela 4. Area foliar consumida (cm?; +EP) por lagartas de Chloridea virescens em
discos foliares de gendtipos de algoddo com diferentes idades, em testes
com e sem chance de escolha.

Com chance? Sem chance?

\dade Suscetivel Resistente Média Suscetivel Resistente Média
Botéo floral 1,77+0,05aA 1,59+0,06aB  1,68+0,04a 1,55+0,42aA 0,60+0,21aB  1,07+0,25a
Florescimento  1,77+0,10aA 1,65+0,0aA 1,71+0,06a 0,21+0,14bA  0,43+0,17aA  0,32+0,11b
Capulho 1,64+0,05aA 1,55+0,05aA  1,60+0,04a 0,15+0,04bA  0,131#0,06aA  0,14+0,04b
Média 1,73+0,04a 1,60+0,03B 0,64+0,19a 0,39+0,10a

Médias com diferentes letras mindsculas na coluna e mailsculas na linha séo significativamente diferentes (P < 0.05) pelo teste
de Tukey. ?Dados transformados em (x + 1),

4. Discussao

Para a realizacao desse tipo de estudo, algumas questdes como a escolha das
cultivares e dos fatores a serem avaliados, devem ser levadas em consideracédo e
analisadas previamente com objetivo de minimizar possiveis erros na selecdo de
genotipos, cultivares e/ou linhagens resistentes. Primeiramente, € essencial
selecionar genétipos que possuam niveis de resisténcia contrastantes descritos para
algum herbivoro com héabitos alimentares semelhantes ao que seré objeto de estudo,
enquanto os fatores a serem avaliados devem ser aqueles que potencialmente vao
interferir sobre a expresséo de resisténcia (Reynolds e Smith, 1985; Boica Junior et
al., 2015a; Freitas et al., 2018). A adocéo desses critérios possibilita maior confianca
sobre os resultados e torna mais evidente a influéncia dos fatores avaliados sobre a

expressao da resisténcia.
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Por conta disso, neste estudo foram selecionados os fatores de densidade
larval, estrutura vegetal e idade das plantas que conhecidamente interferem na
expressao de resisténcia (Smith, 2005), bem como as cultivares DeltaOpal e FMT 701,
que respectivamente sao suscetivel e resistente a S. frugiperda, uma praga
generalista, e A. argillacea, uma praga especalista do algodoeiro (Boica Junior et al.,
2012; Jesus et al., 2014).

O experimento | demonstrou que a densidade de duas lagartas de S.
cosmioides e uma lagarta de C. virescens por disco foliar foram mais adequadas para
distinguir os dois gendtipos de algoddao em resistente e suscetivel. Identificar a
densidade ideal de insetos é essencial para o sucesso dos estudos de RPI, uma vez
que densidades inadequadas podem super ou subestimar possiveis niveis de
resisténcia (Harris, 1979; Smith, 2005). Tal fato péde ser verificado neste estudo em
gue, embora a liberacéo de trés lagartas de S. cosmioides (Tabela 1) e duas ou trés
lagartas de C. virescens (Tabela 2) por disco foliar tenham resultado em maior area
foliar consumida, ndo houve diferenciacdo entre as cultivares quanto aos niveis de
resisténcia.

A diferenca da densidade 6tima a ser utilizada de acordo com a espécie
avaliada, provavelmente, esta relacionada a fatores comportamentais da espécie. As
lagartas de C. virescens, por exemplo, se tornam agressivas quando incomodadas
por outra lagarta e estdo propensas inclusive ao canibalismo (Gould et al., 1980),
podendo assim interferir negativamente na distincdo entre genotipos resistentes e
suscetiveis, como observado quando foram utilizadas as densidades de duas e trés
lagartas por disco foliar. Boica Juanior et al. (2015a) avaliando a resisténcia de
gendtipos de soja a S. frugiperda, que também apresenta comportamento de
canibalismo, observaram que a utilizacdo de uma lagarta por disco foliar permite
melhor diferenciacéo entre genotipos resistentes e suscetiveis. Ja para as lagartas de
S. cosmioides, ndo se tem conhecimento sobre esse tipo de comportamento, porém,
de acordo com Santos et al. (2010) a fase larval necessita ingerir uma grande
quantidade de alimento para seu desenvolvimento; assim pode haver competigdo por
alimento se forem adotadas em testes de RPI densidade superior a ideal.

Densidades muito elevadas podem rapidamente ocasionar injurias em

genotipos suscetiveis, reduzindo o periodo de avaliacdo nos testes e impossibilitando



34

a identificacdo de materiais moderadamente resistentes (Bosque-Pérez e Schotzko,
2000). Por outro lado, o uso de densidades larvais inferiores ao ideal pode prolongar
o periodo de avaliacdo sem que se tenha injuria suficiente para distinguir os niveis de
resisténcia entre as cultivares. Além disso, vao ocorrendo modificagdes metabdlicas
nos tecidos foliares excisados com o decorrer do tempo (Singh et al., 1973), que
podem interferir no consumo do herbivoro.

Com relacao as estruturas vegetais, o uso de folhas da parte superior e da parte
mediana das plantas possibilitaram diferenciar as cultivares em resistente suscetivel
a S. cosmioides, em teste com chance de escolha (Figura 1). Entretanto, menor
porcentagem de injuria na cultivar FMT 701 foi verificada quando foram utilizadas
folhas da parte mediana da planta em teste com chance de escolha, permitindo, assim,
sua melhor discriminacdo em relacdo a cultivar suscetivel, DeltaOpal. Para os testes
com lagartas de C. virescens, os melhores resultados foram obtidos utilizando de
folhas da parte superior da planta (Figura 1).

De acordo com (Schoonhoven et al., 2005), os insetos generalistas, como o
caso de S. cosmioides, possuem maior preferéncia por folnas mais velhas das parte
mais inferiores das plantas, enquanto insetos especialista, como C. virescens,
preferem as folhas mais novas da parte superior da planta. Na parte apical da planta
acumulam-se maiores concentracbes de compostos secundarios que podem ser
especificos de cada espécie de planta e serem nocivos aos insetos, no entanto, 0s
insetos especialistas estdo adaptados e esses compostos ndo acarretam danos
significativos ao seu desenvolvimento.

O conhecimento desse do comportamento das espécies de insetos deve ser
levado em consideragdo e associado aos estudos de RPIl. As mariposas de S.
cosmioides tém preferéncia em ovipositar na parte mediana e inferior de algodoeiro
(Silva et al., 2017), enquanto a oviposicado de C. virescens ocorre preferencialmente
em folhas apicais da planta (Hillhouse e Pitre, 1976). Dessa forma, os resultados
obtidos nesse estudo possibilitardo que sejam selecionados com maior preciséo
genatipos, cultivares e/ou linhagens com caracteristica de resisténcia que vao auxiliar
no controle dessas lagartas recém-eclodidas, uma vez que as estruturas vegetais
utilizadas nos testes de RPI sdo exatamente as que as mariposas possuem maior

preferéncia de oviposicao.
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A maior quantidade de recursos associados a defesa da planta estdo alocados
nos tecidos mais jovens, de acordo com a teoria da Otima defesa (Mckey, 1979),
justificando a melhor distincdo entre materiais resistentes e suscetiveis de algodoeiro
a C. virescens quando utilizadas folhas da parte superior. Em plantas de algoddo ha
acumulo de taninos condensados, flavonoides, antocianinas e terpenoides aldeidos
como gossipol, hemigossipol, hemigossipolene e heliocidas, que variam de acordo
com a espécie de Gossypium ou com 0 genoétipo, e interferem negativamente no
comportamento e/ou desenvolvimento de diversos herbivoros, ocasionando, por
exemplo, menor consumo pelas lagartas, maior mortalidade e periodo de
desenvolvimento (Hedin et al., 1991; Hedin et al., 1992; Meyer et al., 2004; Wu et al.,
2010). Porém, em relagéo a S. cosmioides, o menor consumo foliar nos discos foliares
oriundos da parte mediana da planta de algoddo com caracteristicas de resisténcia
pode estar relacionado aos maiores teores de fibras, como a lignina, que apresenta
niveis mais elevados nos tecidos mais velhos das plantas (Coley et al., 1985). Além
disso, questdes relacionadas a fatores nutricionais (Ishaaya, 1986; Hedin et al., 1991;
Huber et al., 2012) e aos compostos do metabolismo secundario da planta (Bennett e
Wallsgrove, 1994) podem influenciar a interacao inseto-planta nos diferentes estratos
da planta e, consequentemente, interferir na expressao de resisténcia.

Embora S. cosmioides apresente grande potencial em ocasionar injurias em
macas (Santos et al., 2010), como observado neste estudo em que causaram injUrias
acima de 30% em macas pequenas dos dois genadtipos, e C. virescens também incidir
principalmente em macads (Papa e Celoto, 2014), a utilizacdo dessa estrutura
reprodutiva do algodoeiro ndo permitiu diferenciar as cultivares em relacdo a seus
niveis de resisténcia, exceto para C. virescens quando utilizado macés grande, porém
com baixa porcentagem de injaria. Caso seja do interesse em realizar estudos de RPI
utilizando as macas do algodoeiro, tanto para S. cosmioides quanto para C. virescens,
outros estudos devem ser realizados, porém, sera necessario empregar lagartas em
instares mais avancados para que se tenha mais consumo durante o tempo usado no
ensaio.

Com relacdo as idades fenologicas de algodoeiro, foi observado maior
preferéncia alimentar das lagartas de ambas as espécies por plantas em estadio de

botdo floral (Tabela 3 e 4). Porém, utilizando plantas nessa idade fenologica foi
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possivel diferenciar as cultivares quanto a seus niveis de resisténcia apenas em
relacdo a C. virescens. Para lagartas de S. cosmioides, a melhor distincdo entre os
dois gendtipos ocorreu em plantas em estadio de florescimento.

Associando os resultados da estrutura vegetal (experimento 1) e idade
fenologica (experimento 1), sabe-se que os teores de fibras nas folhas mais velhas
aumentam de acordo com o desenvolvimento da planta (Hedin et al., 1992). Assim,
possivelmente as folhas da parte mediana das plantas da cultivar resistente, FMT 701,
apresentam maiores teores de fibras no estadio de florescimento comparado a cultivar
suscetivel, DeltaOpal. Ao mesmo tempo que as plantas no estadio de capulho podem
apresentar elevado acumulo de fibras impossibilitando discernir os niveis de
resisténcia das cultivares. J4 as plantas em estadio de botdo floral sdo mais
adequadas aos estudos de antixenose em algodoeiro a C. virescens, provavelmente
pelos maiores teores de terpenoides, especialmente heliocidas e hemigossipolene,
nas folhas apicais da cultivar resistente (Stipanovic et al., 1988; Bezemer et al., 2004,
Hagenbucher et al., 2013).

Os resultados obtidos com esse trabalho enfatizam a importancia de estudos
investigando a influéncia de fatores relacionados a planta e ao inseto sobre a
expressao de resisténcia de plantas antes da selecdo de gendtipos resistentes. Além
disso, as informacfes sobre a estrutura vegetal e a idade da planta mais preferidas
para ambas as espécies também podem contribuir para 0 manejo destas pragas em
campo, identificando hébitos alimentares e periodos de maior suscetibilidade da
planta.

A densidade larval, a estrutura vegetal e idade fenolégica da planta
influenciaram diretamente a expresséao de resisténcia de plantas de algodoeiro, no
entanto, cada fator interferiu distintamente de acordo com o inseto-praga, por iSso a
necessidade de realizar estudos especificos para cada espécie. Assim, este trabalho
oferece suporte para o estabelecimento de um protocolo de “screening” a ser
empregado em estudos de resisténcia de algodoeiro a S. cosmioides e C. virescens,
gue devem ser realizados de forma criteriosa e em igualdade de condi¢cbes. Enfim,
conclui-se que a utilizagéo de duas lagartas por discos foliares, oriundos de folhas da
parte mediana de plantas em estadio de florescimento para S. cosmioides, e de uma

lagarta por disco foliar de folhas da parte superior de plantas em estadio de botéao
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floral para C. virescens promoveram melhor distincdo entre os niveis de resisténcia, e
devem ser empregados em testes de antixenose de gendtipos de algodao para esses

insetos-praga.
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CAPITULO 3 — Resisténcia constitutiva de cultivares de algoddo a Spodoptera

cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO - A incidéncia e os danos ocasionados por Spodoptera cosmioides
(Walker) na cotonicultura brasileira ttm aumentado significativamente nas ultimas
safras, porém, ainda sédo poucas as informacdes para o controle dessa praga. Nesse
trabalho foram avaliados a influéncia de diferentes cultivares de algodao sobre o
comportamento de alimentacdo e o desenvolvimento biologico de S. cosmioides,
visando selecionar materiais resistentes. As cultivares de algod&o avaliados foram os
seguintes: BRS 286, BRS 293, BRS 335, BRS 336, BRS 368 RF, BRS 372, DeltaOpal,
FMT 701, FMT 707, FMT 709, FM 910 e FM 993. A preferéncia alimentar foi avaliada
por testes com e sem chance de escolha, avaliando a porcentagem de lagartas
presentes nos discos foliares e a area foliar consumida (AFC, cm?). O
desenvolvimento biologico foi avaliado por parametros de crescimento, como peso,
periodo de desenvolvimento e sobrevivéncia nos diferentes estagios do ciclo de vida,
além dos indices nutricionais das lagartas. As cultivares BRS 368 RF e FM 993 foram
deterrentes, jA BRS 293, BRS 372, e FMT 707 foram as mais estimulantes. Em BRS
293, BRS 335 e FMT 707 as lagartas consumiram menos e foram observados efeitos
negativos no desenvolvimento, refletindo em menores indices de adaptacdo. Em
DeltaOpal foi observado maior AFC e taxa de consumo relativo (RCR), porém,
reduzida viabilidade larval e de pupas e baixo indice de adaptacdo, devido
possivelmente as impropriedades nutricionais, uma vez que a eficiéncia de conversao
do alimento ingerido (ECI) e digerido (ECD) foram baixos. Dessa forma, BRS 293,
BRS 335, FMT 707 e DeltaOpal foram moderadamente resistentes e FM 910
altamente suscetivel quanto a resisténcia constitutiva a S. cosmioides.

Palavras-chave: antibiose, antixenose, lagarta-preta, resisténcia de plantas a insetos
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CHAPTER 3 - Constitutive resistance of cotton cultivars to Spodoptera

cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) in cotton cultivars

ABSTRACT - The incidence and damage caused by Spodoptera cosmioides
(Walker) in the Brazilian cotton crop have increased significantly in recent seasons,
but there is still little information to control this pest in the crop. In this work we
evaluated the influence of different cotton cultivars on feeding behavior and biological
development of S. cosmioides, aiming to select resistant cultivars. The cotton cultivars
evaluated were: BRS 286, BRS 293, BRS 335, BRS 336, BRS 368 RF, BRS 372,
DeltaOpal, FMT 701, FMT 707, FMT 709, FM 910 and FM 993. Feeding preference
was evaluated by free- and no-choice tests, evaluating the percentage of larvae in
each genotype and the leaf area consumed (LAC, cm?). While biological development
was evaluated through growth parameters such as weight, period of development and
survival in different stages of the life cycle, in addition to the nutritional indices of larvae.
BRS 368 RF and FM 993 cultivars were deterrent, while BRS 293, BRS 372, and FMT
707 were stimulant. However, in BRS 293, BRS 335 and FMT 707 the larvae
consumed less and negative effects on development were observed, reflecting in lower
fitness index. Larvae fed in DeltaOpal had higher leaf area consumed and relative
consumption rate (RCR) but reduced larval and pupae viability and low fitness index,
possibly due to nutritional inadequacies, since the efficiency of conversion of the
ingested (ECI) and digested food (ECD) were low. Thus BRS 293, BRS 335, FMT 707
and DeltaOpal were moderately resistant and FM 910 highly susceptible.

Keywords: antibiosis, antixenosis, black armyworm, host plant resistance
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1. Introducéao

A espécie Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) é
nativa da América do Sul e pode incidir sobre uma ampla gama de plantas hospedeiras
gue incluem 40 familias e mais de 126 espécies de plantas, sendo muitas destas
plantas cultivadas e de grande importancia econémica como amendoim (Arachis
hypogaea L.), soja [Glycine max (L.) Merril.], feijao (Phaseolus vulgaris L.), milho (Zea
mays L.), arroz (Oryza sativa L.), algodao (Gossypium spp.) e outras (Specht e Roque-
Specht, 2016).

Essa polifagia tem contribuido para a rapida adaptacédo de S. cosmioides nas
principais areas produtoras agricolas, onde se observa aumento de sua incidéncia,
ocasionando danos em culturas que sao “commodities”, como soja e algodao, sendo
estas as culturas mais adequadas para seu desenvolvimento (Silva et al., 2017). Além
disso, outros fatores tém contribuido para o aumento da ocorréncia dessa praga, tais
como: a alta adocgéo de plantas geneticamente modificadas através da insercdo de
genes de Bacillus thuringiensis (Bt), as quais ndo tem como alvo S. cosmioides e
apresentam baixa toxicidade a essa espécie (Santos et al., 2009; Blanco et al., 2016;
Silva et al., 2016); a sucessédo de cultivos que ocorre nessas areas produtoras com
culturas que sdo hospedeiras da praga (Santos et al., 2010; Bueno et al., 2013); e,
para a cultura do algodao ainda néo se dispéem de inseticidas com registro para
controle dessa espécie (Agrofit, 2019). Essas questbes dificultam o manejo de S.
cosmioides no campo e aumentam o custo de producédo do algodoeiro.

Em plantas de algodéo, as lagartas de S. cosmioides possuem alto potencial
de dano, devido a desfolha ocasionada pelas lagartas de instares iniciais e
principalmente por incidirem nas estruturas reprodutivas a medida que se
desenvolvem, de modo que cada lagarta ocasiona perfuracbes em cerca de cinco
botdes florais e trés magds (Santos et al., 2010; Papa e Celoto, 2014; Silva et al.,
2017). Diante da importancia dessa praga e dos diversos fatores que favorecem sua
ocorréncia no campo Sao necessarias medidas que visam reduzir os danos
ocasionados por esse inseto-praga através de diferentes taticas e estratégias

inseridas no manejo integrado de pragas (MIP).
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Para isso tem se intensificado estudos basicos e aplicados, dentre os quais se
destacam a determinacdo do potencial bidtico (Specht e Roque-Specht, 2019),
identificagcdo de feromoOnios sexuais para serem utilizados principalmente no
monitoramento das mariposas (Blassioli-Moraes et al., 2016), selecdo de plantas
hospedeiras as quais S. cosmioides € menos adaptada para serem utilizadas em
rotacdo de culturas (Silva et al., 2017), prospeccéao e utilizacdo de inimigos naturais
(Goulart et al.,, 2011; Pomari et al., 2013; Freitas et al., 2019), avaliacdo da
suscetibilidade a inseticidas (Lutz et al., 2018), dentre outros.

Outra tatica de controle que possui destaque em programas de MIP é a
resisténcia de plantas a insetos, que pode ser constitutiva quando € permanentemente
expressa na planta e/ou induzida quando desencadeada por algum fator estressante.
Caracteristicas fisicas, morfolégicas e/ou quimicas da propria planta podem interferir
no comportamento e/ou desenvolvimento biolégico de determinados herbivoros e
reduzir sua populagcéo para niveis inferiores ao de dano econémico. (Painter, 1958;
Stout, 2013; Mitchell et al., 2016). Portanto, é essencial identificar gendétipos
resistentes para serem incorporados em programas de MIP. Assim, neste trabalho foi
avaliado a influéncia de diferentes cultivares de algodao sobre o comportamento de
alimentacdo, desenvolvimento e aspectos nutricionais de S. cosmioides, visando

selecionar cultivares resistentes constitutivamente.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados em laboratério sob condi¢cdes controladas
(26 + 2° C; 70 £10% UR; fotoperiodo de 12 h L:12 h E), avaliando 12 cultivares de
algoddo, os quais possuem historico de resisténcia/suscetibilidade para outras
espécies-praga em literatura e/ou sdo utilizados comercialmente na cotonicultura
brasileira (Tabela 1). Para avaliagdo da resisténcia desses materiais a S. cosmioides
foram realizados bioensaios avaliando o comportamento de alimentacdo em testes
com e sem chance de escolha, o desenvolvimento por meio do acompanhamento do
ciclo biolégico e avaliagdo dos aspectos nutricionais das lagartas alimentadas com

folhas das cultivares.
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Tabela 1. Cultivares de algodao, procedéncia, ciclo e historico de resisténcia dos
materiais avaliados quanto a resisténcia a Spodoptera cosmioides.

Cultivar Procedéncia Ciclo (dias) Histérico de resisténcia

BRS 286 Embrapa Precoce (150) N&o avaliado

BRS 293 Embrapa Médio (160) N&o avaliado

BRS 335 Embrapa Médio (160) N&o avaliado

BRS 336 Embrapa Médio (170-190) Né&o avaliado

BRS 368 RF Embrapa Médio (160-170) Né&o avaliado

BRS 372 Embrapa Médio (170-190) Nao avaliado

DeltaOpal D&PL Brasil Ltda Médio (160) Suscetivel a Alabama argillacea (Hibner, 1818)

(Lepidoptera: Noctuidae) (Boica Junior et al.,
2012) e Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1757) (Lepidoptera: Noctuidae) (Jesus et al.,

2014)

FMT 701 Fundacao MT Médio (160) Antixenose e/ou antibiose a A. argillacea (Boica
Janior et al., 2012) e S. frugiperda (Jesus et al.,
2014)

FMT 707 Fundacao MT Médio (160) N&o avaliado

FMT 709 Fundacdo MT Tardio (160-190) N&o avaliado

FMX 910 Bayer S.A. Tardio (160-190) Antibiose a A. argillacea (Boigca Junior et al.,
2012)

FMX 993 Bayer S.A. Médio (150-180) Suscetivel a Chrysodeixis includens (Walker,
1858) (Lepidoptera: Noctuidae) (Funichello et
al., 2013)

2.1. Insetos e plantas

Para os experimentos foram utilizadas lagartas de S. cosmioides da 222
geracdo de uma coldnia de laboratério mantida em dieta artificial (Greene et al., 1976)
no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos da UNESP - Jaboticabal. A colbnia
de S. cosmioides foi iniciada com ovos provenientes da criacdo do Laboratério de
Biologia de Insetos da ESALQ/USP, Piracicaba, SP, Brasil, sendo que anualmente
foram adicionados individuos coletados a campo para manutencao da diversidade
genética. Os ovos foram mantidos em recipientes plasticos (diametro 12 cm; altura 9,5
cm) até a eclosdo das lagartas, quando aproximadamente 200 lagartas recém
eclodidas foram transferidas para recipientes plasticos (diametro 12 cm; altura 9,5 cm)
contendo dieta artificial, onde permaneciam por sete dias. Posteriormente, foram
utilizados recipientes plasticos (diametro 8,5 cm; altura 5 cm) contendo dieta artificial,
sendo transferidas duas lagartas para cada recipiente. As lagartas permaneciam nos
recipientes até a fase de pupa, quando foram removidas, sexadas e colocadas em
caixa do tipo gerbox (comprimento 11 cm; largura 11 cm; altura 3,5 cm) até a

emergéncia dos adultos. Doze casais de adultos recém emergidos foram colocados



47

em gaiolas de oviposicéo (diametro 10 cm; altura 20 cm) cobertas com tecido “voile”
e revestidas internamente com papel sulfite como substrato para oviposi¢cdo. No fundo
das gaiolas foram colocados pratos plasticos (diametro 12 cm) forrados com papel
sulfite. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10% (dgua/volume), a
qual era embebida em algodao hidrofilico e colocado em recipientes plasticos
(diametro 3,5 cm; altura 0,5 cm) colocados no interior da gaiola de oviposicao.
Diariamente foi realizada a retirada dos ovos e armazenados em recipientes conforme
descrito anteriormente.

As cultivares de algodao foram semeados em vasos com capacidade de 12 L,
contendo substrato composto por solo, esterco bovino curtido e areia, na propor¢ao
de 3:1:1, respectivamente. Foram semeadas seis sementes por vasos e
posteriormente realizado o desbaste deixando trés plantas por vaso, os quais foram
mantidos em casa de vegetacédo vedada com tela anti-afideo e irrigados sempre que

necessario.

2.2. Atratividade e preferéncia alimentar

Os experimentos de atratividade e preferéncia alimentar foram realizados
através de testes com e sem chance de escolha, utilizando lagartas de terceiro instar
de S. cosmioides e discos foliares (diametro 3 cm) oriundos de folhas da parte
mediana de plantas de algodao em fase de florescimento (F1) (Marur e Ruano, 2001),
cortados com vazador metélico. Para o teste com chance de escolha, os discos
foliares dos 12 cultivares foram distribuidos de forma equidistante nas extremidades
de arenas (recipientes circular de aluminio, com 35 cm de diametro) forradas com
papel filtro umedecido e liberadas duas lagartas por genoétipo no centro da arena,
totalizando 24 lagartas por arena. Para o teste sem chance de escolha, os discos
foliares foram individualizados em placas de Petri (diametro 9 cm) forradas com papel
filtro umedecido onde foram liberadas duas lagartas em cada placa.

As lagartas permaneceram se alimentando até que um disco foliar em uma das
repeticoes tivesse cerca de 80% da &rea foliar consumida. Dessa forma, a atratividade
foi determinada através do numero de lagartas presentes em cada disco foliar nos

tempos de 10, 20, 30, 60, 120, 360 e 540 minutos apoés a liberagdo das lagartas no
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teste com chance de escolha, e 10, 20, 30, 60, 120, 360, 720 e 1440 minutos no teste
sem chance de escolha. Ao final, as lagartas foram retiradas e foi determinada a area
foliar consumida com auxilio do software ImageJ (Rasband, 1997), através da

diferenca entre a area foliar inicial e final.

2.3. Desenvolvimento biolégico

Lagartas recém-eclodidas (<12h) de S. cosmioides foram individualizadas em
placa de Petri (diametro 9 cm; altura 1,5 cm) forradas com papel filtro umedecido com
agua deionizada e contendo seg¢des de folhas, “ad libitum”, da parte mediana e
superior das respectivas cultivares de algodéo, em fase de florescimento (F1) (Marur
e Ruano, 2001), sendo acompanhado o desenvolvimento dos individuos até a morte
dos adultos. A limpeza dos excrementos das lagartas no interior das placas foi
realizada sempre que necessario, assim como a umectacdo ou troca do papel filtro
das placas.

Aos 10 dias apés a ecloséo as lagartas foram pesadas em balanca analitica de
precisdo (Ohaus Corporation, modelo AR2140, Parsippany, NJ, USA; 0,0001 g) e
guando atingiram a fase de pupa o fornecimento de alimento foi interrompido. Foram
observados o0s seguintes parametros: periodo larval, periodo pupal, periodo total (da
eclosao até emergéncia do adulto), viabilidade larval, peso pupal com 24h de idade,
viabilidade pupal, viabilidade total e longevidade dos adultos.

Para estimar o crescimento populacional foi determinado o indice de adaptacao
(rL) proposto por Jallow e Zalucki (2003) e adaptado por Boregas et al. (2013), que €
um indicador do desempenho da prole. Este indice foi determinado pelo célculo: rL =
Ix.mx/tl, onde Ix é a sobrevivéncia larval, mx é a média do peso de pupas das fémeas

e tl é a duracdo do desenvolvimento larval (dias).
2.4. indices nutricionais
Lagartas de terceiro instar de S. cosmioides foram retiradas da colonia de

laboratério, privadas de alimentag&o por 3h para limpar o trato digestivo, pesadas em

balanca de precisdo (Ohaus Corporation, modelo AR2140, Parsippany, NJ, USA,;
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0,0001 g) e posteriormente foram individualizadas em placas de Petri (diametro 9 cm;
altura 1,5 cm) forradas com papel filtro umedecido com agua deionizada. Discos
foliares (diametro 5 cm) foram cortados de folhas da parte mediana das respectivas
cultivares de algoddo em fase de florescimento (F1) (Marur e Ruano, 2001), com
auxilio de um vazador metalico e, em seguida foram individualizados nas placas de
Petri. Cinco discos foliares de cada genotipo e trinta lagartas de terceiro instar com
peso seco inicial médio de 2,719 + 0,065 mg (Fi1, 108 = 1,44; P = 0,1641) foram
utilizadas como aliquotas. As lagartas permaneceram se alimentando dos discos
foliares por trés dias (60 h).

ApoOs o término do experimento, as lagartas, a sobra dos discos foliares das
respectivas cultivares, as fezes e os discos foliares separados como aliquotas foram
secos em estufa (Odontobras, modelo EL 1.4, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) a 60
°C por 48 h e por fim pesados em balanca analitica de precisdo (0,0001 g). Os indices
nutricionais foram estabelecidos com base no peso seco, segundo metodologia
estabelecida por Waldbauer (1968) e foram determinadas a taxa de consumo relativo
(RCR = 1I/Bm por T; mg/mg/dia), taxa de crescimento relativo (RGR = B/Bm por T,
mg/mg/dia), eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI = [B/I] x 100; %),
digestibilidade aparente (AD = [I — F])/I x 100; %) e conversdo do alimento digerido
(ECD = B/[l — F] x 100; %), onde: T = periodo de alimentacédo; B = ganho de peso
larval durante T; Bm = peso larval médio durante T; | = peso do alimento ingerido (mg)
durante T; F = peso das fezes (mg) produzidas durante T. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, avaliando os 12 cultivares de algodéao e

10 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por uma lagarta.

2.5. Anéalises dos dados

Os dados de atratividade foram analisados através do teste Qui-quadrado de
Pearson (P < 0,05). Os dados de area foliar consumida, os parametros de
desenvolvimento e dos indices nutricionais foram submetidos ao teste de normalidade
dos residuos e homogeneidade das variancias, pelos testes de Kolmogorov-Smirnov
e Levene, respectivamente. Quando necessario, os dados foram transformados de

acordo com o teste de BoxCox, pelo procedimento PROC TRANSREG para
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posteriormente serem submetidos a analise de variancia (P < 0,05) utilizando o
procedimento PROC GLM, com auxilio do software SAS, versédo 4.1 (Sas Institute,
2013). Em caso de significancia, as médias foram submetidas ao teste de Scott &
Knott (P < 0,05), com excecao do parametro de viabilidade de pupas que foi submetido
ao teste de Tukey (P < 0,05), através do software AgroEstat, versdo 1.1.0.712
(Barbosa e Maldonado Junior, 2015).

3. Resultados

3.1. Atratividade e preferéncia alimentar

Com relacéo a atratividade, houve diferenca entre as cultivares avaliados em
teste com chance de escolha, na qual a cultivar FM 993 teve menor porcentual de
lagartas atraidas, nao diferindo de BRS 368 RF, BRS 335, FMT 701 e FM 910 (x?11 =
40,09; P < 0,0001; Tabela 2). BRS 293 apresentou maior atratividade, embora néo
diferenciando de BRS 372, FMT 707, BRS 336, BRS 286 e DeltaOpal. Para o teste
sem chance de escolha, ndo houve diferenca entre as cultivares quanto a

porcentagem de lagartas atraidas (x*11 = 10,16; P = 0,5158; Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de lagartas presente nos discos foliares e area foliar

consumida (AFC, cm?) por lagartas de Spodoptera cosmioides em

cultivares de algodoeiro em testes com e sem chance de escolha.
Porcentagem de lagartas (%) Area foliar consumida (cm?2)

Cultivares Com chance? Sem chance? Com chanceP Sem chanceb
BRS 286 9,07+0,98abc 6,12+0,46a 1,51+0,55a 1,7540,29¢c
BRS 293 12,01+1,80a 8,02+0,63a 1,46+0,28a 1,31+0,11c
BRS 335 6,09+1,40cd 8,82+0,81a 1,13+0,46a 1,9940,24c
BRS 336 10,48+1,07ab 7,04+0,27a 1,35+0,39a 1,63+0,19¢c
BRS 368 RF  5,56+0,34d 7,72+0,29a 1,07+0,40a 1,81+0,24c
BRS 372 11,12+0,62ab 9,69+0,28a 1,80+0,48a 3,00+0,34b
DeltaOpal 8,64+1,03abc 7,84+0,99a 1,26+0,34a 4,52+0,34a
FMT 701 6,11+0,95cd 9,48+0,35a 1,08+0,43a 2,50+0,25b
FMT 707 10,51+2,14ab 8,61+0,81a 1,06+0,30a 2,1340,27¢c
FMT 709 8,31+1,12bc 8,65+0,30a 1,59+0,45a 2,41+0,34b
FM 910 6,69+1,40cd 8,70+0,27a 0,90+0,29a 2,19+0,42¢
FM 993 5,41+2,68d 9,31+0,49a 1,13+0,67a 2,0940,31c

aMédias seguidas por diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05).
bMédias seguidas por diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott (P < 0,05).
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Em teste com chance de escolha, ndo foi observada diferenca entre as
cultivares com relagéo a area foliar consumida (Fi1, 99 = 0,75; P = 0,6881; Tabela 2).
Porém, em teste sem chance de escolha a cultivar DeltaOpal teve maior area foliar
consumida, enquanto BRS 293, BRS 336, BRS 286, BRS 368 RF, BRS 335, FM 993,
FM 910 e FMT 707 tiveram menor consumo foliar pelas lagartas (Fi1, 108 = 8,31; P <
0,0001; Tabela 2).

3.2. Desenvolvimento bioldgico
As lagartas que se alimentaram em BRS 293 e BRS 335 tiveram maior periodo

de desenvolvimento larval, enquanto em FM 910, o menor (F11,4s8 = 7,69; P < 0,0001;
Figura 1A).
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Figura 1. Periodo larval, pupal e longevidade de adultos (A), peso de lagartas e pupas
(B) de Spodoptera cosmioides em cultivares de algod&o. Barras com
diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott
(P < 0,05).

Nas cultivares BRS 293 e BRS 286 houve maior periodo de pupa em relacéo
aos demais (F11, 48 = 3,90; P = 0,0005; Figura 1A), porém, ndo houve diferenca na
longevidade de adultos (Fi1,48= 1,63; P = 0,1207; Figura 1A). Considerando o ciclo
de desenvolvimento, as cultivares BRS 293, BRS 335 e BRS 286 proporcionaram
maior periodo total de S. cosmioides (F11, 48 = 8,56; P < 0,0001; Figura 1A).

Para os parametros de peso, as cultivares FMT 707, DeltaOpal, BRS 335, BRS
336 e BRS 286 promoveram menor peso de lagartas (P11, 48 = 12,16; P <0,0001;
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Figura 1B). Por outro lado, nas cultivares BRS 336 e FMT 707 foram observados os
maiores pesos de pupas comparado as demais cultivares (P11, 48 = 2,45; P = 0,0160;
Figura 1B).

Nas cultivares DeltaOpal, FMT 707 e BRS 293 foi observada menor viabilidade
larval (F11,48 = 2,29; P = 0,0241; Tabela 3), em comparacdo as demais cultivares. A
viabilidade pupal foi menor em BRS 335 em relacdo a BRS 368 RF (F11,48=2,13; P =
0,0362; Tabela 3). Embora em BRS 335 e BRS 336 tenha sido verificado alta
viabilidade larval, foi observado reduzida viabilidade pupal, resultando em menor
viabilidade total, semelhante a proporcionada pelas cultivares BRS 293, DeltaOpal e
FMT 707 (F11,48=2,51; P =0,0138; Tabela 3). As lagartas apresentaram menor indice
de adaptacao quando alimentadas como as cultivares DeltaOpal, BRS 335, BRS 293,
FMT 707 e FMT 709, em relacdo aos demais (Fi11,4s = 2,84; P = 0,0061; Tabela 3).

Tabela 3. Viabilidade larval, pupal e total e indice de adaptacdo de Spodoptera
cosmioides em cultivares de algodao.
Viabilidade (%)

Cultivares indice de adaptac&o®?

Larval? Pupal® Total?
BRS 286 98,00£2,00a 65,43+8,83ab 63,43+6,89a 20,21+0,56a
BRS 293 86,00+6,78b 64,83+10,10ab 56,00+11,22b 17,10+1,44b
BRS 335 88,00£3,74a 55,94+5,87b 50,00+7,07b 16,74+0,54b
BRS 336 92,00£3,74a 62,44+4,09ab 58,00+5,83b 19,70+0,77a
BRS 368 RF  94,00+2,45a 91,33+£2,18a 86,00+4,00a 19,87+0,65a
BRS 372 94,00£2,45a 76,89+6,06ab 72,00+£4,90a 19,50+0,79a
DeltaOpal 78,00£3,74b 60,71+3,53ab 47,25+3,17b 16,19+0,82b
FMT 701 94,00£2,45a 72,4412 26ab 68,00+£2,00a 19,20+0,55a
FMT 707 80,00+6,32b 68,17+10,75ab 56,00+10,30b 17,33+1,50b
FMT 709 90,00+5,45a 72,54+6,14ab 66,00+8,12a 18,02+0,89b
FM 910 96,00£2,45a 72,44+5,87ab 70,00£7,07a 20,29+0,64a
FM 993 92,00+3,74a 78,17+4,97ab 72,00+5,83a 19,69+0,68a

aMédias seguidas por diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott (P < 0,05).
bMédias seguidas por diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)

3.3. indice nutricionais

Os indices nutricionais das lagartas diferiram de acordo com as cultivares
avaliadas (Tabela 4). Menores RCR foram observadas em lagartas alimentadas com
as cultivares FM 993, FMT 707, FMT 709, FM 910, BRS 286, BRS 335, BRS 372 e
BRS 336 (Fi1, 108 = 15,29; P < 0,0001). Por outro lado, em DeltaOpal as lagartas

apresentaram maior RCR, porém, isso néo refletiu em maiores RGR, ECI e ECD, pelo
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contrario. As menores RGR foram verificadas em lagartas que se alimentaram das
cultivares BRS 293, BRS 335 BRS 336, BRS 368 RF, BRS 286 e DeltaOpal (F11, 108 =
3,31; P = 0,0006). Menor ECI foi observada em lagartas alimentadas com a cultivar
DeltaOpal (Fi1, 107 = 11,47; P < 0,0001), que juntamente com aquelas alimentadas
pelas cultivares BRS 293 e FM 910 também tiveram menores ECD (F11, 108 = 6,16; P
<0,0001). Nas cultivares BRS 368 RF, BRS 336 e BRS 372 as lagartas tiveram menor
AD (F11,108 =7,82; P <0,0001)

Tabela 4. indices nutricionais de lagartas de Spodoptera cosmioides alimentadas em
folhas de gendtipos de algodao.

Gendtipos RCR (mg/mg/d) RGR (mg/mg/d) ECI (%) AD (%) ECD (%)

BRS 286 2,096+0,071c  0,495+0,016b  23,760+0,930b 38,512+2,652b 58,128+3,088b
BRS 293 2,504+0,084b  0,478+0,015b  19,344+1,072c 40,083+2,390a 50,139+4,321c
BRS 335 2,161+0,111c  0,478+0,014b  21,425+1,204c 36,547+2,959b 63,333+6,444b
BRS 336 2,170+0,088c  0,479+0,029b  22,305+1,528c 29,422+3,331c 66,114+2,660a
BRS 368 RF 2,441+0,070b  0,484+0,015b  19,992+0,899c 23,943+2,405c 73,678+4,185a
BRS 372 2,167+0,059¢c  0,522+0,023a  24,116+1,079b 29,866+2,077c 81,262+5,320a
DeltaOpal 3,088+0,093a  0,498+0,022b  16,260+0,855d 34,155+3,457b 45,911+3,552¢c
FMT 701 2,389+0,084b  0,528+0,025a  22,183%+1,103c 36,390+2,184b 57,993+2,827b
FMT 707 1,978+0,114c  0,554+0,018a  28,592+1,355a 35,491+3,200b 72,378+3,356a
FMT 709 2,061+0,054c  0,552+0,013a  27,008+1,140a 44,422+3,205a 63,597+5,363b
FM 910 2,067+0,064c  0,520+0,013a  25,346+0,953b 50,040+3,326a 51,781+2,390c
FM 993 1,918+0,043c  0,541+0,008a  28,449+1,056a 48,357+2,341a 55,676+1,901b

Médias seguidas por diferentes letras diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-Knott (P < 0,05).
RCR: taxa de consumo relativo; RGR: taxa de crescimento relativo; ECI: eficiéncia de conversao do alimento
ingerido; AD: digestibilidade aparente; ECD: eficiéncia de conversdo do alimento digerido

4. Discussao

Os resultados obtidos evidenciam que as cultivares avaliados influenciam
distintamente no comportamento de alimentagdo e no crescimento/desenvolvimento
de lagartas de S. cosmioides. As cultivares em que foram observados menor consumo
foliar, efeitos negativos no desenvolvimento e/ou nos aspectos nutricionais de S.
cosmioides devem apresentar caracteristicas constituintes capazes de conferir
resisténcia, em maior ou menor nivel.

Plantas de algodéo apresentam diversos mecanismos capazes de conferir a
elas resisténcia a insetos-praga, dentre 0s quais 0s constituintes quimicos possuem
grande destaque (Hagenbucher et al., 2013). Muitas dessas substancias podem ser
reconhecidas pelos insetos, como 0s compostos volateis que podem favorecer

(cairomdnios) ou desfavorecer (aloménios) a localizacdo da planta pelo herbivoro,
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interferindo na selecdo hospedeira de forma que a menor atratividade pode estar
relacionada a auséncia de cairomonios e/ou altos niveis de alombnios (Smith, 2005;
Xu e Turlings, 2018). Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as
lagartas de S. cosmioides sdo mais atraidas para as cultivares BRS 293 e BRS 372 e
menos para BRS 335, BRS 368 RF, FMT 701, FM 910 e FM 993, muito possivelmente
por conta desse balango de cairoménios e alomonios, que em plantas de algod&o tem-
se destaque para alguns terpenoides volateis como, a-pineno, B-pineno, 3-myrceno e
outros (Rodriguez-Saona et al., 2003; Yang et al., 2013; Silva et al., 2015).

O consumo foliar, entretanto, nem sempre € proporcional a atratividade. Mesmo
em plantas que sao verificados maior niumero de insetos outras caracteristicas podem
atuar como deterrente alimentar, reduzindo a alimentacéo e podendo inclusive trazer
consequéncias negativas para o desenvolvimento biolégico do herbivoro (Smith,
2005; Hagenbucher et al., 2013). Isso péde ser verificado em relacdo as cultivares
BRS 293 e FMT 707 que embora tenham sido mais estimulantes, tiveram reduzida
area foliar consumida pelas lagartas de S. cosmioides. Enquanto nas cultivares BRS
335, BRS 368 RF, FMT 701, FM 910 e FM 993 tiveram menos lagartas presentes em
seus discos foliares e menor consumo foliar pelas lagartas.

O teste com chance de escolha permite identificar genotipos potencialmente
resistentes (Smith, 2005), no entanto, neste trabalho néo foi verificado diferenca no
consumo das lagartas entre as cultivares avaliados neste teste. Esse fato pode estar
relacionado ao menor periodo de avaliacdo na conducéo deste ensaio e, assim, para
trabalhos futuros deve-se buscar alternativas, como o uso de discos foliares maiores,
para aumentar o periodo de avaliacdo. No teste sem chance de escolha, 0s insetos
nao possuem alternativa de escolha (Smith, 2005); com isso possivelmente ha alguma
caracteristica das plantas de BRS 286, BRS 293, BRS 335, BRS 336, BRS 368 RF,
FMT 707, FM 910 e FM 993 capazes de interferir negativamente no comportamento
de alimentacao de S. cosmioides, pois nesses materiais foram verificados menores
consumos foliares.

Mecanismos morfolégicos e fisicos da planta podem ocasionar efeitos
negativos no comportamento de alimentacdo de inUmeros insetos-praga (Smith,
2005). Além disso, plantas de Gossypium sp. produzem uma gama de compostos com

propriedades inseticidas como antocianinas, flavonoides, taninos e terpenoides. Os
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terpenoides tém maior destaque e sdo mais estudados, especialmente o gossipol,
hemigossipol, hemigossipolone e heliocidas, que sdo armazenados em glandulas de
pigmentos epidérmicas localizadas nas diferentes estruturas do algodoeiro. Esses
compostos possuem efeitos toxicos, repelentes e de deterréncia alimentar,
principalmente sobre muitos lepidopteros generalistas que incidem sobre o algodoeiro
(Hedin et al.,, 1991; Hedin et al., 1992; Meyer et al., 2004; Wu et al., 2010;
Hagenbucher et al., 2013).

Kong et al. (2010) avaliando os efeitos da presenca de glandulas de pigmentos
em plantas de algoddo sobre o crescimento e desenvolvimento de Helicoverpa
armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) observaram reducédo 76,5% do
peso e aumento de aproximadamente 3,7 dias na duracao do periodo de lagartas que
foram alimentadas com folhas de algodao com presenca de glandulas de pigmentos
em relacdo as folhas sem as glandulas. Hagenbucher et al. (2019) também verificaram
reducdo do peso e sobrevivéncia das lagartas e da area foliar consumida por
Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) em plantas de
algodao com alta concentracdo de gossipol em relacdo a linhagens que tiveram a
sintese de gossipol silenciada. Assim, principalmente BRS 293, BRS 335, FMT 707 e
FMT 709 que tiveram menores areas foliares consumidas, viabilidade total e baixo
indice de adaptacdo possivelmente podem apresentar maiores niveis desses
compostos terpenoides e podem ser classificados como resistentes, pois interferem
negativamente na alimentagéo e no desenvolvimento de S. cosmioides.

De acordo com Mithofer e Boland (2012), os compostos do metabolismo
secundario relacionados a defesa das plantas também podem acarretar em
impropriedades nutricionais nos insetos. Além disso, 0s insetos possuem exigéncia
nutricional diversificada, dependendo da espécie, fase de desenvolvimento, sexo e
outros fatores, para o crescimento, manutencao dos tecidos e metabolismo e para
reproducdo. Em geral, os insetos necessitam de aminoacidos, carboidratos, lipideos,
vitaminas e minerais e grande parte desses produtos sédo ingeridos com os alimentos.
O excesso ou a falta desses nutrientes podem ser prejudiciais ao desenvolvimento
dos insetos e, assim, esses nutrientes devem ser ingeridos em quantidades

adequadas e em equilibrio (Chapman, 2013). O balan¢o desses nutrientes nas plantas
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€ variavel, de acordo com diversos fatores, dentre eles o gendtipo da planta (Smith,
2005; Mithofer e Boland, 2012; Hagenbucher et al., 2013).

Gendtipos que ndo apresentam niveis adequados de nutrientes em relacdo as
necessidades do inseto podem promover prejuizos ao seu desenvolvimento. Tal fato
pode ser observado em DeltaOpal, o qual teve maior area foliar consumida e maior
RCR, ou seja, maior quantidade de alimento ingerido em relacdo ao peso das lagartas,
0 que é caracteristico de materiais suscetiveis. Porém, observou-se menor viabilidade
larval e total, baixo indice de adaptacdo e reduzida RGR, que reflete ao ganho de
massa pelo inseto em razdo do seu peso. Assim, as lagartas buscam suprir esse
desequilibrio nutricional aumentando sua alimentacdo, uma vez que a conversao do
alimento ingerido (ECI) e digerido (ECD) em biomassa e a quantidade de alimento
ingerido que é efetivamente assimilada (AD) pelo inseto foram baixas.

Dessa forma, as cultivares BRS 293, BRS 335, FMT 707, FMT 709 e DeltaOpal
séo consideradas moderadamente resistentes a S. cosmioides, entretanto, as causas
de resisténcia deles parecem ser distintas. As cultivares BRS 293 e FMT 707 néo tem
acdo deterrente, porém, apresentam efeitos de antibiose, assim como DeltaOpal
devido a impropriedades nutricionais. Por outro lado, BRS 335 e FMT 709 foram
deterrentes, tiveram efeitos negativos no consumo foliar e isso refletiu no
desenvolvimento, evidenciando a importancia de compostos repelentes no
comportamento de alimentacao e, consequentemente, na biologia do inseto.

A selecdo de gendtipos comerciais com moderada resisténcia pode propiciar
grandes avancos no manejo de praga e representar ganhos econémicos significativos
(Hutchison et al., 2010), uma vez que podem ser utilizados com eficiéncia,
principalmente se aliada com outros métodos de controle, como controle bioldgico,
cultural, comportamental e outros. Isso favorece tanto o controle da praga quanto a
atuacdo de inimigos naturais, e aumenta as expectativas de utilizacdo pratica da
resisténcia de plantas a insetos. Além disso, a obtencdo de genotipos comerciais com
alta resisténcia e alto potencial produtivo ainda é dificil de ser conseguida.

Os proximos passos € verificar se em condicbes de campo esses materiais
mantém o nivel de resisténcia. Outra possibilidade é identificar os mecanismos
responsaveis por conferir resisténcia a S. cosmioides e aumentar sua expressao na

planta ou incorpora-los em outras cultivares comerciais atraves de programas de
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melhoramento genético de planta, podendo inclusive serem associados junto a genes

Bt para ampliar a acdo contra mais pragas.
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CAPITULO 4 - Os contetdos de proteina bruta e taninos totais interferem na
resisténcia constitutiva de cultivares de algoddo a Chloridea

virescens (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO - As plantas de algoddo possuem diversas caracteristicas de natureza
fisica, morfoldgica e/ou quimica que as conferem resisténcia a diversos insetos, como
Chloridea virescens (Fabricius). Assim, € de suma importancia compreender e
identificar tais caracteristicas, bem como cultivares que as apresentam, para serem
incorporadas em programas de manejo integrado de pragas. Neste trabalho foi
avaliado a influéncia de cultivares de algod&o sobre a alimentacao e crescimento de
lagartas de C. virescens, além de verificar possiveis causas da expressdo de
resisténcia através da avaliagdo de constituintes bromatolégicos das plantas. Para
tanto foram avaliados seis genotipos de algodéo (DeltaOpal, FMT 701, FM 910, FM
993, BRS 336 e FMT 707) por meio de testes com e sem chance de escolha, em que
foram determinados o indice de atratividade (IA) e a area foliar consumida (AFC) pelas
lagartas. Além disso, foi determinada a taxa de crescimento relativo (RGR), taxa de
consumo relativo (RCR) e eficiéncia de conversao do alimento ingerido (ECI) de
lagartas alimentando das respectivas cultivares. As cultivares FMT 701 e FM 993
apresentaram deterréncia tanto no teste com quanto no teste sem chance de escolha.
No teste com chance, a cultivar FM 933 teve menor AFC em relagédo a DeltaOpal,
enguanto no teste sem chance de FMT 701 e FM 993 tiveram menor AFC. As lagartas
alimentadas em FMT 701, BRS 336 e FM 993 tiveram menor RGR, enquanto em FMT
707 as lagartas apresentaram menores RCR e ECI. Assim, foi possivel diferenciar as
cultivares em trés grupos (G) em relacdo a resisténcia e aos mecanismos envolvidos:
FMT 707, FM 993 e BRS 336 (G1); FMT 701 (G2); e, DeltaOpal e FM 910 (G3). As
cultivares no G3 foram suscetiveis e em G1 e G2 apresentaram como resistentes,
porém com mecanismos de resisténcia distintos. Em G1 a resisténcia esta relacionada
com maiores concentracdes de taninos totais e menores de proteina bruta, enquanto
em G2 esta relacionado possivelmente a caracteristicas de deterréncia.

Palavras-chave: interacdo  inseto-planta, lagarta-das-macéas-do-algodoeiro,
mecanismos de resisténcia, resisténcia de plantas a insetos



64

CHAPTER 4 - Content of crude protein and total tannin interfere with the
constitutive resistance of cotton cultivars to Chloridea virescens

(Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT - Cotton plants have several physical, morphological and/or chemical
characteristics that confer resistance to various herbivores, such as Chloridea
virescens (Fabricius). Thus, it is of utmost importance to understand and identify such
traits, as well as genotypes that present them, to be incorporated into integrated pest
management programs. In this work, we evaluated the influence of cotton cultivars on
feeding and growth of C. virescens larvae, besides verifying possible causes of
resistance expression through the evaluation of plant bromatological constituents. Six
cotton cultivars (DeltaOpal, FMT 701, FM 993, BRS 336 and FMT 707) were evaluated
by free- and no-choice tests, in which the attractiveness index (Al) and leaf area
consumed (LAC) by the larvae were determined. Also, the relative growth rate (RGR),
relative consumption rate (RCR) and efficiency of conversion of ingested food (ECI) of
larvae feeding on the respective cultivars were determined. The FMT 701 and FM 993
cultivars presented deterrence in both free- and no-choice tests. In free-choice test,
FM 933 had lower LAC than DeltaOpal, while in no-choice test FMT 701 and FM 993
had the lowest LAC. Larvae fed on FMT 701, BRS 336 and FM 993 had lower RGR,
while on FMT 707 the larvae presented lower RCR and ECI. Thus, it was possible to
differentiate cultivars in three groups (G) concerning resistance and mechanisms
involved: FMT 707, FM 993 and BRS 336 (G1); FMT 701 (G2); and DeltaOpal and FM
910 (G3). Cultivars in G3 were susceptible and in G1 and G2 they were resistant, but
present distinct resistance mechanisms. Resistance in G1 is related to higher total
tannin concentrations and lower crude protein, while in G2 it is possibly related to
deterrence characteristics.

Keywords: insect-plant interaction, tobacco budworm, resistance mechanisms, host
plant resistance
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1. Introducéo

A lagarta-das-macas-do-algodoeiro, Chloridea virescens (Fabricius, 1781)
(Lepidoptera: Noctuidae), € uma espécie polifaga, nativa de regides tropicais e
subtropicais, com ampla distribuicdo nas Américas (Fitt, 1989). Essa espécie pode
ocasionar danos em plantas de diferentes familias, como Fabaceae, Malvaceae,
Asteraceae, Solanaceae e outras, incidindo sobre importantes plantas cultivadas,
como o algoddo, Gossypium hirsutum L. (Malvales: Malvaceae), em que é
considerada uma das principais espécies-praga (Blanco et al., 2007; Cunningham e
Zalucki, 2014; Papa e Celoto, 2014).

As lagartas-recém eclodidas alimentam-se de tecidos jovens das plantas de
algodéo, principalmente de folhas apicais. Porém, os principais danos ocasionados se
devem ao fato das lagartas, quando maiores, incidirem sobre os botdes florais e
macas, ocasionando galerias, consumindo as fibras e sementes e causando suas
quedas. As lagartas possuem grande potencial de ocasionar danos. Estima-se que
uma a lagarta pode consumir até seis estruturas frutiferas do algodoeiro e resultar em
até 25% das macas destruidas para cada 5% de infestacdo (Busoli et al., 2008; Papa
e Celoto, 2014).

Dessa forma, é essencial a manutencao do nivel populacional de C. virescens
abaixo daquele que ocasiona danos econémicos a cultura. Para isso, o uso de
inseticidas (Pereira et al., 2016; Little et al., 2017) e de plantas geneticamente
modificadas com a insercdo de genes que expressam toxinas de Bacillus thuringiensis
(Bt) (Fleming et al., 2018; Nava-Camberos et al., 2018) sdo as principais taticas de
controle. Entretanto, a intensa utilizacdo desses métodos de controle pode levar a
selecdo de individuos resistentes, reduzindo a eficiéncia dos ingredientes ativos e das
tecnologias Bt, e aumentando os custos de producdo da cultura (Hamadain e
Chambers, 2001; Roe et al., 2010; Pickett et al., 2017; Fleming et al., 2018). Além
disso, o uso de inseticidas de amplo espectro pode afetar negativamente o
comportamento e a ocorréncia de inimigos naturais de C. virescens (Taylor et al.,
2015; Hernandez-Juarez et al., 2016).

A utilizacédo de cultivares com caracteristicas de resisténcia em programas de

manejo integrado de pragas (MIP) representa uma medida efetiva para reduzir a
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dependéncia tanto dos inseticidas quanto das tecnologias Bt (Trapero et al., 2016;
Hanson e Koch, 2018). Isso porque as plantas resistentes podem ocasionar efeitos
negativos no comportamento de alimentacdo e/ou de desenvolvimento dos insetos-
praga. A resisténcia de plantas a insetos (RPI) é um método de controle com efeito
persistente, de facil associagdo com outros meétodos de controle, com reduzidos
impactos negativos ao meio ambiente e com capacidade de reduzir a densidade
populacional abaixo do nivel de dano econdémico, compreendendo em um dos
métodos de controle base para programas de MIP (Smith, 2005; Boiga Junior et al.,
2017).

As plantas de algoddo podem apresentar caracteristicas capazes de conferir
resisténcia a diversos insetos-praga, intermediadas por mecanismos fisicos,
morfolégicos e/ou quimicos (Hagenbucher et al., 2013). Caracteristicas relacionadas
a coloracdo da planta, formato da folha, tipo de bracteas, densidade de tricomas e
outros, séo reconhecidas por influenciarem na expressao de resisténcia do algodoeiro
a alguns dos principais insetos-praga da cultura, como o bicudo-do-algodoeiro,
Anthomonus grandis Boheman (1843) (Coleoptera: Curculionidade) (Silva et al., 2008)
e Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) biétipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) (Prado et al.,
2016; Zhu et al., 2018).

Os mecanismos quimicos sdo 0s mais relacionados com a expressao de
resisténcia do algodoeiro, principalmente, por consequéncia da gama de compostos
secundarios sintetizados pelas plantas, muitos inclusive sdo exclusivos do género
Gossypium. Dentre os quais, destacam-se os fendis, especialmente os aldeidos
terpenos como o gossipol, hemigossipolone e heliocidas, os quais exercem influéncia
negativa sobre o desenvolvimento da lagarta-das-macéas-do-algodoeiro (Lukefahr e
Houghtaling, 1969; Scheffler et al., 2012).

Dessa forma, € essencial estudos que visem identificar gendtipos com
caracteristicas de resisténcia a C. virescens, principalmente em materiais comerciais,
pois esses ja sao utilizados pelos produtores. Assim, nesse trabalho foi avaliado a
influéncia de diferentes gendtipos comerciais de algodao sobre o comportamento de
alimentacao e crescimento de lagartas de C. virescens e analisado o0s constituintes
bromatolégicos das folhas desses gendétipos, visando identificar materiais que

expressam resisténcia constitutiva e as possiveis causas da resisténcia.
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2. Material e métodos

Para os experimentos foram avaliados seis genotipos de algodao (Tabela 1)
por meio de testes com e sem chance de escolha para avaliar o consumo foliar pelas
lagartas e por teste sem chance de escolha para determinacdo dos indices
nutricionais das lagartas. Estes experimentos foram realizados em laboratério sob
condic¢des controladas (26 + 2° C; 70 +10% UR; fotoperiodo de 12 h L:12 h E). Para
identificar os possiveis mecanismos envolvidos nas caracteristicas de resisténcia foi

realizada analise bromatologica das folhas das cultivares avaliados.

Tabela 1. Cultivares de algodao, procedéncia e histérico de resisténcia dos materiais
avaliados quanto a resisténcia a Chloridea virescens.

Cultivares Procedéncia Ciclo (dias) Historico de resisténcia

DeltaOpal D&PL Brasil Ltda Médio (160) Suscetivel a Alabama argillacea (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Boi¢a Junior et al.,
2012) e Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1757) (Lepidoptera: Noctuidae) (Jesus et al.,
2014) — Padrao de suscetibilidade

FMT 701  Fundacdo MT Médio (160) Antixenose e/ou antibiose a A. argillacea (Boica
Janior et al., 2012) e S. frugiperda (Jesus et al.,
2014) — Padrao de resisténcia

FM 910 Bayer S.A. Tardio (160-190) Antibiose a A. argillacea (Boi¢a Junior et al.,
2012)
FM 993 Bayer S.A. Médio (150-180) Suscetivel a Chrysodeixis includens (Walker,
1858) (Lepidoptera: Noctuidae)(Funichello et
al., 2013)
BRS 336 Embrapa Médio (170-190) Nao avaliado
FMT 707  Fundacdo MT Médio (160) N&o avaliado
2.1. Insetos

Em laboratoério, uma col6nia de C. virescens foi iniciada com lagartas recém-
eclodidas oriundas do Laboratério de Criacdo de Insetos da Bayer, Paulinia, SP,
Brasil.  Aproximadamente 200 lagartas recém-eclodidas foram mantidas em
recipientes plasticos (diametro 12 cm; altura 9,5 cm) contendo dieta artificial (Greene
et al., 1976), onde permaneciam por cinco dias. Posteriormente, as lagartas eram
individualizadas em recipientes plasticos (diametro 4,5 cm; altura 5 cm) contendo dieta
artificial. As lagartas permaneciam nos recipientes até a fase de pupa, quando eram
removidas, identificadas quanto ao sexo e colocadas separadamente em caixa do tipo

gerbox (comprimento 11 cm; largura 11 cm; altura 3,5 cm), de acordo com o sexo, até
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a emergéncia dos adultos. Vinte casais de adultos recém emergidos eram colocados
em gaiolas de oviposicéo (diametro 15 cm; altura 20 cm) cobertas com tecido “voile”
e revestidas internamente com papel sulfite como substrato para oviposi¢cao. No fundo
das gaiolas eram colocados pratos plasticos (diametro 16 cm) forrados com papel
sulfite. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10% (dgua/volume), a
gual era embebida em algodao hidrofilico e colocado em recipientes plasticos
(diametro 3,5 cm; altura 0,5 cm) colocados no interior da gaiola de oviposicéo. A cada
dois dias os ovos eram retirados das gaiolas de oviposicéo e colocados em recipientes
plasticos (diametro 12 cm; altura 9,5 cm) até a eclosdo das lagartas, que eram
transferidas para recipientes contendo dieta artificial, conforme descrito
anteriormente.

Para os experimentos foram utilizadas lagartas de terceiro instar de C.

virescens, oriundas das geracfes F4 a F6 da criacao de laboratério.

2.2. Plantas

As cultivares de algodao foram semeados em vasos plasticos com capacidade
de 12 L, contendo substrato composto por solo, esterco bovino curtido e areia, na
proporcao de 3:1:1 (v/v/v). Foram semeadas seis sementes por vaso, e com cinco dias
apos a emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste, deixando trés plantas por vaso. As
plantas de algodao foram mantidas em casa de vegetacao (com tela anti-afideo de 50
mesh) e irrigadas quando necessario, até a fase de botao floral (B1) (Marur e Ruano,

2001), quando foram utilizadas nos experimentos.

2.3. Testes com e sem chance de escolha

Na avaliacdo de n&o preferéncia para alimentacdo foram realizados testes com
e sem chance de escolha. O teste com chance de escolha foi conduzido em
delineamento de blocos casualizados, enquanto o teste sem chance de escolha foi
em delineamento inteiramente casualizado, ambos com 10 repeticdes cada. Para isso
folhas apicais das plantas de algodao foram coletadas e levadas ao laborat6rio, onde

foram cortados discos foliares (diametro 3 cm) com um vazador metalico. No teste
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com chance de escolha foram utilizadas placas de Petri (diametro 14 cm; altura 1,5
cm) forradas com papel filtro umedecido e os discos foliares dos seis gendtipos foram
colocados de forma circular e equidistante do centro, onde foram liberadas uma
lagarta de terceiro instar por genotipo, no total de seis lagartas por placa. No teste
sem chance de escolha foram utilizadas placas de Petri (diametro 9 cm; altura 1,5 cm)
forradas com papel filtro umedecido, um disco foliar de um genatipo foi colocado por
placa e liberada uma lagarta de terceiro instar de C. virescens.

Em ambos os testes, foi avaliado o nUmero de lagartas presentes em cada
disco foliar aos 10, 20, 30, 60 120, 360 e 720 minutos apos a liberacao das lagartas,
por meio da contagem do numero de lagartas presentes nos discos foliares de cada
gendtipo. Com a média do niumero de lagartas presente nos discos foliares durante
os periodos de avaliacdo foi calculado o indice de atratividade (IA), adaptado de
Kogan e Goeden (1970), através da seguinte formula: IA = 2C/(C + S), onde C =
namero de lagartas encontradas na cultivar avaliado e S = nimero de lagartas
encontradas na cultivar padréao suscetivel, DeltaOpal (Boica Junior et al., 2012; Jesus
et al., 2014). O valor de IA pode variar de zero a dois, em que: IA=1;<1; e, > 1lindica
gue a cultivar avaliado € neutro (similar), deterrente e estimulante, respectivamente,
comparado com a cultivar padréo de suscetibilidade.

Ao final do experimento, foi determinada a area foliar consumida (AFC, cm?)
através da diferenca entre a area foliar inicial e final, com auxilio do software ImageJ
(Rasband, 1997).

2.4. indices nutricionais

Para o experimento foram cortados discos foliares de 5 cm de diametro de
folhas da parte apical de plantas em estadio B1 dos respectivas cultivares de algodao,
0s quais foram individualizados em placas de Petri (diametro 9 cm; altura 1,5 cm),
forradas com papel filtro umedecido. Lagartas de terceiro instar foram privadas de
alimentacao por trés horas, para limpeza do trato intestinal, pesadas em balanca de
precisdo de precisao (Ohaus Corporation, modelo AR2140, Parsippany, NJ, USA;
0,0001 g) e posteriormente foi transferida uma lagarta com peso seco inicial médio de
2,529 + 0,057 mg (Fs,54 = 1,79; P = 0,1313) por placa. Cinco discos foliares de cada
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gendtipo e trinta lagartas de terceiro instar foram utilizadas como aliquotas. As
lagartas permaneceram se alimentando dos discos foliares por trés dias (72 h).

Apéds o término do experimento, as lagartas, a sobra dos discos foliares das
respectivas cultivares e os discos foliares separados como aliquotas foram secos em
estufa (Odontobras, modelo EL 1.4, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) a 60 °C por 48
h e por fim pesados em balanca analitica de precisdo (0,0001 g). Os valores foram
utilizados para determinar a taxa de consumo relativo (RCR = I/Bm por T; mg/mg/dia),
taxa de crescimento relativo (RGR = B/Bm por T; mg/mg/dia) e eficiéncia de converséo
do alimento ingerido (ECI = [B/I] x 100; %), onde T = periodo de alimentacéo, B =
ganho de peso larval durante T, Bm = peso larval médio durante T, | = peso do alimento

ingerido (mg) durante T, de acordo com Waldbauer (1968).

2.5. Analise bromatolégica

A primeira e a segunda folhas completamente expandidas do &pice foram
coletadas de plantas em estadio B1, sendo que para cada gendtipo foram realizadas
trés repeticdes, e cada repeticdo foi constituida por 15 plantas. Apds as coletas, as
folhas foram lavadas em agua corrente e secas em temperatura ambiente, com auxilio
de papel toalha, para posteriormente serem acondicionadas em envelopes de papel
pardo (comprimento, 20 cm; altura, 30 cm) e secas em estufa a 35 °C, por sete dias.

As amostras foram analisadas no Laboratorio de Nutricdo Animal do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP, de acordo com o0s métodos
padronizados da Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (Horwitz e Latimer,
2011), para proteina total, fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA) e lignina. Para determinacdo de fendis totais e taninos totais foi utilizada
metodologia proposta por Makkar et al. (1993), enquanto para taninos condensados
utilizou-se a metodologia de (Porter et al., 1985). Os dados de FDN e FDA foram
utilizados para determinar os valores de hemicelulose e celulose, obtidos pela

diferenca entre FDN - FDA e FDA - lignina, respectivamente.
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2.6. Andalise dos dados

Os dados de area foliar consumida e os referente aos indices nutricionais foram
submetidos ao teste de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov (Kolmogorov, 1933; Smirnov, 1939) e Levene
(Levene, 1960), respectivamente. Em seguida, foram submetidos a andlise de
variancia (P < 0,05) e em caso de significancia as médias foram submetidas ao teste
de Tukey (P < 0,05), utilizando o procedimento PROC GLM. Os dados de RGR, nao
atenderam as pressuposicoes de normalidade e homogeneidade das variancias e
foram analisados através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P < 0,05) e pelo
teste de Média de Dunn’s (P < 0,05). As andlises foram realizadas utilizando o
software SAS, verséo 9.4 (Sas Institute, 2013).

Os parametros nutricionais também foram submetidos a analise multivariada
através da analise de agrupamento hierarquico pelo método de Ward (Ward, 1963),
utilizando a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade, e analise de
componentes principais pelo software Statistica, versao 7.0 (Statsoft, 2004). A partir
dos grupos estabelecidos pelas analises multivariadas os dados bromatolégicos das
cultivares foram agrupados e analisados conforme descrito anteriormente para a area

foliar consumida e os indices nutricionais.

3. Resultados

3.1. Testes com e sem chance de escolha

No teste com chance de escolha, as cultivares FMT 701, FM 910 e FM 993
foram deterrentes as lagartas de C. virescens, enquanto FMT 707 e BRS 336 foram
neutros e estimulantes, respectivamente, em relagédo a cultivar padréo, DeltaOpal
(Figura 1A). No teste sem chance de escolha, as cultivares FMT 701, FM 993, BRS
336 e FMT 707 foram deterrentes, ja a cultivar FM 910 foi estimulante as lagartas
(Figura 1B).

Em teste com chance de escolha, a cultivar FM 993 teve menor area foliar

consumida em relacédo a cultivar DeltaOpal (Fs, 43 = 3,38; P = 0,0115), enquanto o
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consumo pelas lagartas nos demais genotipos nao diferiu significativamente (Figura

2). No teste sem chance de escolha, as cultivares FMT 701 e FMT 707 tiveram area

foliar consumida significativamente inferior em comparacgao a cultivar DeltaOpal (Fs, 54
=4,21; P =0,0027). O consumo foliar em FMT 701 também foi menor comparado ao

gue houve em FM 910, enquanto aos demais genotipos ndo se teve diferenca

significativa (Figura 2).
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Figura 1. indice de atratividade de cultivares de algoddo a lagartas de Chloridea
virescens em testes com (A) e sem (B) chance de escolha.
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Figura 2. Area foliar consumida (AFC, cm?) por lagartas de Chloridea virescens em
cultivares de algodao, em testes com e sem chance de escolha.
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3.2. indices nutricionais

No que se refere aos indices nutricionais, observou-se que as lagartas que se
alimentaram nas cultivares FMT 701, FM 993, BRS 336 e FMT 707 tiveram menor
taxa de crescimento relativo (Fs, s2 = 5,30; P = 0,0005) comparativamente a DeltaOpal
e nao diferindo significativamente de FM 910 (Tabela 2). As lagartas que se
alimentaram da cultivar FMT 707 tiverem menor RCR (Hs = 12,13; P = 0,0330),
diferindo daquelas que se alimentaram de DeltaOpal, e maior ECI (Fs,s0 = 4,30; P =

0,0025), comparadas as que se alimentaram de FMT 701.

Tabela 2. indices nutricionais (+ E.P.) de lagartas de Chloridea virescens alimentadas
em cultivares de algodao.

Gendtipos RGR (mg/mg/d)2 RCR (mg/mg/d)b ECI (%)2
DeltaOpal 2,507 £ 0,301a 0,618 + 0,042a 29,365 + 3,587ab
FMT 701 1,274 + 0,130b 0,518 + 0,076ab 39,795 + 3,027a
FM 910 2,118 + 0,245ab 0,536 = 0,082ab 26,915 + 3,509ab
FM 993 1,423 +0,251b 0,443 + 0,057ab 29,774 + 2,685ab
BRS 336 1,422 £ 0,140b 0,399 + 0,028ab 26,393 + 1,984ab
FMT 707 1,543 £ 0,144b 0,394 + 0,060b 22,081 + 3,404b

aMédias seguidas por diferentes letras, na coluna, sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P <
0,05). PMédias seguidas por diferentes letras, na coluna, sdo significativamente diferentes pelo teste de Dunn’s
(P < 0,05). RGR - taxa de crescimento relativo; RCR - taxa de consumo relativo; ECI - eficiéncia de converséo
do alimento ingerido.

Através da analise de agrupamento hierarquico (Figura 3A) foi possivel
observar trés grupos distintos: FMT 707, BRS 336 e FM 993 (G1); FMT 701 (G2); e,
DeltaOpal e FM 910 (G3). Esse agrupamento também pdde ser verificado por meio
da analise de componentes principais (Figura 3B), em que o0 primeiro componente
principal (CP1) concentrou 53,98% da variabilidade total e os pardmetros de taxa de
crescimento relativo (-0,5892), taxa de consumo relativo (-0,5101) e area foliar
consumida em teste com (-0,3361) e sem (-0,5268) chance de escolha foram os que
mais influenciaram esse componente, de acordo com a matriz de correlacdo de
autovetores. O segundo componente principal concentrou 29,07% da variabilidade,
influenciado principalmente pela eficiéncia de conversdao do alimento ingerido (-
0,7975). As cultivares pertencentes ao grupo G1 foram influenciados, principalmente,
por reduzida taxa de consumo relativo e area foliar consumida em teste com chance

de escolha. A cultivar FMT 701 (G2) embora tenha propiciado menores valores de
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taxa de crescimento relativo e area foliar consumida em teste sem chance de escolha,
resultou em maior eficiéncia do alimento ingerido por lagartas de C. virescens. Ja em
DeltaOpal e FM 910 houve maiores taxas de consumo e de crescimento relativo e
maior &rea foliar consumida nos testes com e sem chance de escolha (Figura 3B).
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Figura 3. Agrupamento hierarquico pelo método Ward (A) e analise de componentes
principais (B) dos indices nutricionais de lagartas de Chloridea virescens
alimentadas em cultivares de algoddo. RGR: taxa de crescimento relativo;
RCR: taxa de consumo relativo; ECI: eficiéncia de conversédo do alimento
ingerido.

3.3. Analise bromatolégica

Com relagdo aos componentes bromatolégicos, 0os grupos de gendtipos de
algodéo formados de acordo com indices nutricionais de C. virescens diferem entre si
guanto a concentracdo de proteinas totais (F2 15 = 6,15; P = 0,0112; Figura 4A) e
taninos totais (F2, 15 = 5,10; P = 0,0232; Figura 4B). Porém, ndo foram observadas
diferengas quanto aos teores de lignina (Fz2 15 = 0,01; P = 0,9949), fendis totais (F2 .15
=1,40; P = 0,2768), taninos condensados (F2,13=0,87; P = 0,4407), hemicelulose (F2
15=0,36; P =0,7028), e celulose (F2,15=0,66; P = 0,5325).
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Figura 4. Concentracgdo de proteina total (g kg™ de matéria seca) (A), e taninos totais
(g de &cido tanico kg' de matéria seca) (B) dos grupos de cultivares de
algodao, de acordo com os indices nutricionais de Chloridea virescens. G1.:
FMT 707, BRS 336 e FM 993; G2: FMT 701; G3: DeltaOpal e FM 910. Barras
seguidas por diferentes letras sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

4. Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as cultivares de algodao
influenciaram de forma distinta no comportamento de alimentacédo e nos parametros
nutricionais, que refletem no desenvolvimento de lagartas de C. virescens. Isso se
deve as caracteristicas intrinsecas de cada genoétipo e que em determinados niveis
nas plantas de algodoeiro interferem negativamente sobre o comportamento e/ou
desenvolvimento do inseto, de forma a reduzir os danos ocasionados (Smith, 2005;
Hagenbucher et al., 2013).

A presenca dessas caracteristicas de resisténcia em cultivares comerciais
possui grande relevancia, uma vez que estas ja estéo disponiveis aos produtores. No
entanto, observa-se que 0s niveis de resisténcia desses materiais ainda sédo baixos,
muito por conta de ter sido priorizada a selecado de materiais com maior produtividade
pelos programas de melhoramento, e nesse processo foram perdidos genes
envolvidos na resisténcia a insetos-praga (Juturu et al., 2015). Mesmo assim, alguns
desses genes podem ter sido inseridos involuntariamente em genotipos comerciais.
Dessa forma, a identificacdo de possiveis caracteristicas envolvidas na resisténcia
nesses genotipos pode favorecer os programas de melhoramento de plantas, que

podem utilizar técnicas de selecdo de linhagens puras, selecdo em massa e/ou
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técnicas moleculares que visam aumentar a expressdo dessas caracteristicas de
resisténcia nos materiais comerciais (Rao et al., 2017).

As lagartas de C. virescens alimentadas nas cultivares BRS 336 e FM 993
tiveram menores RGR e intermedidrias RCR e ECI, e na cultivar FMT 707 menores
RGR, RCR e ECI, sendo essas trés cultivares pertencentes ao G1. Tais resultados se
devem aos maiores niveis de taninos totais e menores de proteinas totais verificados
(Figura 4B). Os taninos podem atuar como deterrentes alimentares (Schultz, 1989),
enquanto as proteinas sdo essenciais para obtencdo de aminoéacidos pelos insetos e
o valor nutricional delas depende da sua digestibilidade (Chapman, 2013). Assim, a
menor concentracdo de proteinas totais e maior nivel de taninos totais nesses
genotipos propiciou reducdo na capacidade do insetos em transformar o alimento
ingerido em biomassa (ECI), com consequéncias sobre o ganho de massa pelo inseto
em relacdo ao seu peso (RGR) e a quantidade de alimento consumido em relacéo ao
peso corporeo do inseto (RCR) (Waldbauer, 1968; Parra, 2012). Diante disso, esses
materiais foram deterrentes, especialmente no teste sem chance de escolha,
refletindo no crescimento das lagartas de C. virescens. Assim, para as cultivares de
algodao pertencentes ao G1, observa-se que o conteldo de proteinas totais e de
taninos totais exerceram importante papel na expressao da resisténcia a C. virescens.

A cultivar FMT 701 apresentou-se como deterrente (Figura 1), teve menor area
foliar consumida em teste sem chance de escolha (Figura 2B) e reducdo da RGR das
lagartas (Tabela 2; Figura 3B), sendo este Ultimo parédmetro relacionado ao
desenvolvimento larval. Assim, esse material apresenta alguma caracteristica capaz
de Ihe conferir resisténcia em comparacao aos demais genaétipos avaliados. Porém,
as lagartas que que se alimentaram desse genétipo apresentaram maior ECI, devido
ao menor nivel de taninos totais verificado nesse genotipo. Percebe-se, entdo que a
caracteristica responsavel pela expressdo de resisténcia desse genotipo esta
relacionada com a deterréncia as lagartas em relacéo a esse genotipo, interferindo no
comportamento alimentar das lagartas, com consequente reflexo sobre o crescimento
larval.

A cultivar FMT 701 j& possui histérico de resisténcia em relacdo a S. frugiperda
e A. argillacea (Boica Junior et al., 2012; Jesus et al.,, 2014) e os resultados

apresentados neste trabalho evidenciam que esse genoétipo também apresenta
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resisténcia a C. virescens. A selecdo de gendtipos que apresentam resisténcia
multipla, ou seja, resisténcia a mais de uma espécie de inseto-praga, possui grande
relevancia para o manejo integrado de pragas, pois a incidéncia de pragas no campo
€ variavel de acordo com diversos fatores, podendo ocorrer concomitantemente
diferentes espécies de insetos-praga (Lambert e Kilen, 1984; Pinheiro et al., 2017).
Assim, a identificacdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia desse material pode
trazer inmeras contribuigbes para programas de melhoramento genético que visam
inserir caracteres de resisténcia a insetos em genétipos comerciais.

Embora pelas andlises de agrupamento hierarquico e de componentes
principais (Figura 3) as cultivares FMT 707, FM 993 e BRS 336 (G1) tenham se
diferenciado de FMT 701 (G2), observa-se que todos esses materiais apresentam
resisténcia moderada, porém, com mecanismos de resisténcia distintos. As cultivares
DeltaOpal e FM 910 foram classificados como suscetiveis, pois foram mais
consumidos, principalmente em teste sem chance de escolha, e propiciaram maiores
RGR e RCR para as lagartas de C. virescens.

Os teores de lignina, celulose e hemicelulose, que sdo componentes estruturais
das plantas, podem reduzir o consumo das lagartas a medida que suas concentracées
aumentam, pois reduzem a digestibilidade do alimento (Peterson et al., 1988;
Hagenbucher et al., 2013) e, consequentemente interferem na RCR, ECI e RGR das
lagartas. No entanto, nos resultados obtidos neste trabalho essas caracteristicas ndo
se mostraram efetivas para resultarem em resisténcia das cultivares avaliados a C.
virescens. Tal resultado pode estar relacionado ao fato de terem sido utilizadas folhas
apicais para realizacdo dos bioensaios e esses constituintes apresentam-se em
maiores concentragdes em tecidos mais velhos da plantas (Coley et al., 1985).

A identificacdo e utilizacdo em campo de gendtipos que apresentam reduzidos
teores de proteinas associado a maiores concentracdes de taninos totais pode
propiciar resultados positivos para o0 manejo de C. virescens, antes de ocasionarem
injurias nas estruturas reprodutivas do algodoeiro. Uma vez que essas caracteristicas
gue conferem resisténcia estardo presentes nas folhas apicais, as quais em geral sdo
o primeiro recurso alimentar utilizado pelas lagartas recém-eclodidas de C. virescens
(Papa e Celoto, 2014). Além disso, estudos com objetivo de identificar compostos

especificos responsaveis por conferir deterréncia a C. virescens sao promissores e
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podem dar maior suporte aos programas de melhoramento genético que visam
introduzir caracteristicas de resisténcia do algodoeiro a esta praga. A avaliacdo da
influéncia desses tipos de substancias sobre o comportamento da praga pode
inclusive viabilizar a aplicagéo extrinseca delas, visando reduzir a incidéncia do inseto

na area.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

Na cultura do algodoeiro incidem diversos insetos-pragas capazes de ocasionar
desfolha e/ou injuriar as estruturas reprodutivas da planta, trazendo perdas
significativas. Em programas de manejo integrado de pragas (MIP) diversas taticas de
controle podem ser adotadas em conjunto ou isoladamente, levando em consideracéo
o custo/beneficio de sua aplicagdo e questbes ambientais e sociais, com o intuito de
reduzir o impacto da incidéncia da praga na area.

Dentre essas taticas tem-se a resisténcia de plantas a insetos, que embora seja
um meétodo de controle base para o MIP, requer critérios confidveis para a selecao de
cultivares resistentes. Dessa forma, o estabelecimento de um protocolo a ser seguido
em “screening” de cultivares ou de materiais ndo comerciais deve levar em
consideracdo, além do habito alimentar do herbivoro, as condicdes que melhor
discriminam os niveis de resisténcias dos materiais. Neste estudo, é proposto um
protocolo que leva em consideracéo esses quesitos e que se seguido os estudos na
area serdo realizados de forma padronizada. Isso, representa um grande beneficio
para a area de resisténcia de plantas a insetos, uma vez que a expressao de
resisténcia pode ser variavel de acordo com as condicfes e metodologia adotada.

As plantas de algodédo apresentam diversos mecanismos capazes de lhes
conferir resisténcia a diversos insetos-praga, embora dificilmente sejam observados
cultivares altamente resistentes e com alto potencial produtivo. Porém, mesmo
cultivares com moderada resisténcia podem contribuir significativamente no manejo
de praga no campo. Como por exemplo, através do uso das cultivares BRS 293, BRS
335, FMT 707 em &reas com problemas com Spodoptera cosmioides (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae) e FMT 707, FM 993, BRS 336 e FMT 701 para Chloridea
virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae), que foram consideradas
moderadamente resistentes. Além da resisténcia, esses materiais apresentam bom
potencial produtivo e, assim, podem facilmente serem adotados pelos cotonicultores.

Outra questao que deve ser levada em consideracao € em relagcéo a tolerancia
desses materiais frente a incidéncia dessas pragas no campo. Pois, seria
extremamente benéfico para o manejo de ambas as pragas se esses materiais, além

de interferir no comportamento de alimentag&o e/ou no crescimento/desenvolvimento,
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também suportassem maior incidéncia da praga sem perder em produtividade. Para
isso, estudo futuros devem ser realizados, principalmente, em condi¢cdes de campo.

Neste trabalho foi verificado que o balanco entre os conteudos de proteinas
total e taninos totais sdo caracteristicas relacionadas a resisténcia de cultivares de
algodao a C. virescens. Assim, em programas de melhoramento essa caracteristica
pode ser mais bem explorada, sem alterar as questdes de produtividade e qualidade
da fibra de algodéo. Isso pode ser realizado identificando materiais com menor
concentragdo de proteina total nas folhas e maior de taninos totais, identificando os
genes responsaveis por esse fenotipo e verificar sua expressdo em outros materiais,
dentre outras possibilidades, porém sempre em parcerias com programas de
melhoramento de plantas.

A cultivar DeltaOpal foi adotada como padrdo de suscetibilidade, porém, para
S. cosmioides verificou-se como o material que mais interferiu negativamente no
crescimento/desenvolvimento dos insetos. Porém, por conta de impropriedades
nutricionais dessa cultivar aos insetos de S. cosmioides ha um grande consumo foliar
pelas lagartas, e isso pode refletir em danos mais acentuados na produtividade da
cultura, quando comparado aos materiais em que se teve menor consumo pelas
lagartas.

Dessa forma, este estudo contribui de forma efetiva no manejo de ambas as
pragas, fornecendo ferramentas essenciais para selecao de cultivares ou genoétipos
nao comerciais, contribuindo para programas de melhoramento de plantas que visam
identificar materiais com caracteristicas de resisténcia a S. cosmioides e C. virescens.
Bem como, disponibilizando aos produtores o conhecimento de cultivares que
apresentam resisténcia moderada e produtivos, e que estao aptos a serem utilizados

Nno campo.



