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RESUMO

As plantas, por estarem constantemente expostas a diversos tipos de estresses, podem
ser influenciadas pelo meio onde sao cultivadas, resultando em alteragbes no
desenvolvimento e metabolismo, e que, consequentemente, poderdo influenciar em
mudancas nas interagdes insetos-praga. Neste sentido, objetivou-se com esse estudo,
avaliar as relacdes entre plantas de soja submetidas a estresses causados por arranjos
de semeadura e aumento de temperatura, e as consequéncia desses fatores na interacao
insetos-praga que ocorrem na cultura. Para isso foram realizados dois experimentos. No
primeiro experimento foram estudados, durante dois anos agricolas consecutivos, 0s
arranjos de semeadura: convencional 40 cm, reduzido 20 cm, fileira dupla 20 x 40 cm, e
fileira dupla 20 x 60 cm; e diferentes popula¢des de plantas: 320.000, 427.000 e 537.000
plantas ha'. Foram avaliados nesse experimento a ocorréncia de percevejos-praga
durante todo o ciclo da cultura, os danos causados por percevejos/gréao, trés enzimas
oxidativas e a produtividade. No segundo ensaio foi avaliado, em plantas de soja Bt e ndo
Bt, o efeito de diferentes temperaturas nos parametros fisioldgicos, na expressao do gene
da proteina catalase e nos danos causados por Chrysodeixis includens (Walker, [1858])
(Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae). Em ambos experimentos foi verificado a influéncia
do estresse nas plantas de soja por fatores bidticos e abidticos, com alteracdo nos
parametros fisiolégicos e na atividade das enzimas. No primeiro experimento durante o
primeiro ano agricola as plantas em arranjos de semeadura fileira dupla 20 x 40 e 20 x
60 tiveram a menor expressao das enzimas oxidativas inicialmente, pois estavam menos
estressadas devido ao maior espacamento entre linhas, porém, com o aumento dos
percevejos nesses arranjos houve também o aumento da atividade das enzimas
resultante do estresse ocasionado pelo ataque desses insetos. No segundo ano agricola
nao houve diferenca estatistica na populacéo de percevejos. Em relacdo a produtividade
ndo houve diferenca estatistica no primeiro ano agricola, e no segundo ano foram
observados maiores médias nos tratamentos com arranjo de semeadura convencional e

reduzido. No segundo experimento, mesmo em altas temperaturas as plantas Bt



mantiveram eficiéncia de controle de C. includens, pois foram menos danificadas que as
plantas ndo Bt, como foi observado nas avaliagdes de desfolha, &rea foliar e peso seco.
O gene da enzima catalase no tratamento controle foi mais ativo na soja ndo Bt, porém
nos demais tratamentos, com maiores temperaturas, foram observados maior expresséo

do gene em plantas Bt.

Palavras-chave: Glycine max, fotossintese, estresse oxidativo, Bacillus thuringiensis.



ABSTRACT

Plants, because they are constantly exposed to different types of stresses, can be
influenced by the environment where they grow, resulting in changes in development and
metabolism, and, consequently, may influence changes in insect-pest interactions. Thus,
the purpose of this study was to evaluate the relationships between soybean plants
submitted to stresses caused by planting arrangements and temperature increase, and
the consequences of these factors on the insect-pest interaction that occur in the crop.
For that two experiments were performed. In the first experiment, during two consecutive
agricultural years were studied planting arrangements: conventional 40 cm, reduced 20
cm, double row 20 x 40 cm, and double row 20 x 60 cm; And different plant populations:
320,000, 427,000 and 537,000 ha? plants. In this experiment was evaluated the
occurrence stink bugs during the whole crop cycle, the damage caused by stink bugs/
grain, three oxidative enzymes and productivity. In the second experiment was evaluated,
on Bt and non-Bt soybean plants, the effect of different temperatures on physiological
parameters, protein catalase gene expression and damage caused by Chrysodeixis
includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae). In both experiments, the
influence of stress on soybean plants was verified by biotic and abiotic factors, with
changes in physiological parameters and enzyme activity. In the first experiment during
the first agricultural year the plants in 20 x 40 and 20 x 60 double rows seeding had the
lowest expression of the oxidative enzymes initially, since they were less stressed due to
the greater spacing between rows, but with the increase of the stink bugs in these
arrangements there was also an increase in the activity of the enzymes resulting from the
stress caused by the attack of these insects. In the second agricultural year there was no
statistical difference in the stink bug population. About the productivity, there was no
statistical difference in the first agricultural year, and in the second year were observed
higher averages in the treatments with conventional and reduced planting arrangement.
In the second experiment, even at high temperatures Bt plants kept the control efficiency

of C. includens, as they were less damaged than non-Bt plants, as observed in the



evaluations of defoliation, leaf area and dry weight. The gene of the catalase enzyme in
the control treatment was more active in non-Bt soybean, but in the other treatments, with

higher temperatures, higher gene expression was observed in Bt plants.

Keywords: Glycine max, photosynthesis, oxidative stress, Bacillus thuringiensis.
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1 INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) (Merrill)] pertencente a familia Fabaceae é
de origem chinesa, e é relatada como base alimentar do povo chinés ha mais de 5.000
anos. Destaca-se como uma cultura de grande importancia econémica em todo o mundo,
principalmente pela qualidade dos graos, que possuem composicdo média de 37 a 42%
de proteina e 18 a 21% de 06leo, além de representar uma excelente fonte de vitaminas
do complexo B, potassio, zinco, dentre outros minerais. A soja possui uma ampla
diversidade de utilizacdes na elaboracdo de produtos industriais ou "in natura”, como por
exemplo: nutricdo animal em forma de silagem e farelo, adubacéo verde, fabricacédo de
adesivos, tecidos, tintas, fibras, cosméticos e producao de energia renovavel na forma
de biodiesel (BONATO et al., 2000, ENDRES, 2001; PRADO, 2007).

Além da importancia mundial a cultura da soja possui destaque no
cenario econbmico nacional por representar significativa parcela do agronegocio
brasileiro. A soja é um dos mais importantes produtos de exportacdo do pais, com
producéo de 95.434,6 milhdes de toneladas de gréos na safra 2015/16, e estimativa de
103.778,3 milhdes de toneladas para a safra 2016/17. A area plantada com soja no pais
possui uma continua tendéncia de crescimento que pode ser constatado pelo aumento
de 1,6 % da safra 2016/2017 com 33.787,2 mil hectares em relacdo a 33.251,9 mil
hectares de area plantada na safra 2015/2016. A soja é cultivada em todas as regiées do
Brasil, no entanto, concentra-se principalmente no Centro-Oeste, responsavel por 44,8%
da producéo, e no Sul do pais com 34,7% (CONAB, 2017).

Porém, a produtividade da soja é frequentemente reduzida devido ao
ataque de inUmeros insetos-praga, que ocorre durante todo o ciclo de producéo. Apos a
emergéncia, pragas habitantes do solo como a lagarta-rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel,
1766) (Lepidoptera: Noctuidae) e a broca-do-colo, Elasmopalpus lignosellus (Zeller,
1848) (Lepidoptera: Pyralidae) podem atacar as plantulas. Na fase vegetativa ha
presenca de lagartas desfolhadoras como a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis
Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens
(Walker 1857) (Lepidoptera: Noctuidae), o complexo Spodoptera composto por trés

espécies conhecidas como lagarta-das-vagens, S. frugiperda (J. E. Smith, 1797), S.
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eridania (Cramer, 1782) e S. cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae), que
além de causar desfolha se alimentam das vagens da cultura, assim coma as lagartas da
subfamilia Heliothinae como Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera:
Noctuidae), Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (MOSCARDI et al, 2012; AVILA; VIVAN;
TOMQUELSKI, 2013).

Entre os insetos desfolhadores da cultura da soja a espécie C.
includens, que era considerada até a década de 90 como praga secundaria, atualmente
tem destaque devido aos sérios danos ocasionados pela alta capacidade de consumo de
area foliar, podendo chegar a 200 cm?, além de estar presente em altas densidades
populacionais praticamente em todas as lavouras de sojas nas Uultimas safras
(EMBRAPA, 2008; TOMQUELSKI et al., 2015).

Nos Estados Unidos da América - EUA, C. includens é considerada
praga-chave da soja e devido aos expressivos danos as medidas de controle séo exigidas
em varias épocas durante todo o ciclo da cultura (KOGAN; TURNPSEED, 1987).
Geralmente, o método de controle mais utilizado para lagarta-falsa-medideira € o uso de
inseticidas, porém, quando comparadas a lagarta-da-soja, C. includens € mais tolerante
as doses utilizadas, além de possuir o habito de ficar na porcao inferior do dossel das
plantas, tornando-a mais protegida dos inseticidas, dificultando assim o controle
principalmente quando a soja esta na fase reprodutiva, pois as folhas do topo oferecem
mais barreiras as gotas de pulverizacdo (HERZOG, 1980; GALLO et al.,, 2002;
DEGRANDE; VIVAN, 2010).

Com o inicio da fase reprodutiva ha o aumento da populacdo dos
percevejos sugadores de vagens, Nezara viridula (Linnaeus, 1758), Piezodorus guildinii
(Westwood, 1837) e Euschistus heros (Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae),
dentre outras espécies, que causam danos desde a formacdo das vagens até o final do
enchimento dos grdos (MOSCARDI et al.,, 2012). A ocorréncia dessas espécies nas
regibes brasileiras pode variar em consequéncia da temperatura e da cultivar semeada
(CIVIDANES; PARRA, 1994; MAGRINI et al., 1996; SILVA et al., 2006). O atague desses
insetos durante a fase de formacdo de grao pode ocasionar o aborto de graos ou de

vagens. Durante o periodo de enchimento de grdos, pode ocorrer o enrugamento,
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deformac0es, a reducao de produtividade e da qualidade de sementes, retencéo foliar ou
a presenca de caules verdes no momento da colheita. E a severidade dos danos
ocasionados pelos percevejos esta relacionada principalmente ao estadio fenolégico das
plantas (GAZZONI, 1998; BELORTE et al., 2003).

O controle de percevejos, assim como o das lagartas desfolhadoras,
tem sido realizado principalmente com uso de inseticidas, que apesar de ser um método
rapido de controle e com alta eficiéncia, por estar sendo na maioria das vezes utilizado
irracionalmente, tem resultado na selecao de populagdes resistentes, contaminagéo da
agua da superficie e do subsolo, contaminacdo de passaros, mamiferos (selvagens e
domesticados) e impacto sobre polinizadores (KOGAN, 1998; QUINTELA et al., 2006).

Em funcdo desse cenéario é importante buscar tecnologias que
auxiliem ao uso racional de inseticidas, resultando em menos efeitos adversos ao meio
ambiente (SILVA et al., 2009). Diante disso, a adocdo do Manejo Integrado de Pragas
(MIP), definido como o “Sistema de decisao para uso de taticas de controle, isoladamente
ou associadas harmoniosamente, numa estratégia de manejo baseada em andlises de
custo/beneficio que levam em conta o interesse e/ou impacto nos produtores, sociedade
e ambiente” (KOGAN, 1998) é recomendado. Entretanto, antes da adoc¢éo de qualquer
tatica de controle é importante levar em consideracado o nivel de dano econdémico (NDE)
definido por Stern et al. (1959) como “a mais baixa densidade populacional de uma praga
que resulta em dano econdmico”, e que € uma ferramenta para a determinacao do nivel
de acao (NA), ou seja, “a densidade populacional da praga na quais medidas de controle
deverdo ser tomadas para que o crescimento populacional ndo atinja o NDE” (PEDIGO,
2001).

Diante da importancia do controle de insetos-praga da cultura da soja
e dos conceitos sobre MIP, o uso de diferentes arranjos de semeadura, como método de
controle cultural, pode ser uma vantajosa estratégia de manejo. A utilizacdo de arranjos
de semeadura consiste no principio de que a arquitetura do dossel pode influenciar
diretamente a atividade fotossintética como consequéncia da alteracéo da interceptacao
de luz solar pelas folhas. Assim, arranjos de semeadura que resultam em melhor

distribuicdo das plantas na area podem incrementar a penetracdo de luz no dossel da



16

cultura, aumentando consequentemente a producao de fotoassimilados e resultando em
maior rendimento de grdos (RAMBO et al., 2003).

A manipulacéo da distribuicdo de plantas de soja que resultam em
diferentes arranjos de semeadura € possivel porque plantas de soja possuem a
caracteristica de adaptacdo as condicbes ambientais e de manejo por meio de
modificacbes na morfologia da planta e nos componentes da produtividade agricola,
particularidade essa conhecido como plasticidade. Essas modificagcbes estédo
relacionadas tanto com a populacao de plantas quanto com o espagamento entrelinhas
(HEIFFIG, 2002).

Porém, ha relatos de interferéncia dos arranjos de semeadura no
sistema de producdo de soja, o que pode promover maior produtividade, no entanto,
também pode favorecer fatores ndo desejaveis como, competicdo inter e intra-especifica
das plantas por recursos ambientais, especialmente agua e nutrientes (ARGENTA et al.,
2001). Todas essas caracteristicas podem resultar em impacto na relacdo artrépode-
planta, tanto pela modificacdo do microclima (umidade e temperatura), resultante das
mudancas na intensidade dos raios solares que atingirdo as folhas do terco inferior e
médio das plantas (RODRIGUES et al., 2010), quanto pela qualidade fisiol6gica e
morfoldgica das plantas em consequéncia das interferéncias causadas pelas diferentes
populacdes de plantas e espacamentos entrelinhas. Esse cenério destaca a necessidade
do conhecimento de interacdes dos diferentes arranjos de semeadura com fatores
bidticos e abidticos para estabelecer o conjunto de praticas mais favoraveis a
produtividade desta cultura.

Outra valiosa alternativa para o controle de pragas na cultura da soja,
e que vem crescendo no Brasil, € 0 uso plantas geneticamente modificadas com
expressao da bactéria Bacillus thuringienses (Berliner). A soja geneticamente modificada,
RR2 PRO (MON 87701 x MON 89788), € a segunda geracao da soja transgénica, uma
evolucédo da soja RR1, e foi desenvolvida especialmente para o mercado brasileiro. A
soja Bt expressa genes gue codificam a proteina CrylAc de B. thuringiensis var. kurstaki
e da tolerancia ao herbicida glifosato (CTNBio, 2010).

Essa tecnologia apresenta importantes caracteristicas, com algumas

vantagens que destacam essa estratégia em relacdo as demais, tais como: ndo acumula
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residuos nos alimentos, néo interfere em outras praticas agricolas como a colheita, ndo
polui o ambiente, atua em qualquer nivel de infestacdo da praga, é de facil acesso ao
agricultor, reduz as populacdes de insetos-praga a niveis que ndo causam danos
econbmicos, ndo afeta o equilibrio do agroecossistema, apresenta facilidade na
utilizacdo e compatibilidade com os demais métodos de controle (VENDRAMIM, 1990;
LARA, 1991; ROMEIS et al., 2006; YU et al., 2011).

Porém, ha relatos da perda de eficiéncia da tecnologia Bt como
consequéncia da reducdo de proteinas inseticidas (FINNEGAN; MCELORY, 1994;
BENEDICT et al., 2014a). Isso ocorre como resultado da influéncia de alguns fatores
como idade da planta e estadio reprodutivo e fatores ambientais (BENEDICT et al.,
2014b; WU et al.,, 1997). Entre os fatores ambientais, ha relatos que apo6s altas
temperaturas pode haver reducdo da expressdo das proteinas inseticidas (WU et al.,
2002; CHEN et al., 2005; FENG et al., 2011; CHEN et al., 2014).

Diante deste cenéario ha a hipétese que fatores abidticos como
mudanca de espagamentos, aumento da populacdo de plantas e aumento da
temperatura podem interferir nos aspectos fisiolégicos e na atividade enzimatica de
plantas de soja, que resultardo em mudancas na interacdo dessas plantas com o0s
insetos-praga da cultura. Portanto, para analisar o efeito destes estresses em plantas de
soja, este trabalho teve por objetivos especificos: a) avaliar o efeito de arranjos de
semeadura no metabolismo de plantas de soja por meio de andlises bioquimicas; b)
verificar a flutuacdo populacional de percevejos em plantas de soja submetidas a
diferentes arranjos de semeadura; c) analisar a resposta de plantas de soja Bt e
convencional submetidas a altas temperaturas atraves de analise de parametros
fisiol6gicos e enzima oxidativa catalase; d) analisar a eficiéncia das plantas Bt no controle
de C. includens apds submetidas a altas temperaturas .

Para atingir os objetivos a tese foi dividida em dois capitulos. O
primeiro intitulado “Influéncia da densidade de plantas em arranjos de semeadura sobre
0 metabolismo da cultura da soja e a flutuacdo populacional de percevejos fitofagos
(Familia: Pentatomidae)” e o segundo intitulado “Influéncia da temperatura no
metabolismo de plantas de soja geneticamente modificadas e no controle de

Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae)”.
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CAPITULO | - Produtividade e resposta bioquimica de plantas de soja a arranjos de

semeadura e ao ataque de percevejos (Familia: Pentatomidae)

Revista: Environmental Entomology
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Resumo

Objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito de diferentes arranjos de semeadura e da
alimentacao de percevejos na produtividade e na atividade de enzimas oxidativas em
plantas de soja. Para tanto, foram realizados dois experimentos, em duas safras agricolas
(2014/2015 e 2015/2016) em esquema fatorial 4 x 3, quatro arranjos de semeadura
(convencional, reduzido, fileira dupla 20 x 40, fileira dupla 20 x 60) e trés populacdes de
plantas (320.000, 427.000 e 537.000 plantas ha?t). A flutuacdo populacional de
percevejos foi avaliada semanalmente por meio de monitoramento com pano-de-batida.
Quando atingido o nivel de controle foi realizada aplicacdo de inseticida. Em diferentes
estadios fenoldgicos, na safra 2014/2015, foi realizada a quantificacdo da atividade
enziméatica de peroxidase, polifenoloxidase e teor de fendis totais. ApGs a colheita, em
ambas safras, avaliou-se os danos nos grdos causados por percevejos pelo teste de
tetrazolio e produtividade. A incidéncia de percevejos foi maior nos arranjos de
semeadura fileira dupla 20 x 40 e 20 x 60. Foi observado resposta das plantas a
alimentacao dos percevejos pela atividade das enzimas oxidativas e fendis totais, pois,
onde a incidéncia destes insetos foi maior houve maior atividade dos parametros
bioquimicos avaliados. Na safra 2014/2015 néo foi observado influéncia dos arranjos na
produtividade. Na safra 2015/2016 a produtividade foi maior nos arranjos convencional e

reduzido.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill, Manejo integrado de pragas, controle cultural.
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Introducéo

A produtividade da cultura da soja pode ser influenciada por diversos fatores, entre
eles a ocorréncia de insetos-pragas destaca-se de forma negativa, pois causa
significativas perdas e aumento dos custos de producédo. Os percevejos sugadores de
vagens, Nezara viridula (Linnaeus, 1758), Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) e
Euschistus heros (Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae), dentre outras espécies,
sdo muito importantes, pois estdo presentes na soja desde a formacéo das vagens até o
final do enchimento dos gréos, prejudicando o produto final da cultura por meio de sérios
danos como reducéo do peso e da qualidade de graos (Corréa-Ferreira 2005 e Moscardi
et al. 2012)

Assim, é necessario o0 aperfeicoamento de tecnologias utilizadas na conducéo da
cultura, principalmente, quando estas influenciam na incidéncia insetos-pragas e nas
caracteristicas agronémicas. Os arranjos de semeadura vém sendo muito estudados
nesse sentindo, pois podem aumentar os ganhos em produtividade, como consequéncia
da variacdo da densidade de plantas nas linhas e do espacamento da cultura, interferir
no indice de area filiar e na velocidade de fechamento das entrelinhas (Tourino et al. 2002
e Bianchi et al. 2010). Os arranjos de semeadura também podem influenciar a relagcéo
artropode-planta como resultado da modificacdo no microclima causado pela maior
exposicdo aos raios solares que atingirdo as folhas do terco inferior e médio, que é um
fator limitante para o desenvolvimento de uma populagéo de insetos-praga (Rodrigues et
al. 2010).

Como consequéncia das alteragbes na morfologia das plantas de soja e das

flutuacdes populacionais de percevejos pode ocorrer o aumento da producao de espécies
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reativas de oxigénio (EROs ou ROS) que € uma alteracdo metabdlica importante para as
plantas em condicfes de estresse bidtico e abidtico (Van Breusegem et al. 2001, Apel &
Hirt 2004, e Foyer & Noctor 2005). A eliminacao das EROs e a prote¢ao contra os danos
oxidativos em plantas sao realizados pelos sistemas de defesa antioxidantes enziméaticos
e ndo-enzimaticos. O primeiro grupo, representado pelas enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalases (CAT), peroxidases (POD), glutationa peroxidase (GPX), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GSTs), e o
segundo por compostos nao enzimaticos como vitamina C e, glutationa (GSH), B-
caroteno, compostos fendlicos, tocoferdéis e poliaminas (Hernandez et al. 2001, Blokhina
et al. 2003, e Scandalios 2005).

Diante deste cenario, hd a hipotese que as mudancas de espagcamento entre
linhas e o aumento da populacdo de plantas decorrentes dos arranjos de semeadura, e
as flutuacdes populacionais de percevejos podem causar diferentes respostas
bioquimicas e de produtividade.

Assim, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de diferentes arranjos de
semeadura e da flutuac&o populacional do complexo de percevejos da soja na respostas
bioquimicas das plantas por meio de andlises das enzimas (atividade das enzimas

peroxidase, polifenoloxidase e teor de fendis) e da produtividade.

Material e métodos
Instalagc&o do experimento
Os experimentos foram conduzidos, durante as safras 2014/2015 e 2015/2016, na

area experimental das Fazendas de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE) da Faculdade
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de Ciéncias Agrondmicas, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP, Campus de Botucatu, localizada nas coordenadas geograficas de 22° 53’ 25” S
e 48° 27° 19” W, a uma altitude de 810 metros (Figura 1).

As flutuacdes de temperatura (°C) e precipitacdo (mm) na safras agricolas
2014/2015 e 2015/2016 foram verificadas junto a Estacdo Meteorolégica — UNESP/FCA
(Figura 2 e 3).

O solo, considerado do tipo Latossolo Vermelho (Embrapa 2006) foi corrigido no
momento da semeadura utilizando 200 kg/ha da formulagdo comercial 0-20-20 (N-P-K)
para todos os tratamentos, de acordo com os resultados obtidos a partir da anélise
quimica do solo a profundidade de 0-20 cm. A semeadura foi realizada com a semeadora-
adubadora da marca comercial Semeato® modelo SHM 15/17, utilizando a cultivar
5D634RR (hébito de crescimentos indeterminado). As sementes foram tratadas com
fungicida carboxina + tiram (300 ml/100 kg de sementes), inseticida tiametoxam (300
ml/100 kg de sementes), e posteriormente foi realizada a inoculacdo de suspenséo de
Bradyrhizobium (60g/50 kg de sementes).

Os arranjos de semeadura em funcdo do espacamento entre linhas possuem
diferentes quantidades de metros de linha por hectare, o que resulta em diferentes
numero de plantas por metro de linha, mesmo que numa mesma populacao de plantas,
ocorrendo o mesmo com a quantidade de adubo por metro de linha por hectare (Tabela

1).

Delineamento experimental
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial 4x3
(quatro arranjos de semeadura e trés populagbes de plantas), totalizando doze
tratamentos (Tabela 1). O experimento foi composto por quatro repeticdes, com parcelas
dimensionadas em 07 x 07 m (comprimento x largura).

Foram avaliados os arranjos de semeadura: a) Convencional com espacamento
de 0,40 m entre linhas; b) Fileira dupla 20 x 40 cm com duas linhas de soja espacadas
entre si por 20 cm e com espacamento externo de 40 cm entre linhas; c) Fileira dupla 20
x 60 cm com duas linhas de soja espacadas entre si por 20 cm e com espacamento
externo de 60 cm; d) Reduzido com espacamento entre linhas de 20 cm. E as populacdes
de plantas utilizadas foram P1 = 320.000 plantas ha, P2 = 427.000 plantas ha' e P3 =

537.000 plantas ha.

Monitoramento de percevejos e manejo fitossanitario

O monitoramento da flutuacdo populacional foi realizado desde o aparecimento
dos primeiros percevejos, com avaliacdes semanais, utilizando o método da batida-de-
pano em quatro pontos/parcela. As amostragens foram realizadas sempre nos mesmos
pontos dentro de cada parcela com o objetivo de eliminar o efeito de estresse nas plantas
em todas as parcelas e assim diminuir os fatores que podiam influenciar as analises de
enzimas e produtividade. Ao final do experimento foi realizado teste de tetrazolio com a
finalidade de avaliar os danos resultantes do ataque de percevejos; para isto, foram
retiradas aleatoriamente duas amostras com 50 grdos em cada parcela e avaliados

segundo a metodologia de Franca Neto et al. (1998).
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As amostragens influenciaram a tomada de decisdo para o controle de percevejos,
sendo realizado somente se o nivel de controle recomendado para cada fase de
desenvolvimento da planta fosse atingido. O nivel de controle utilizado foi o de dois
percevejos por metro (Hoffman-Campo et al. 2012). Na safra 2014/2015, foi realizado o
controle de percevejos com lambda-cialotrina (28 g hai.a.) + tiametoxam (21 g hati.a.)
apenas nos tratamentos que atingiram o nivel de controle. Na safra 2015/2016 a
populacdo de percevejos ndo atingiu o nivel de controle, assim ndo foi necessario a
realizacéo de aplicagéao.

Em ambas as safras agricolas foi monitorada a populacdo de lepidépteros
desfolhadores, durante todo o ciclo da cultura, porém devido a baixa populacdo nao foi
necessario o controle desse grupo de insetos.

A doenca ferrugem asiética foi controlada, em ambas safras, de forma preventiva
com duas pulverizacdes nos estadios reprodutivos R1 e R3 na primeira safra, e trés
aplicacdes nos estadios R1, R3 e R5.1 na segunda. Na safra 2014/2015 foi utilizado o
fungicida azoxistrobina (60 g hati.a.) + ciproconazol (24 g ha'i.a.) e na safra 2015/2016
o fungicida trifloxistrobina 150 g/L + protioconazol 175 g/L, acrescidos de adjuvante 6leo
mineral a 0,5% do volume da calda de aplicacéo.

O controle de plantas daninhas foi realizado, nas safras 2014/2015 e 2015/2016,
na pré-semeadura com a operacdo de gradagem do solo e posteriormente com a
pulverizacdo do herbicida glifosato (1,5 kg ha) no estadio vegetativo V3.

Em ambas as safras agricolas, as pulverizacdes foram realizadas com um

pulverizador Advance Vortex 2000 com barras de 18,5 m de comprimento, equipado com
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37 pontas de pulverizacdo de jato plano 110 02 operando a pressdo de 295 kPa para

aplicacdo de 200 L ha* sem assisténcia de ar na barra.

Atividade enzimatica

Para estudar a resposta das plantas de soja aos diferentes arranjos de semeadura
e ao ataque de percevejos foram realizadas analises para avaliar a atividade das enzimas
peroxidase, polifenoloxidase e teor de fendis totais, na safra 2014/2015, nos estadios
fenolégicos V3 e R1 (plantas estavam sob baixa pressao de percevejos) e R4, R5.2 e
R5.4 (plantas estavam sob alta pressao de percevejos - nivel de controle). Para isso,
foram coletadas amostras do terco médio de cinco plantas, por serem esses totalmente
expandidas e conterem teores estaveis de fotoassimiliados, de maneira aleatéria, em
cada repeticao, formando quatro amostras compostas de cada tratamento. As amostras
foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido, embaladas em saco plastico,
etiguetadas, colocadas em caixas com isolamento térmico, transportadas até o
Laboratorio de Quimica e Bioquimica, do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus
Rubido Junior, Botucatu, SP, onde foram mantidas a temperatura -20°C para posterior
extracdo da fonte enzimatica.

A extracao da fonte enzimatica foi realizada utilizando 300 mg do material vegetal,
homogeneizado em 5 mL de tampé&o acetato de sédio pH 5,0 (gelado), seguido de
centrifugagéo a 10.000 x g (Hettich- Micro 220R) durante 10 min a 4 °C. A atividade da
enzima peroxidase (POD) (umol de H202 decomposto. mint. g'. massa fresca) foi
determinada utilizando 1 mL do sobrenadante e seguindo o método descrito por Allain et

al. (1974) modificado por Lima et al. (1999). A leitura do extrato foi realizada em
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espectrofotdbmetro, no comprimento de onda 505 nm. A atividade de polifenoloxidase
(PPO) (umol catecol oxidado. minl.g! massa fresca) foi determinada pelo método
descrito por Kar e Mishra (1976), modificado por Lima et al. (1999), utilizando 0,3 mL do
extrato e procedendo a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda 395 nm.
A determinacéo do teor de fendis totais (FT) (mg 100 g) foi realizada de acordo
com o método espectrofotométrico com o uso do reativo de Folin-Ciocalteu (Singleton e
Rossi Jr 1965). A extracdo foi realizada utilizando 500 mg do material vegetal,
homogeneizado com 5 mL de metanol 80%, seguido de banho ultrassénico por 20 min e
centrifugagéo a 5.000 x g (Hettich- Micro 220R) durante 10 min a 4 °C. Essa sequéncia
de procedimentos foi realizada duas vezes. A leitura do extrato foi feita no comprimento

de onda 7655 nm.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos as analises exploratérias para avaliar as
pressuposicdes de normalidade dos residuos, a homogeneidade de variancia dos
tratamentos e a aditividade do modelo para permitir a aplicagdo da ANOVA.
Posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) utilizando

o programa Sisvar (Ferreira 2010).

Resultados
Nas safras 2014/2015 e 2015/2016 foi verificado que entre as espécies de
percevejos E. heros foi a de maior ocorréncia, seguido por P. guildinii e N. viridula. Da

mesma forma, em ambas safras, apesar da infestacdo de percevejos ter iniciado no
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periodo vegetativo da soja ndo foi constatada a presenca significativa deste grupo de
insetos nesta fase da cultura.

Durante a safra 2014/2015 desde o primeiro estadio reprodutivo R1 foi verificada
maior presenca de percevejos no arranjo de semeadura fileira dupla 20 x 40 na segunda
populacdo de plantas (P2), diferindo dos demais tratamentos (F = 5,438; df = 6; P =
0,0005) (Tabela 2). Nas demais avaliacfes, R2 (F = 1,264; df = 6; P = 0,2981), R3 (F =
3,417; df = 6; P = 0,0090), R4 (F = 1,480; df = 6; P = 0,2129), R5.1 (F = 1,601; df = 6; P
=0,1753), R5.2 (F =0,472; df = 6; P =0,1242), R5.3 (F = 5,438; df = 6; P = 0,0005), R5.4
(F =1,057; df = 6; P =0,3060), R5.5 (F = 1,553; df = 6; P = 0,1896) e R6 (F = 3,552; df =
6; P = 0,0073), foi observado que os arranjos de semeadura fileira dupla 20 x 40 e 20 x
60 foram mais infestados por percevejos que os demais tratamentos.

O controle quimico foi realizado trés vezes de acordo com as amostragens. No
estadio reprodutivo R2 o arranjo de semeadura fileira dupla 20 x 60 na populacdo P3
atingiu o nivel de controle e foi necessario a primeira aplicacdo, que foi realizada apenas
neste tratamento. Em R5.2 0 mesmo arranjo de semeadura nas populacdes de plantas
P2 e P3 ultrapassaram o nivel de controle e uma nova aplicacao foi realizada. A Ultima
aplicacéo foi realizada no estadio reprodutivo R5.4 quando foi observado nivel de controle
nos arranjos de semeadura fileira dupla 20 x 40 e 20 x 60 em todas as populacgdes.

Na safra 2015/2016 no estadio reprodutivo R1 a ocorréncia de percevejos no
arranjo de semeadura reduzido e fileira dupla 20 x 40 foi menor que no arranjo
convencional na populagéo P1 (F = 1,643; df = 6; P = 0,1638), mas na populacéo P2 (F
= 0,236; df = 2; P = 0,7908) apenas houve diferenca estatistica entre os arranjos fileira

dupla 20 x 60 e reduzido, este ultimo com menor incidéncia de percevejos (F = 0,374; df
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=3; P =0,7725) (Tabela 3). Nos estadios reprodutivos R3 (F = 0,905; df = 6; P = 0,5022)
e R4 (F =0,902; df = 6; P = 0,5040) apesar do aumento da populacéo de percevejos ndo
houve diferenca estatistica entre as interacdes (Tabela 3).

Em R5.1 (F = 2,905; df = 6; P = 0,0803) nas populacdes P2 e P3 o arranjo de
semeadura fileira 20 x 60 foi mais infestado que o reduzido (Tabela 3). Nas demais
avaliagbes R5.2 (F = 0,306; df = 6; P = 0,4299), R5.3 (F = 0,907; df =6; P = 0,5006), R5.4
(F=0,796; df =6; P =0,5791), R5.5 (F =0,343; df = 6; P =0,7090) e R6 (F = 1,028; df =
6; P = 0,4229) ndo houve diferenca estatistica nos tratamentos estudados (Tabela 3).
N&o foi realizado controle de percevejos durante a safra 2015/2016 uma vez que em
nenhum estadio de desenvolvimento da cultura foi atingido o nivel de controle (Tabela 3).

Com relacdo a atividade da enzima peroxidase (Tabela 4), houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Em V3 (F = 4,345; df = 6; P = 0,0021) a atividade
enziméatica no arranjo reduzido foi maior nas populagées P1 e P2, e em P3 no arranjo
convencional. Em R1 (F=1,477; df = 6; P = 0,2136) o arranjo convencional na populacéo
P1 diferiu estatisticamente do fileira dupla 20 x 40, porém para a populagéo P2 os arranjos
convencional e reduzido apresentaram maior atividade da peroxidase em relacdo ao
arranjo fileira dupla 20 x 40. Em R4 (F = 5,397; df = 6; P = 0,0000) e R5.2 (F = 2,638; df
= 6; P = 0,0318) e R5.4 (F = 5,086; df = 6; P = 0,0002) foi observado tendéncia dos
arranjos de semeadura fileira dupla 20 x 40 e 20 x 60 apresentarem maior atividade da
peroxidase, sendo esse efeito mais perceptivel nas populacdes com maiores nimeros
de plantas.

Para enzima polifenoloxidase (Tabela 5), ndo foi observada interacéo significativa

nas avaliacOes realizadas no estadio vegetativo V3 (F = 0,880; df = 6; P = 0,5195) e nos
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reprodutivos R1 (F = 3,455; df = 6; P = 0,0000) e R4 (F = 0,526; df = 6; P = 0,7846). Em
R5.2 (F=4,364; df =6; P =0,0021) e R5.4 (F = 4,655; df = 6; P = 0,0000) nos tratamentos
fileira dupla 20 x 40 e 20 x 60 a atividade da enzima polifenoloxidase foi maior em relagcéao
aos tratamentos convencional e reduzido.

Quanto ao teor de fendis totais (Tabela 6), também nao foi observada interagéo
significativa nas avaliacfes realizadas no estadio vegetativo V3 (F = 2,062; df = 6; P =
0,1347) e nos reprodutivos R1 (F = 0,512; df =6; P =0,7882) e R4 (F =1,801; df =6; P
=0,1817). Em R5.2, os arranjos de semeadura convencional e reduzido apresentaram
maiores teores de fendis em relacdo aos demais arranjos em todas as populacées (F =
1,066; df = 6; P = 0,4335). Em R5.4 também ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (F = 2,055; df = 6; P = 0,1358).

N&o houve diferenca no nimero médio de danos de percevejos por grao nas safras
2014/2015 (F = 0,559; df = 6; P = 0,7600) e 2015/2016 (F = 0,596; df = 6; P =0,7347) em
nenhum dos tratamentos avaliados (Tabela 7). O peso de mil grdos (g) também néao
sofreu influéncia dos arranjos de semeadura, tanto na safra 2014/2015 (F = 1,556; df =
6; P = 0,1885) quanto na safra 2015/2016 (F = 0,422; df = 6; P = 0,8597) (Tabela 8). Na
safra 2014/2015, a produtividade em peso liquido (kg hat) (F = 0,422; df = 6; P = 0,8597)
e sacas ha' (F=0,422; df = 6; P = 0,8597) também néo foi verificada diferenca estatistica
entre os tratamentos (Tabela 9). Na safra 2015/2016 foi estatisticamente diferente em
relacédo ao peso liquido (kg hat) (F = 0,422; df = 6; P = 0,8597) e sacas ha* (F = 0,422;
df =6; P =0,8597), onde os arranjos de semeadura convencional e reduzido destacaram-

se positivamente (Tabela 9).
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Discussao

A espécie E. heros foi a mais abundante nos dois anos agricolas de realizacéo
deste estudo, assim como ocorre na maioria das regidées produtoras de soja do pais
(Panizzi et al. 2012 e Vivan 2012), e esta significativa densidade populacional de E. heros
nas duas ultimas décadas tem sido favorecida devido a capacidade de entrar em
oligopausa na entressafra e de pelo aumento das médias de temperaturas registradas no
continente sul-americano (Sosa-goémez et al. 2009 e Hoffmam-Campo et al. 2012)

Os primeiros percevejos foram observados no final do periodo vegetativo da
cultura, assim como ocorre em areas produtoras de soja, mas em populacdes baixas e
gradativamente aumentaram com o desenvolvimento das vagens e enchimento de gréaos.
Isso, provavelmente, estd4 relacionado ao estado nutricional mais adequado ao
desenvolvimento desse complexo de insetos (Panizzi & Vivan 1997, Corréa-Ferreira &
Panizzi 1999, Corréa-Ferreira et al. 2009).

Nas duas safras, apesar das flutuacdes populacionais dos percevejos, foi
observado que os arranjos de semeadura fileira dupla 20 x 40 e 20 x 60 foram mais
atrativos para estes insetos, pois foram os mais infestados durante os dois anos agricolas
do experimento. Na primeira safra o nivel de controle foi ultrapassado em trés estadios
fenologicos e apenas nos arranjos com semeadura em fileira dupla, sendo o controle
guimico realizado apenas nesses tratamentos. Em estudos preliminares foi demonstrado
gue o espacamento entre fileiras de plantas tem um impacto na incidéncia de organismos
herbivoros (Cierpisz et al. 2016) e que 0S percevejos permanecem maior tempo se

alimentando no arranjo de semeadura fileira dupla (Carvalho 2014). Ha ainda as
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hipoteses, que percevejos tenham preferéncia por determinados arranjos ou seu controle
€ mais eficiente em alguns deles (Souza 2016b).

Esses resultados evidenciam ainda a importancia da amostragem dos insetos-
praga no contexto do Manejo Integrado de Pragas da soja (MIP - soja), pois foi possivel
a identificagcdo do momento correto para pulverizacdo de inseticida e a distingdo dos
tratamentos em que eram necessérios a utilizacdo do método de controle. Esse
procedimento resulta em reducdo de custos de controle fitossanitario e menor
interferéncia ao meio ambiente nos arranjos de semeadura em que a populacdo de
percevejos nao ultrapassaram o nivel de controle.

Na safra 2015/2016, a populacdo de percevejos ndo ultrapassou o nivel de
controle devido as condi¢des climaticas. Durante esse ano agricola houve volume
pluviométrico acentuado e temperatura média baixa quando comparado a safra anterior
(Figura 2 e 3) nos meses de janeiro e fevereiro (Estacdo Meteorol6gica — UNESP/FCA,
2016), que coincidiram com o periodo reprodutivo da soja, a fase mais favoravel ao
desenvolvimento desses insetos. Entre os fatores climaticos a temperatura influencia
diretamente os insetos em relagdo ao desenvolvimento e comportamento, e
indiretamente na alimentagéo (Silveira Neto et al. 1976). Nos meses de janeiro e fevereiro
as temperaturas médias foram 21,5 e 18,4°C (Figura 3) (Estacdo Meteoroldgica —
UNESP/FCA, 2016), respectivamente. No entanto, Cividanes & Parra (1994), Corréa-
Ferreira & Panizzi (1999) e Hoffmann-Campo et al. (2000) relataram que a espécie de
percevejo E. heros, mais predominante no estudo, € mais adaptada as regiées onde

predominam temperaturas elevadas.
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Em relacdo a atividade enzimatica, as enzimas peroxidase e polifenoloxidase
foram mais ativas inicialmente nos arranjos de semeadura convencional e reduzido, pois
as plantas estavam submetidas a um espacamento entre linhas menor comparado as
plantas nos arranjos em fileira dupla, o que constituia um meio de desenvolvimento mais
estressante para as plantas de soja, provocando assim o aumento das espécies reativas
H202 e consequentemente o aumento da atividade destas enzimas. Porém, com o
aumento da populagdo de percevejos nos arranjos fileira dupla e simultaneamente o
estresse causado pela alimentacdo destes insetos nas plantas de soja houve a inversao
da atividade enzimatica que passou a ser maior nestes tratamentos. Quanto ao teor de
fendis totais foi observado atividade inversa comparado a atividade enzimatica, assim
maior a atividade das enzimas menor foi o teor de fendis totais.

Ha diversos trabalhos que comprovam a relacdo das enzimas com o processo de
reacdo das plantas aos insetos sugadores (Lattanzio et al 2006, Frazen et al. 2007,
Gustche et al. 2009, Pierson et al. 2011, Marchi- Werle et al. 2014, Timbé et al. 2014, e
Cruz et al. 2016). Assim, de maneira geral, ocorreram alteracdes nos niveis das enzimas
oxidativas em resposta a flutuacao populacional dos percevejos e a alimentagédo destes
insetos, pois maior a densidade populacional destes insetos nos arranjos de semeadura
fileira dupla maior foi a atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e menor o
teor de fendis totais.

Os danos de percevejos por grao e o peso de 1000 graos néo séo influenciados
pelos arranjos de semeadura. Em relacéo a produtividade, apesar da alta ocorréncia de
percevejos na safra 2014/2015 e da variacdo na flutuacéo populacional de acordo com o

arranjo de semeadura néo foi verificado diferenca estatistica entre os tratamentos neste
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ano agricola, como ocorreu na safra 2015/2016 em que os arranjos de semeadura
convencional e reduzido destacaram-se com maiores produtividades. Muitos trabalhos
gue compararam o arranjo de semeadura convencional na cultura da soja com outros
arranjos nao observaram incremento da produtividade (Carvalho 2014, Procépio et al.
2014, Souza 2016b), e o0 aumento da densidade de semeadura nao influenciou estes
resultados (Freitas et al. 2010). A correlagdo da inexisténcia de resposta quanto a
produtividade em relagéo aos diferentes arranjos de semeadura pode ser consequéncia
da alta plasticidade fenotipica existente em plantas de soja (Pires et al., 2000 e Rambo
et al., 2003).

Em todos os arranjos de semeadura estudados, foi observado respostas
bioguimicas e de produtividade das plantas aos diferentes arranjos de semeadura e a
populacdo de percevejos sugadores, porém, estudos multidisciplinares ainda sé&o
necessarios para melhor entender a interacao inseto-plantas nesses arranjos e aprimorar

essa técnica de manejo.
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Tabela 1. Descricao e caracteristicas dos tratamentos utilizados nas safras 2014/2015 e 2015/2016. Botucatu/SP.

Populagio de

R Arranjo de Espagamento plantas Metros de Numero de Gramas de
semeadura (cm) linhas ha' plantas m-! adubo m’
(plantas ha)

1 Convencional 40 320.000 25.000 13 8
2 Convencional 40 427.000 25.000 17 8
3 Convencional 40 537.000 25.000 21 8
4 Reduzido 20 320.000 50.000 7 4
9 Reduzido 20 427.000 50.000 9 4
6 Reduzido 20 537.000 50.000 11 4
7 Fileira dupla 20x40 20 x 40 320.000 33.333 10 6
8 Fileira dupla 20x40 20 x 40 427.000 33.333 12 6
9 Fileira dupla 20x40 20 x 40 537.000 33.333 16 6
10 Fileira dupla 20x60 20 x 60 320.000 25000 13 8
11 Fileira dupla 20x60 20 x 60 427.000 25000 17 8
12 Fileira dupla 20x60 20 x 60 537.000 25000 21 8

40



41

486 Tabela 2. Numero médio de percevejos em um metro de plantas de soja semeadas com diferentes arranjos de semeadura

487 e avaliadas em diferentes periodos a campo. Botucatu-SP, Safra 2014/2015.

488

Tratamentos® R1 R2
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 0.00 = 0.00 aA 0.00 = 0.00 bA 0132007 aA 050 £ 0,00 abA 025 % 0.00 bAB 019 0.06 bB
Reduzido 0.00 * 0.00 aA 0.00 + 0.00 bA 0.00 % 0.00 aA 0.19 + 0.06 bA 0.21 + 0.02 bA 0.25 + 0.00 bA
Fileira dupla 20x40 0.0 + 0.00 aA 042 +0.12 aB 013+007aA  038+005abAB 056+ 0.14 abA 0.19 * 0.06 bB
Fileira dupla 20x60 0.0 + 0.00 aA 0.00 + 0.00 bA 0.13% 0.07 aA 0.69 + 0.28 aA 0.75 + 0.18 aA 0.69 016 aA
P (Arranjo) 0.0008 0.0000
P (Populacao) 0.0128 02751
P (Interacéo) 0.0005 02081
* R3 R4

Tratamentos P P F3 P P2 3
Convencional 026 0,11 bA 025+ 0.14 bA 0.31 % 0.06 abA 0.81% 012 bB 0.75 % 0.00 bB 181041 aA
Reduzido 0.55+ 007 aA 0.50 + 0.10 aA 0.19+ 0.06 bB 0.78+ 017 bB 1.17 + 0.06 abA 183+0.12 aA
Fileira dupla 20x40 038+ 005abB 050 + 0.14 aAB 0.63+ 022 aA 131 +0.15 aA 125 + 0.10 abA 189 + 0.06 aA
Fileira dupla 20x60  0.63 + 0.07 aA 063+ 0.13 aA 0.63% 0.07 aA 163 +0.24 aA 1.94 + 0.38 aA 213+ 083 aA
P (Arranjo) 0.3914 02276
P (Populacao) 0.1220 0.0024
P (Interacéo) 0.0090 02120

) R5.1 R5.2

Tratamentos P P2 F3 B ) 3
Convencional 058+012bB  1.00£0.10 bAB 163041 aA 100 £ 0.18 bA 117 £ 0.21 bA 119+ 0.12 bA
Reduzido 158+033aA  142+017 abA 150+ 018 aA 0.67 + 0.16 bA 1.25 + 0.20 abA 119 + 0.25 bA
Fileira dupla 20x40  1.75+0.10 aA 152 + 0.29 aA 167+021aA 125 + 0.20 abA 167 + 0.06 aA 125+ 0.12 abA
Fileira dupla 20x60  1.94 + 0.60 aA 163 + 0.26 aA 1.04 + 0.26 aA 175+ 0.37 aA 2.06 + 0.41 aA 2.06 + 0.28 aA
P (Arranjo) 00878 0.0001
P (Populacao) 0.2403 0.0949
P (Interacéo) 0.1753 0.1242

489  *Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mintsculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e mailisculas
490 comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P

491  =0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padr&o
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de semeadura e avaliadas em diferentes periodos a campo. Botucatu-SP, Safra 2014/2015.
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Tabela 2 (Continuacdo). Numero médio de percevejos em um metro plantas de soja semeadas com diferentes arranjos

Rb.3 Rb.4
Tratamentos*
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 150 +0.13 a& 1.31 £ 0.54 aA 1.25 % 0.10 aba 138 2016 ba 0.81 2024 bA 1.00 £ D13 bA
Reduzido 0.92 £0.21 b& 1.13 2 0.07 aA 1122022 bA 0.33 £0.06 bB 0.92x0160B 1.51 £ 0.37 bA
Fileira dupla 2040 1.88 £ 0.256 a& 1.50 £ 0.18 aA 1.56 = 0.33 a4 2252000 ak 2.06 = 0.55 ah 275023 aA
Fileira dupla 20w60 1.67 £0.31 ah 1.56 = 0.41 aA 1.75 2010 a4 250 =037 ak 2132016 ah 2252010 a4
P {&rranjo) 01875 0.0000
P (Populacao) 0.1402 0.0459
P (Interacdo) 0.3060 0.1396
Tratamentos* R85 RE
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 1.00 £ 0.39 ab& 050+ 0.10 bE 1.00 £ 0.10 aba 0.25 + 0.00 bE 0.63£0.13 abAB 092 +0.31 a4
Reduzida 0.50 £ 0.00 bAG 0358 £ 0.16 bBE 0.72 2 0.20 bA 064012 aA 0.34 £ 027 bA 0252010 bA
Fileira dupla 20x40 0.50 = 0.00 bE 1.42 + 0.07 aA 1.00 = 0.21 aba 0.89 +0.22 arB DES+0.11 abB 125+ 025 a4
Fileira dupla 20w60 1352014 ah 1.31 2 0.53 aA 1.50 20,10 a4 0752027 ad 1.06 £ 0.24 aA 1.00 £ 0.20 a4
P {&rranjo) 0.0093 0.02596
P (Populagio) 0.1547 0.1861
P (Interacao) 0.0073 0.0537

> 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: minusculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e mailsculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P
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Tabela 3. NUmero médio de percevejos em um metro plantas de soja semeadas com diferentes arranjos de semeadura e

. | 5] RZ

Tratamentos P ) P3 i ) P3
Convencional 069+ 06T aA 0312024 abA 0132 0.13 aA 013+ 073 aA 0.19+0.06 abA 0.06 £ 0.0& ah
Reduzido 0.00 £ 0.00 bB 0.00 £ 0.00 bB 0631024 ah 0.06 £ 0.06 aA 0.00 £ 0.00 bA 0312019 ak
Fileira dupla 20x40 0.00 £ 0.00 bB 0.38 + 024 abA 0.38+0.24 ah 013+013 aA 060 £0.18 ah 0.31 £ 0.06 ah
Fileira dupla 20x60 0.25 +0.14 abA 063 +0.24ah 0.25+0.14 ah 019+ 0.19 aA 0.13 +0.07 abA 025+ 010 ah
P [Arranjo) 07725 0.1814
P (Populagao) 07903 0.4044
P {Interacao) 01638 0.23596

Tratamentos® RJ R4

P1 P2 P3 P1 P2 P3

Convencional 069027 aA 1.00 £ 0.23 aA 1142076 aA 0.75 £ 0.45 aA 0751025 aA 1302041 aA
Reduzido 0.88 £ 016 ah 1.00 £ 0.18 aA 1.06 £ 0.43 ah 0.75+0.32 ah 1.00 + 046 aA 0.83+031ak
Fileira dupla 20:x40 0568 +0.16 ah 113+ 0.22 ah 0.86+0.33 aA 1.00 £ 0.35ah 0.75+0.14 aA 0.70 £ 0.35 aX
Fileira dupla 20x60 0.60 +0.10 ah 1.00 £ 0.23 aA 1.06 +0.21 ah 0.88 +0.31ah 075+ 0.14 aA 1.00 £0.71 aA
P [Arranjo) 0.3116 0.6021
P (Populagao) 00270 0.4095
P {Interacao) 05022 0.5040

Tratamentos® Ro.1 Ro.2

Pi 2] P3 Pi P2 P3

Convencional 056 £0.06 aB 0.38+0.16 abB 1.00 £ 0.21 abA 0.69 £ 0.24 ah 1.06 £ 0.36 aA 1.00 2021 ah
Reduzido 0.75+0.18 aAB 019+ 0.06 bB 0.63 £ 0.55 bA 0.81+012 ah 0.69+ 0.26 aA 1.06 £ .65 ah
Fileira dupla 2040 0.88 £ 0.39 ah 075+ 0.10 aA 1.06 £ 0.16 abA 0.63+013 ah 0.88+0.24 aA 0.83+0.16 aA
Fileira dupla 20x50 0.88 £ 0.07 ahA 0.88 +0.16 aA 1.66 £ 0.23 ah 0.63+0.22ah 0.88 £ 0.39 aA 1.16 £ 0.23 ah
P [Arranjo) 06153 0. 4153
P (Populagao) 0.0157 0.5752
P ({Interacdo) 0.0803 0.4299

> 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: minasculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e maiusculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P
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Tabela 3 (Continuagdo). Numero médio de percevejos em um metro plantas de soja semeadas com diferentes arranjos

Tratamentos® R>3 R>4
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 050+ 0.10 a& 0.50 £0.14 aA 0.44 + 0.06 aA 1.13 £ 0.16 aA 1.13 £ 0.24 aA 1.44 £ 0.16 aA
Reduzido 025+014a4 0.44 +£ 016 aA 050 +£010 ah 1.06 + 0.33 a& 1.08 + 0.24 aA 1.40 + 0.60 aA
Fileira dupla 20x40 063+024ah 0556 +012 aA 0381007 aA 1.00 £ 0.31 aA 1.24 £ 0.12 aA 1.51 1 0.49 aA
Fileira dupla 20x50 038 £0.07 ah 0.75 027 aA 031019 aA 1.06 £ 0.30 a4 1.43 £ 0.30 aA 1.63 £ 0.39 aA
P (Arranjo) 0.7880 0.0802
P (Populacéo) 0.3229 0.1980
P (Interacéo) 0.5006 0.5791
Tratamentos™ R3.3 R6
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 1094012 ah 1.06 £ 0.30 aA 131071 aA 113 +£0.13 aA 1.06 + 021 a4 113+ 013 aA
Reduzido 1.06 £ 0.67 ah 1.35 £ 0.47 aA 1.26 £ 0.82 aA 1.24 £0.33 aA 1.33 £ 0.07 a& 0.94 £ 0.30 aA
Fileira dupla 20x40 088 £0.39 a4 1.21 £ 0.21 aA 125+ 0.27 aA 125+ 0.31 aA 1.31 £ 0.34 a4 1.13 £ 0.26 aA
Fileira dupla 20x60 081+037al 125 +£0.44 aA 138+ 043 aA 131 £0.21 aA 131+ 028 a& 1.44 £ 0.42 aA
P (Arranjo) 06013 01557
P (Populacéo) 0.7359 05108
P (Interacéo) 0.7090 0.4229

= 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e maidsculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P
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Tabela 4. Atividade da enzima peroxidase (umol de H202 decomposto. mint. g'. massa fresca) em plantas de soja

semeadas com diferentes arranjos de semeadura e coletadas em diferentes periodos a campo. Botucatu-SP, Safra

2014/2015.

Tratamentos™

V3

R1

P1

P2

P3

P1

P2

P3

Convencional
Reduzido

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20x60

0473+ 0.02 bE
0.689 £ 0.04 aA
0.637 + 0.04 abA
0.528 + 0.06 bA

0.545 £ 0.05 beb

0.801 £ 0.03 a4
0.625 + 0.06 bA
0.435 + 0.02 cA

0695 £ 0.05 ah
0.666 + 0.01 abA
0.530 £ 0.05 abA

0.477 £ 0.02 bA

0.565 + 0.04 aA
0.495 + 0.04 abA
0.391 £ 0.00 bA
0.420+ 0.03 bB

0576 £ 0.02 as
0.553 + 0.00 a/
0.370 £ 0.03 bA
0.502 + 0.02 aAB

0.543 £ 0.02 ah
0.502+ 0.02 a”
0.475 + 0.05 a&
0.547 + 0.03 a&

P (Aranjo) 0.0000 0.0000
P (Populacio) 07613 00576
F (Interacao) 0.0021 0. 2136
" R R5.Z
Tratamentos P 7] P3 P PZ P3

Convencional
Reduzido

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20x60

0203 £ 0.04 cA
0.111 £ 0.03 cA
0.4458 £ 0.05 bB
0.853+0.11 aB

0256 £ 0.03 cA
0.145 £ 0.02 cA
0.587 £ 0.10 bB
0.856 + 0.08 aB

0199+ 0.03 cA
01242011 cA
0.818 £ 0.03 bA
1.074 £ 0.03 aA

0.504 £ 0.04 bA
0.435 + 0.08 bE
0.673 £ 0.06 aA
0.736 + 0.06 aB

0.665 £ 0.07 bcA
0.517 £ 0.08 cA
0.790 + 0,00 bA
1.275 + 0.09 ah

0.525 £ 0.02 cA
0.535 £ 0.03 cA
0.713 £ 0.04 bA
1.264 + 0.10 aA

P (Arranjo) 0.0000 0.0033
P (Populacao) 00016 01090
F (Interacaoc) 0.0000 0.0318
Tratamentos™ R>.4
P1 P2 P3
Convencional 0.171 £0.01 bB 0529+ 010 cA 0.527 +0.02 cA
Reduzido 0101 £0.15 bB 0567 £ 017 cA 0538+ 0.00 cA

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20x50

0.673 £ 0.00 aA
0677 +0.08 aC

0.691 + 0.00 bA
0.873+0.03 aB

0.654 £ 0.04 bA
1.676 + 0.26 ah

P (Arranjo) 0.0002
P (Populacao) 0.0099
P (Interacao) 0.0002

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: minusculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e mailsculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P

= 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao
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Tabela 5. Atividade da enzima polifenoloxidase (umol catecol oxidado. min-l.g! massa fresca) em plantas de soja

semeadas com diferentes arranjos de semeadura e coletadas em diferentes periodos a campo. Botucatu-SP, Safra

Convencional
Reduzido

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20xG0

02389+ 0.03 bA
0.231 £ 0.01 bA
0.512 £ 0.00 aA
0.454 + 0.03 aA

0.2592 + 0.00 bA
0.241 £ 0.04 bA
0.432 £ 0.02 aA
0.444 + 0.00 aA

0.254 + 0.04 bA
0.257 £ 0.02 bA
0.435 + 0.04 aA
0.435 + 0.02 aA

P (Arranjo) 00001
F (Populacao) 00106
P (Interacao) 00001

> 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao

2014/2015.
Tratamentos® V> R1
P1 Pz P3 P1 Pz P3
Convencional 0.599 +0.03 ah 0.564 +0.01 ah 0.598 + 0.00 ad 0.894 £+ 0.03 ah 0.825+0.01 a& 0.874 £ 0.02 ah
Reduzido 0579 +0.03 ah 0.610 £ 0.02 aX 0.690 + 0.04 ah 0.821 £ 0.01 aX 0.827 £ 0.00 aX 0.832 £ 0.02 aX
Fileira dupla 20x40 06258 £ 0.04 ah 0.607 +£0.04 ah 0.635+0.02 ah 0.831 £0.05 aX 0.837 £0.01 aX 0.852 £ 0.03 aX
Fileira dupla 20x60 0603 + 0.05 ah 0.661 +0.03 aA 0.670 + 0.02 a’ 0.859 + 0.01 ai 0.857 + 0.00 ai 0.548 £ 0.01 ai
F [Arranjo) 00272 0.0000
P (Populacao) 04807 0.0000
P (Interacao) 057195 0.0000
Tratamentos™ R4 R>.2
P1 PZ P3 P1 Pz P3
Convencional 0422 +0.02 ai 0.402 £ 0.03 aA 0.346 + 0.02 ah 0.362 +0.02 bA 0.332 £ 0.00 bA 0.328 £ 0.04 bA
Reduzido 0.450 + 0.00 as 0.386 £ 0.03 a” 0.380 £ 0.04 a’ 0.315+ 0.02 bA 0.300 £ 0.02 bA 0.308 £ 0.00 bA
Fileira dupla 20x40 0.521 £ 0.01 aA 0.423 +£0.04 ah 0.414 £ 0.05 ah 0.470 +0.06 a’ 0.463 £ 0.06 aA 0.424 £ 0.05 a”
Fileira dupla 20:xG60 0.489 + 0.07 ah 0.421 + 0.04 an 0.384 + 0.03 ah 0.518 + 0.04 aA 0.659 + 0.03 aA 0.448 + 0.01 ah
F [Arranjo) 07103 0.0000
P (Populacao) 00047 0.0420
F (Interacaao) 07846 0.0021
Tratamentos™ R4
P1 PZ P3

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: minasculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e maiusculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P
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Tabela 6. Teor de fendis totais (mg 100 g!) em plantas de soja semeadas com diferentes arranjos de semeadura e

Tratamentos™

V3

R1

P1

P2

P3

P1

P2

P3

Convencional
Reduzido

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20x60

0.047 £ 0.002 aA
0.054 £ 0.003 aA
0.053 £ 0.007 a
0.059 £ 0.001 aA

0.046 £ 0.001 a&
0.043 £ 0.011 a&
0.051 £ 0.000 a&
0.057 £ 0.006 a4

0.055 £ 0.003 a&
0.045 £ 0.006 aA
0.059 £ 0.001 aA
0.050 £ 0.005 a&

0.034 £ 0.001 aA
0.038 £ 0.003 a”
0.034 + 0.001 a&
0.037 £ 0.002 aA

0.035 £ 0.006 aA
0.037 £ 0.006 aA
0.035 £ 0.002 aA
0.038 £ 0.003 aA

0.033 £ 0.001 aA
0.033 £ 0.000 a”
0.039 £ 0.002 ah
0.033 £ 0.005 aA

P {Arranjo) 00513 08475
P (Populacao) 02716 07737
P (Interacao) 01347 07852
. RA R5.2
Tratamentos P P2 P3 P Pz P3
Convendional 0070 000daA  0070:0002aA 00790007 aA 0.076 £ 0.007 aA 0.075 £ 0.003 ah 0075 £ 0.000 aA
Reduzido 008420002ah 0069+0002aA  0.075+0010 aA 0.075 £ 0.001 aA 0.074 £ 0.001 aA 0.074 £ 0.006 aA

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20x60

0.077 £ 0.004 af
0.088 £ 0.005 aA

0.079 £ 0.002 a&
0.082 £ 0.002 a4

0.083 £ 0.004 aA
0.077 £ 0.001 aA

0.061 £ 0.003 bA
0.055 + 0.005 bA

0.059 + 0.000 bA
0.051 £ 0.001 bA

0.060 + 0.002 bA
0.050 + 0.001 bA

P (Arranjo) 0.1136 0.0000
P (Populacao) 0.2662 0.0803
P (Interacao) 01817 0.4335
* R5.4
Tratamentos P 7 3

Convencional
Reduzido

Fileira dupla 20x40
Fileira dupla 20x60

0.059 £ 0.001 a”A
0.054 + 0.003 a”
0.053 £ 0.007 aA
0.044 + 0.002 aA

0.045 £ 0.001 a&
0.043 £ 0.011 a&
0.051 £ 0.000 at
0.057 £ 0.006 af

0.055 £ 0.003 aA
0.046 + 0.006 aA
0.059 £ 0.001 aA
0.050 £ 0.005 af

P (Arranjo) 0.0513
P (Populacao) 02726
P (Interagao) 0.1353

> 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: minusculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e mailsculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P
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Tabela 7. Numero médio de danos de percevejo por grdo em plantas de soja semeadas com diferentes arranjos de

semeadura. Botucatu-SP, Safras 2014/2015 e 2015/2016.

Safra 20142015 Safra 2015/2016
Tratamentos
P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 1.46 + 0.08 aA 104+026aA 1412027aA  032+013aA 022+006aA 0251004 aA
Reduzido 1.34 £ 0.43 aA 117+016aA 125+056aA  024+001aA 022+005aA 0311002 aA
Fileira dupla 20x40 127 +0.24 aA 101802124 139+040aA  036+001aA 032+003aA  029+003aA
Fileira dupla 20x60 159+ 003 aA 140£029aA 133+034aA  039:006aA 033+009aA  028+004aA
P (Arranjo) 0.3441 0.3906
P (Populacéo) 0.4186 0.4447
P (Interacéo) 0.7600 0.7347
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Tabela 8. Peso de 1000 gréaos (g) de plantas de soja semeadas com diferentes arranjos de semeadura. Botucatu-SP,

Safras 2014/2015 e 2015/2016.

Safra 2014/2015 Safra 20152016
Tratamentos* P1 P2 P3 P1 P2 P3
Convencional 1742+017aA  18.0210.49aA 17.96 £ 0.23aA 21651021 aA 20431063 aA 20.94 £ 060 aA
Reduzido 16.22 + 0.39aA 18.66 + 0.17aA 18.06 £ 0.25aA 21102015 aA 21391007 aA 20.80 £ 0.19 aA
Fileira dupla 20x40 16.58 + 0.50aA 17.40 £ 0.42aA 17.23 £ 0.45aA 20.88 £ 0.00 aA 2096 £ 0.30 aA 20.37£0.31 aA
Fileira dupla 20x50 16.28 £ 0.47aA 1877+ 0.77aA 18.68 + 0.36aA 2045+ 061 aA 21321054 aA 21.00£0.13 aA
P (Arranjo) 0.6958 0.4706
P (Populacéo) 0.5547 0.2954
P (Interacao) 0.1885 0.8597

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e mailsculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P

= 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padréao
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Tabela 9. Produtividade, em peso liquido (kg ha') e sacas ha?, de plantas de soja semeadas com diferentes arranjos de

semeadura. Botucatu-SP, Safras 2014/2015 e 2015/2016.

Safra 201412015
. Peso liquido (Kg ha™) Sacas ha
Tratamentos P ) P3 P P2 P3
Convencional 366369110076 aA  3506712140523aA  305655:11539aA  G1061183aA  5070:0600aA  5004:100aA
Reduzido 338090 £ 200.76 aA  3048.05:39687aA  327267+187.04aA 5635+335aA  5080:661aA  5454+312aA
Fileira dupla 20x40  3437.03£337.01aA  331072463268A  335061+7498aA  5728+562aA  5518+772aA  55.99+125aA
Fileira dupla 20x60  363123£36095aA  322464+37283aA  352232:66645aA 6052:602aA  5374+621aA  5871:1111aA
P (Arranjo) 0.0084 0.0084
P (Populacio) 03345 03345
P (Interacio) 00035 0.0035
Safra 201512016
. Peso liquido (Kgha™) Sacas ha
Tratamentos P ) P3 P P2 3
Convencional 527001 27900aA 2065081477 25aA 2873061 20044ah  1212:db7ah 47 75:705aA A 88:33daA
Reduzido 243553433030 aA  264606+24091aA  260356+15362aB  4059:551aA  4410+402aA  43394256aA
Fileira dupla 20x40  1563.87 £ 10474bA 174808+ 16152bA  193020£12296bA  26.06+000bA  2913+269bA  32.17+205bA
Fileira dupla 20x60 196764 12372bA 197508+ 10295bA  180216:20035bA  3279:206bA  3291:172bA  30.03+472bA
P (Arranjo) 04706 0.4706
P (Populacao) 017953 02953
P (Interacao) 0.8597 0.8597

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos nos diferentes arranjos de semeadura e mailsculas

comparam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Diferencas estatisticas foram calculadas teste de Tukey a 5% de probabilidade (P

= 0.05). Todos os dados foram transformados RAIZ (X+1). EP = Erro Padrao
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Figura 2. Climograma de Botucatu/SP durante o periodo de novembro/2014 a margo/2015 contendo os dados médios de

precipitacdo (mm) e temperatura (°C) (Estacdo Meteorolégica — UNESP/FCA, 2016).
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Figura 3. Climograma de Botucatu/SP durante o periodo de novembro/2015 a mar¢o/2016 (Estagcdo Meteorologica —

UNESP/FCA, 2016).



CAPITULO II - Influéncia da temperatura na resposta de plantas de soja
convencional e geneticamente modificadas ao ataque de Chrysodeixis includens
(Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae)
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Resumo

A soja MON 87701 MON 89788 que expressa genes que codificam a proteina CrylAc
foi liberada para subsidiar o Programa de Manejo Integrado de Insetos-praga da soja
(MIP-soja), porém altas temperaturas pode influenciar negativamente a eficiéncia dessa
tecnologia. Neste sentido, objetivou-se com esse estudo, avaliar a resposta fisiol6gica e
bioquimica de plantas de soja Bt e ndo Bt submetidas a diferentes temperaturas e ao
ataque da lagartas Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae:
Plusiinae). Inicialmente as plantas foram mantidas em casa-de-vegetacao com
condicdes controladas até alcancarem os estadios fenoldgicos V5 e R1, quando foram
transferidas para trés diferentes camaras de crescimento configuradas com
temperaturas 25, 30 e 40 °C, onde permaneceram por 72 horas, entdo a temperatura de
todas as camaras foram novamente configuradas para 25 °C e cada planta infestada
com trés lagartas de terceiro instar de C. inludens, que permaneceram na soja por
outras 72 horas, sendo retiradas das plantas ap6s esse periodo. Cada tratamento foi
composto por 7 repeticoes e cada uma representada por uma planta. Em todas as
repeticdes foram avaliados percentual de desfolha, area foliar, peso seco e parametros
fisiologicos. E 50 mg de cada tratamentos coletados para analise da expresséo do gene
da enzima catalase. Mesmo nos tratamentos com maiores temperaturas foi observado
gue a eficiéncia das plantas de soja Bt manteve-se, pois foi observado menor danos
durante as avaliacOes de percentual de desfolha, area foliar e peso seco. Em relacéo as
respostas fisiolégicas e da enzima catalase foi observado que as plantas Bt tem uma

melhor resposta que plantas nédo Bt.
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Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas, Bacillus thuringiensis, fotossintese,

catalase.

Chrysodeixis includens (Walker 1858) (Lepidoptera: Noctuidae), também
conhecida como lagarta-falsa-medideira, € um inseto polifago e importante
economicamente em Varias culturas, pois pode ocasionar intenso dano econémico
decorrente de drastica reducéo da area foliar, especialmente se a desfolha ocorrer no
periodo reprodutivo (Andrade et al. 2016).

Entre os métodos disponiveis para 0 manejo da lagarta-falsa-medideira, o uso de
plantas geneticamente modificadas como a soja RR2 PRO (MON 87701 x MON 89788),
também conhecida como soja Bt, tem destaque. Cultivares de soja Bt, que expressam
genes que codificam a proteina entomotédxica CrylAc, derivada da bactéria Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Berliner 1915), tem efeito sobre as principais espécies de
lagartas desta cultura (Salvadori & Suzana 2015) incluindo a espécie C. includens.

Porém, ha relatos da perda de eficiéncia da tecnologia Bt como consequéncia da
reducdo de proteinas inseticidas (Finnegan e Mcelory 1994; Benedict et al. 1996). Isso
ocorre como resultado da influéncia de alguns fatores como idade da planta e estagio
reprodutivo e fatores ambientais (Benedict et al. 1993; Wu et al. 1997). Entre os fatores
ambientais, o CO2 e a temperatura elevados estao alterando as interagdes entre plantas
e insetos com importantes implicagdes para a seguranca alimentar e 0os ecossistemas
naturais (DelLucia et al. 2012). Exemplo disto, é constatacéo da reducdo da expressao
das proteinas inseticidas apos altas temperaturas (Wu et al. 2002; Chen et al. 2005;

Feng et al. 2011; Chen et al. 2014).
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Em condicdes de estresse bibtico e abidtico o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs ou ROS) que € uma altera¢do metabdlica importante para as
plantas (Van Breusegem et al. 2001, Apel & Hirt 2004, e Foyer & Noctor 2005). A
eliminacdo das EROs e a protecéo contra os danos oxidativos em plantas sao realizados
pelos sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. O primeiro grupo,
representado pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), catalases (CAT), peroxidases
(POD), glutationa peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase
(GR) e glutationa S-transferase (GSTs), e 0 segundo por compostos ndo enzimaticos
como vitamina C e, glutationa (GSH), p-caroteno, compostos fendlicos, tocoferdis e
poliaminas (Hernandez et al. 2001, Blokhina et al. 2003, e Scandalios 2005).

A catalase é uma enzima que elimina H202 transformando-o em O2 e H20,
porém, em condi¢des de baixa concentracao de H202 podem usar outros doadores de
elétrons como metanol, etanol, formaldeido, acido formico, ascorbato e fendis. Assim, a
enzima catalase desempenha papel especifico, protegendo as células dos efeitos
toxicos do excesso de H202 (Patel et al 2011).

Diante de um cendrio caracterizado pelo grande impacto decorrente da
ocorréncia de C. includens na cultura da soja aliada a mudancas climéticas que podem
afetar uma recente e importante tatica de controle, o objetivou-se com este trabalho
estudar a acdo da temperatura na resposta de plantas de soja convencional e
geneticamente modificadas ao ataque de C. includens por meio de avaliagdes
fisiologicas, da atividade enzimatica da catalase e dos danos da lagarta-falsa-

medideira.



110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

59

Material e métodos

INSTALACAO DO EXPERIMENTO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no ano de 2016, a primeira parte foi desenvolvida
em casa-de-vegetacao e camaras de crescimento no Departamento de Fitopatologia e
Entomologia e a segunda no laboratério do Instituto Nacional de Microbiologia Forense
& Alimentacédo e Biosseguranca Agricola, ambos pertencentes a Oklahoma State
University. Foram utilizadas sementes de duas cultivares, uma Bt e outra ndo Bt, ambas
fornecidas pela empresa Monsanto (Tabela 1).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em esquema fatorial 2
X 2 x 3 (duas cultivares de soja, dois estadios fenoldgicos e trés temperaturas),
totalizando doze tratamentos infestados com trés lagartas de terceiro instar de C.
includens por repeticdo e acrescidos de quatro tratamentos controle, sem efeito de
estresse por temperatura e pela lagarta C. includens (T1, T2, T9 e T10). Todos o0s
tratamentos estdo descritos na Tabela 2. As lagartas de C. includens de terceiro instar
foram fornecidas pela empresa Benzon Research. Cada tratamento foi composto de
sete repeticdes, e cada repeticao representada por um vaso com uma planta.

As cultivares de soja foram cultivadas em vasos de 3 e 5 L utilizados
respectivamente para os tratamentos nos estagios V5 e R1 (Fehr & Caviness 1977). Os
vasos foram preenchidos com substrato e adubados conforme recomendacéo para a

cultura. As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo, em bandejas contendo agua
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para garantir que ndo houvesse estresse hidrico, livre da infestagéo de insetos e com

temperatura controlada (temperatura média = 25 °C).

CONDUCAO DO EXPERIMENTO

Uma vez as plantas nos estadios de desenvolvimento previamente estabelecidos
nos tratamentos (V5 e R1), os vasos foram transferidos para camaras de crescimento
configuradas com as temperaturas 25, 35 e 40 °C, umidade relativa média de 75% e
fotoperiodo de 12 horas. As plantas foram mantidas nessas condi¢des por 72 horas e
apos este periodo a temperatura foi configurada novamente para 25 °C em todas as
camaras de crescimento e cada planta infestada com trés lagartas de terceiro instar de
C. includens por mais 72 horas, com excecédo dos tratamentos controle que
permaneceram sem insetos. Apds o periodo de estresse por temperatura e pelos
insetos foram avaliados os parametros fisiol6gicos, danos causados por C. includens e

expressdo do gene da enzima catalase.

AVALIACAO DOS DANOS POR C. includens

Os danos ocasionados por C. includens em plantas Bt e ndo Btforam avaliados,
apos estresse térmico, nas sete repeticdes por meio de uma escala visual de desfolha
proposta por Willson 2009 (Fig. 1), medicéo de area foliar utilizando um medidor de
area foliar portatil LI-COR Li-3000C e peso seco em balanca analitica Marte AY 220

(0,0001g).
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ANALISE DOS PARAMETROS FISIOLOGICOS DAS PLANTAS

Os parametros fisiolégicos analisados foram taxa de assimilacdo de CO2z (umol
CO2 m*? s1), concentracéo interna de CO2 (umol CO2 mol?), condutancia estomatica
(mol H20 m2 s1) e taxa de transpiracdo (mmol H20 m2 st). Todos os parametros
foram mensurados no periodo da manha (8 a 10h), em uma &rea de seis cmz2 do foliolo
mediano do terceiro trifélio, completamente expandido, com Portable Photosynthesis
System (LICOR 6400/XT, Li-COR, Lincoln, EUA) configurado com fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos 1500 ymol m= s, Todos os parametros fisiolégicos foram

avaliados nas sete repeticdes, antes e ap0s as plantas serem submetidas ao estresse.

EXPRESSAO DO GENE DA ENZIMA CATALASE

Primeiramente foi desenhado o primer CAT, com base na sequéncia do genoma

da enzima catalase disponivel no banco de dados do NCBI (http//:

www.ncbi.nim.nih.gov), usando Primer3 (Rozen & Skaletsky 2000), BLASTn (Altschul,

1990) e mFold (Zuker 2003). O primer CAT encontra-se descrito na Tabela 3.

Apos o estresse das plantas e antes das demais avaliagdes foi coletado de cada
tratamento 50 mg do tecido vegetal fresco, armazenado imediatamente a -20 °C para
posterior extracao da fonte enzimatica. Para extracdo da fonte da enzima catalase, foi
realizado a extragdo do RNA utilizando-se TRIzol® Reagent (Invitrogen) de acordo com

o protocolo do fabricante. A transcrigédo reversa (sintese de cDNA) foi realizada
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utilizando quatro microlitros do RNA extraido, random hexamer primers (5uM) e
Moloney murine leucemia virus reverse transcriptase (Promega, Madison, WI) seguindo
as instruc¢des do fabricante e executada a 37 °C por 90 min.

Com a finalidade de testar o primer CAT e confirmar a presenca da enzima nos
tratamentos foi realizada uma reacéo de 20 pL (10 yl GoTag Green Master Mix, 1 yL de
cada primer CAT, 2 yL do cDNA e 6 ul de agua livre de nuclease) via Reacéo de
Polimerase em Cadeia (PCR). O ciclo no termociclador (Biometra, Goettingen,
Germany) consistiu em 4 min a 94 °C para desnaturacao inicial seguido de 40 ciclos de
94 °C de desnaturacéo por 20 s, 58 °C de anelamento por 15 s e 72 °C de extenséo por
15 s. Ao final, o programa foi configurado para 3 min de extensdo a 72 °C e
resfriamento do termiciclador por 1 min a 20 °C. O produto do PCR foi utilizado para
eletroforese em gel agarose a 2% em tampao 1X TAE. Utilizou-se o marcador 1kb
Ladder Invitrogen.

O isolado amplificado com o primer CAT foi purificado utilizando colunas de Spin
Squeeze Spray Prep Freeze' e enviado para Oklahoma State University Recombinant
DNA/Protein Core Facility para sequenciamento. As amostras sequenciadas foram

analisadas pelo programa ‘NCBIBLAST’ (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Uma vez confirmada a presenca da enzima catalase pelos resultados do
sequenciamento e a eficiéncia do primer CAT, o mesmo produto do PCR purificado foi
utilizado para clonagem do gene da enzima catalase para obtencédo de um controle
positivo artificial. A clonagem foi realizada utilizando um Kit de Clonagem TOPO-TA

(Invitrogen). O DNA do plasmideo contendo a sequencia do primer CAT foi isolada
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utilizando o kit PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), e a concentracéo de
DNA plasmidico determinada utilizando um NanoDrop.

A quantificacdo da expresséo do gene da enzima catalase foi realizada por PCR
guantitation em tempo real (RT - gqPCR). As reacdes de RT - gPCR foram realizadas
com volume final de 20 pyL (GoTag® Hot Start Polymerase (5 pL), LC Green dye (2 uL),
0.4 uL de cada primer CAT, 2 pyL do cDNA dos tratamentos, 0.2 ul de agua livre de
nuclease e 10 pL de éleo mineral), executadas no Rotor-Gene 6000 termociclador, e 0s
dados analisados usando Rotor-Gene 6000 software 1.7 (Corbett Research, Sydney,
Australia). O protocolo de RT - gPCR incluiu um ciclo de 50 °C por 2 min e 94°C por 4
min, 45 ciclos de 94°C por 20s, 58°C por 15s e 70°C por 15s, e um ultimo ciclo de 72°C
por 3 min e 60°C por 1 min. A curva padréo consistiu de diluicbes do plasmideo em

concentragdes de 1 ng/ pL a 1fg/uL.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir da andlise do percentual de desfolha, area foliar e peso
seco decorrentes do atague de C. includens e os parametros fisiolégicos foram
submetidos as analises exploratorias para avaliar as pressuposi¢cdes de normalidade
dos residuos, a homogeneidade de variancia dos tratamentos e a aditividade do modelo
para permitir a aplicacdo da ANOVA. Posteriormente, as médias serdo comparadas

pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Resultados

No percentual de desfolha (%) foi verificado diferenca entre os tratamentos
(Tabela 4). A desfolha foi maior no estadio vegetativo V5 comparada ao estadio
reprodutivo R1. No estadio fenoldgico V5 a cultivar ndo Bt foi significativamente mais
atacada quando comparada a cultivar Bt, resultando em elevado percentual de
desfolha, porém nao houve correlacdo com o aumento da temperatura, uma vez que o
aumento desta nao resultou em aumento do percentual de desfolha. No estadio
fenologico R1 ndo houve diferenca entre as cultivares Bt e ndo Bt. O tratamento
controle (sem a presenca de lagarta e temperatura constate de 25 °C) apenas diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos no estadio vegetativo V5 na cultivar ndo Bt,
pois enquanto o a desfolha no controle foi zero. J& nas plantas sob estresse térmico
nas diferentes temperaturas testadas a média foi de 30% de desfolha.

A érea foliar (dm?) e peso seco (g) (Tabela 5) diferiram estatisticamente entre as
cultivares. Observou-se maiores médias desses parametros em plantas no estadio
reprodutivo R1 do que em plantas em V5. As cultivares Bt e ndo Bt quando
comparadas no tratamento controle nao foram estatisticamente diferentes no estadio
reprodutivo V5, mas em R1 constatou-se maior media de area foliar e
consequentemente peso seco na cultivar ndo Bt. Comparando a mesma cultivar em
relacéo as diferentes temperaturas somente houve diferenga na cultivar ndo Bt em V5,
onde o controle foi estatisticamente superior a todas as temperaturas avaliadas.

Em relacéo aos parametros fisiologicos (Tabelas 6 e 7), antes do estresse a taxa

de assimilacdo de CO2 (umol CO2 m s1), condutancia estomatica (mol H2O m? s?) e
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taxa de transpiracdo (mmol H20 m2 s!) ndo variaram em relagdo a temperatura e
cultivar no mesmo estadio, porém verificou-se maiores médias desses parametros em
plantas no estéadio vegetativo V5. N&o houve variagcdo na concentracéo interna de CO2
(umol CO2 mol?) antes do estresse.

Apbs o estresse, a assimilacdo de CO:2 (umol CO2 m? s1) (Tabela 6) manteve-se
diferente entre as plantas nos estadios V5 e R1, obtendo-se na fase vegetativa maiores
médias desse parametro. No estadio V5 houve diferencga estatistica do tratamento
controle, com valores médios superiores comparados aqueles em diferentes
temperaturas avaliadas, isto tanto nas plantas Bt como nas ndo Bt. Em R1 nas plantas
Bt observou-se maiores medias da assimilacdo de CO2 (umol CO2 m2 s?) no
tratamento controle e a temperatura 25 °C em comparacao a 40 °C. Nas plantas ndo Bt
apenas foi verificado diferenca estatistica entre a temperatura 40 °C e os demais
tratamentos. Em relagdo a concentracao interna de CO2 (umol CO2 mol?) (Tabela 6),
observou-se maiores médias em plantas no estadio reprodutivo R1 do que no
vegetativo V5. Porém, apenas foi verificado diferencas em relacéo as temperaturas em
plantas ndo Bt em V5, onde o tratamento controle diferiu estatisticamente da
temperatura 40 °C.

A condutancia estomatica (mol H20 m2 s1) e taxa de transpiragdo (mmol H20 m-
2 s'1) (Tabela 7) foram mais altas em plantas no estadio vegetativo V5 comparadas as
plantas em R1. Porém néo foi verificado diferenca da condutancia estomatica (mol H20
m~2 s1) em relagcdo as temperaturas e a cultivar. Em relacéo a taxa de transpiragdo
(mmol H20 m? s1), nas plantas Bt e ndo Bt, verificou-se menores valores médios em

meédias de todas as temperaturas testadas quando comparados ao tratamento controle.
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A partir da curva padréo gerada pela gPCR em tempo real utilizando o cDNA dos
tratamentos e o DNA plasmidico contendo o fragmento do gene alvo diluido pode-se
concluir que a reacéo para deteccédo do gene da enzima catalase foi eficiente (R? =
0.98, M= 4.3096, Rx eficiéncia = 0.86) (Fig. 2). Os valores do limiar do ciclo (Ct) indicam
a sensibilidade de deteccdo do cDNA, mostrando variagées minimas na rea¢do, com
valores de Ct variando menos de um ciclo dentro de cada amostra, em duplicata.

Na curva de amplificacdo dos plasmidios (Fig. 3) observou-se uma diferenca dos
Ct de 6 ciclos entre as quatro primeiras diluigbes (1ng/pL, 100pg/uL, 10pg/pL, 1pg/uL),
entre a quarta e a quinta (100fg/pL) diluicdo apenas um ciclo, entre a quinta e a sexta
(10fg/uL) 6 ciclos, e entre a sexta e a ultima diluicdo (1fg/pL) 6 ciclos. Nao foi verificado
valores de Ct para o controle negativo (Agua), demostrando que ndo houve
contaminacao da reacgéo.

Em relagéo as curvas de amplificacdes dos cDNA dos tratamentos (Fig. 4 e Fig.
5), nos estadios fenolégicos V5 e R1, nos tratamentos controle as cultivares Nao Bt
foram mais sensitivas que a Bt, sendo nessa as curvas de amplificacdes e os valores de
Ct abaixo dos referentes a diluicdo de 1fg/uL, o que significa que ndo houve expressao
do gene da enzima catalase. Porém nas curvas em que foram avaliadas as diferentes
temperaturas (25, 35 e 40°C) (Fig. 4 e Fig. 5) verificou-se que os valores de Ct foram
menores nos tratamentos com cultivares Bt, expressando maior sensibilidade desses

tratamentos em relagdo aos compostos por plantas néo Bt.
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Discussao

As plantas de soja Bt, mesmo com o aumento da temperatura, foram eficientes
no controle da lagarta-falsa-medideira, mostrando-se como uma importante tatica de
controle para esta cultura. Enquanto que na soja nao Bt no estadio fenologico V5 todas
as plantas foram desfolhadas em torno de 30%, resultados estes que quando
comparados ao nivel de controle proposto para cultura da soja, que é de 30% de
desfolha (Hoffman-Campo et al 2012) demonstra a necessidade do controle dos insetos
com a pulverizagdo de um inseticida recomendado o que aumentaria o custo de
producdo quando comparado a soja Bt, onde ndo seria necessario nenhum tipo de
controle adicional.

Em estudos sobre a desfolha em plantas de soja ndo Bt observaram-se perdas
de 10,7 sacos.ha! para desfolha sequencial, nos estadios vegetativo (33%) e
reprodutivo (17%) (Reichert & Costa 2003). Ainda no estadio vegetativo, com uma
desfolha de em 26% verificou-se reducao de 11 sacos.ha-1 (Schuster & Rohde 2011).
Esses resultados comprovam a importancia de um bom manejo da cultura, porque
mesmo que seja realizado o controle de C. includens no momento correto indicado pelo
Manejo Integrado de Pragas (MIP) havera uma perda de produtividade decorrente da
desfolha. Na fase reprodutiva provavelmente ndo houve diferenca entre as plantas Bt e
nao Bt, pois as plantas nesse estagio estdo mais rigidas que na fase vegetativa, o que
pode ter dificultado a alimentacao dos insetos.

O maior indice de desfolha nos tratamento com plantas Bt na fase vegetativa
refletiu menores valores de area foliar e peso seco nestes mesmos tratamentos, pois

maior material vegetal das plantas foram consumidos pelas lagartas C. includens.
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Porém, de maneira geral as maiores médias de area foliar e peso seco foram
observados nas plantas no estadio reprodutivo R1, o que era esperado uma vez que 0S
maiores indices de &rea foliar da soja e consequentemente peso seco sao encontrados
na fase de florescimento e enchimento de graos (Simeéo 2015).

As alteracdes dos processos fisioldgicos (fotossintese, respiracéo, condutancia
estomatica e transpiracdo) das plantas em resposta a alimentacéo dos artropodes € um
passo importante na compreensao da interacdo planta-artrépodes (Peterson & Higley
1993). A partir dos resultados dos estudos fisiolofigicos foi observado que apos o
estresse a taxa de assimilicao de CO:2 e a concentracao interna de CO2 diminuiram com
0 aumento da temperatura, na condutancia estomatica ndo houve diferenca entre os
tratamentos mas este paramentro foi menor quando comparada as plantas antes do
estresse, e a taxa de transpiracéo em todos os tratamentos foram menores comparadas
ao tratamento controle. Esses resultados caracterizam o fechamento estomatico
simultaneamente a ocorréncia de estresse na plantas avaliadas, pois com os estdmatos
fechados ocorre reducéo da absorcao de dioxido de carbono (CO2) pela planta (Larcher
2006), diminuindo assim a taxa de assimilicao de CO2 e a concentracao interna de COz,
além da reducao da transpiracao, bem como foi observado nos resultados obtidos
nesse estudo. Assim, a principal resposta fisiologica da planta ao estresse sofrido pelos
tratamentos, tanto em relacédo a temperatura quanto a alimentacéo de C. inludens, foi 0
fechamento dos estdbmatos, bem como foi observado na cultura do tomate e feijdo-fava
guando atacada por Liriomyza spp. (Johnson et al. 1983, Martens & Trumble 1987) e na

cultura da soja em resposta ao ataque de Tetranychus urticae (Bueno et al. 2009).
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As plantas quando em interacdes com fatores bidticos também podem emitir
sinais moleculares ativando assim genes nucleares envolvidos nas respostas de defesa
das plantas, resultando no aumento da atividade de enzimas associadas, direta ou
indiretamente, ao estresse vegetal (Bezerra 2016). Neste estudo, os resultados
demonstraram que plantas Bt sobre estresse tém maior expressédo do gene da enzima
catalase que plantas ndo Bt. Pressupde-se que este estresse seja resultado da
interacao inseto-planta, uma vez que no tratamento controle a expressao deste gene foi
maior nos tratamentos com soja ndo Bt, e nos tratamentos com soja Bt a 25°C, porém
com a presenca de C. includens, a expressdo do gene da catalase foi semelhante aos
tratamentos com as temperaturas 35°C e 40°C. Isso comprova que na interacao inseto-
planta, a planta ndo se estabelece como unidade passiva, mas como um organismo
ativo, o que vem sendo demonstrado, por meio de um processo evolutivo, em que é
observado que as plantas vém desenvolvendo certos mecanismos de protecao que
interferem na utilizag&o pelos insetos (Lara 1991; Vendramim & Guzzo 2009).

As plantas Bt nesse estudo, com maior expressao do gene catalase, sofreram
menos danos quando submetidas a alimentacéo C. includens, mostrando-se eficientes
quanto ao sistema de defesa enzimatico. Quando em baixa concentracdo, H202 agem
como um sinal molecular, envolvendo sinalizacéo e ativacdo de genes de defesa contra
estresses bidticos e abidticos (Bhattacharjee, 2012), o que provavelmente ocorreu nas
plantas Bt. Possivelmente, a acdo da enzima catalase colaborou para o melhor
desempenho da soja Bt, porém para trabalhos futuros, sugere-se que outras enzimas

oxidativas também sejam investigadas, com analises apds um maior periodo de
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infestacdo, com objetivo de observar o comportamento enzimatico em periodo

prolongado.

Agradecimentos

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES, pela bolsa

de doutorado concedida ao primeiro autor.

Referéncias citadas

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ. 1990. Basic local alignment
search tool. Journal of Molecular Biology 215: 403-410.

Andrade K, Bueno AF, Silva DM, Stecca CS, Pasini A, Oliveira MCN. 2016.
Bioecological characteristics of Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae)
fed on different hosts. Austral Entomology 55: 449-454.

Apel K, Hirt H. 2004. Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal
transduction. Ann. Rev. Plant Biol. 55: 373-399.

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt KV. 2003. Antioxidants, oxidative damage and
oxygen deprivation stress a review. Ann. Bot. 91:179-194.

Benedict JH, Sachs ES, Altman DW, Ring DR, Stone TB, Sims SR. 1993. Impact of &-
endotoxin-producing transgenic cotton on insect-plant interactions with Heliothis
virescens and Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae). Environmental

Entomology 22:1-9.



379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

71

Benedict JH, Sachs ES, Altman DW, Deaton WR, Kohel RJ, Ring DR, Berberich SA.
1996. Field performance of cottons expressing transgenic CrylA insecticidal
proteins for resistance to Heliothis virescens and Helicoverpa zea (Lepidoptera:
Noctuidae). Journal of Economic Entomology 89:230-238.

Bezerra EA. 2016.Respostas bioquimicas comparativas de gendtipos suscetiveis e
resistentes de feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (I.) Walp.] desafiados com o
virus do mosaico severo do caupi (CPSMV). Dissertacao de mestrado,
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza.

Bhattacharjee S. 2012. The language of reactive oxygen species signaling in plants.
Journal of Botany 12:1-22.

Bueno AF, Bueno RCO, Nabity PD, Higley LG, Fernandes OA. 2009. Photosynthetic
response of Soybean to Twospotted Spider Mite (Acari: Tetranychydae) injury.
Brazilian Archives Biology and Technology 52: 825-834.

Chen D, Ye G, Yang C, Chen Y, Wu Y. 2005. The effect of high temperature on the
insecticidal properties of Bt Cotton. Environmental and Experimental Botany 53:
333-342.

Chen Y, Han Y, Wang J, Hua MM, Gu C, Li GS, Zhang X, Chen DH. 2014. Effects of
high temperature on Bt proteins expression and nitrogen metabolic physiology in
square of Bt cotton at the peak squaring stage. Yingyong Shengtai Xuebao 25:
2623-2628.

DelLucia EH, Nabity PD, Zavala JA, Berenbaum MR. 2012. Climate change: resetting

plant-insect interactions. Plant Physiology 160:1677-1685.



401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

72

Fehr WR, Caviness CE. 1977. Stages of soybean development. lowa State University
Cooperative Extension Service Special Rep. 80. lowa State University, Ames,
lowa.

Feng Y, Ling L, Fan H, Liu Y, Tn F, Shu Y, Wang J. 2011. Effects of temperature, water
content and pH on degradation of CrylAb protein released from Bt corn straw in
soil. Soil Biology and Biochemistry 43: 1600-1606.

Finnegan EJ, Mcelory D. 1994. Transgenic inactivation: plants for crop improvement.
Science 244: 883-888.

Foyer CH, Noctor G. 2005. Oxidant and antioxidant signalling in plants: a reevaluation of
the concept of oxidative stress in a physiological context. Plant Cell Environ. 28:
1056-71.

Hernandez JA, Ferrer MA, Jimenez A, Barcelo AR, Sevilla F. 2001. Antioxidant systems
and O2 / H202 production in the apoplast of pea leaves. Its relation with salt-
induced necrotic lesions in minor veins. Plant Phys. 127: 827-831.

Hoffmann-Campo CB, Correa-Ferreira BS, Moscardi F [eds.].2012. Soja: manejo
integrado de insetos e outros artropodes-praga. Embrapa Soja, Londrina, Brasil.

Johnson MW, Welter SC, Toscano NC, Ting IP, Trumble JT. 1983. Reduction of tomato
leaflet photosynthetic rates by mining activity of Liriomyza sativae (Diptera:
Agromyzidae). Journal of Economic Entomology 76:1061-1063.

Lara FM [eds.]. 1991. Principios de resisténcia de plantas a insetos. icone, S&o Paulo,
Brasil.

Larcher W. 2006. Ecofisiologia vegetal. Rima, Sao Carlos, Brasil.



423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

73

Lourencédo AL, Reco PC, Braga NR, Valle GE, Pinheiro JB. 2010. Produtividade de
genotipos de soja sob infestacdo da lagarta-da-soja e de percevejos. Neotropical
Entomology 39: 275-281.

Martens B, Trumble JT. 1987. Structural and photosynthetic compensation for leafminer
(Diptera: Agromyzidae) injury in lima beans. Environmental Entomology 16:374-
378.

Patel PK, Hemantaranjan A, Sarma BK, SINGH R. 2011. Growth and antioxidant system
under drought stress in Chickpea (Cicer arietinum L.) as sustained by salicylic
acid. Journal of Physiology and Biochemistry 7: 130-144.

Peterson RKD, Higley LG. 1993. Arthropod injury and plant gas exchange: Current
understanding and approaches for synthesis. Entomology (Trends in Agricultural
Science) 1:93-100.

Reichert JL, Costa EC. 2003. Desfolhamentos continuos e seqlienciais simulando
danos de pragas sobre a cultivar de soja BRS 137. Ciéncia Rural 33: 1-6.

Rozen S, Skaletsky H. J. 2000. Primer3 on the www for general users and for biologist
programmers, pp. 365-386 In Krawetz S, Misener S [eds.], Bioinformatics
methods and protocols: Methods in molecular biology. Humana Press, Totowa,
New Jersey.

Salvadori JR, Suzana CS. 2015. Conhecendo e manejando a lagarta Helicoverpa
armigera em soja. Disponivel em:

https://www.lavourasempragas.com.br/especialistas/jose-

robertosalvadori/conhecendo-e-manejando-a-lagarta-helicoverpa-armigera-em-

soja.html (Ultimo acesso 06 Fev 2017).


https://www.lavourasempragas.com.br/especialistas/jose-robertosalvadori/conhecendo-e-manejando-a-lagarta-helicoverpa-armigera-em-soja.html
https://www.lavourasempragas.com.br/especialistas/jose-robertosalvadori/conhecendo-e-manejando-a-lagarta-helicoverpa-armigera-em-soja.html
https://www.lavourasempragas.com.br/especialistas/jose-robertosalvadori/conhecendo-e-manejando-a-lagarta-helicoverpa-armigera-em-soja.html

74

446  Scandalios JG.1993. Oxygen stress and superoxide dismutases. Plant Phys.101: 7-12.
447  Schuster MZ, Rohde C. 2011. Escolha adequada. Cultivar Grandes Culturas 144:30-32.
448  Simedo M. 2015. Crescimento e produtividade de graos de soja sob déficit hidrico no
449 solo. Dissertacdo de mestrado, Universidade Federal do Piaui. Bom Jesus.

450 Vendramim JD, Guzzo EC. 2009. Resisténcia de plantas e a bioecologia e nutricdo dos

451 insetos, pp. 1055-1105 In Panizzi AR, Parra JRP [eds.], Bioecologia e nutricao
452 dos insetos: bases para 0 manejo integrado de pragas. Embrapa Informacao
453 Tecnoldgica, Brasilia, Brasil.

454  Willson HR. 2009. Soybean insect defoliation assessment. The Ohio State University
455 Extension, OPMS, Circular FC-22. Disponivel em: http//www.ag.ohio-

456 state.edu/~ohioline/icm_fact/fc-22.html (Ultimo acesso 20 Out 2016).

457 Wu C, FanY, Zhang C, Oliva N, Datta SK. 1997. Transgenic fertile japonica rice plants
458 expressing a modified crylA(b) gene resistance to yellow stem borer. Plant Cell
459 Reports 17:129-132.

460 WuKG, CuiH, Ye G, XiaY, Sardana R, Cheng X, Li Y, Altosaar |, Shu Q. 2002.

461 Inheritance and expression of the crylAB gene in Bt (Bacillus thuringiensis)
462 transgenic rice. Theoretical and Applied Genetics 104: 727-734.

463  Zuker M. 2003. mFold web server for nucleic acid folding and hybridization prediction.
464 Nucleic Acids Research 31: 3406—3415.

465

466

467

468



469

75

470 Tabela 1. Relagao das cultivares de soja estudadas e suas respectivas

471 genealogias/origens.

Cultivar Genealogia/Origem Evento Resisténcia
MONB7701  Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis
Bt CN3914P2-BOYEN includens, Crocidosema aporema e
MONB9788  Heliothis virescens
N&o Bt AGTI34 Nenhum Nenhuma

472
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Tabela 2. Descrigédo dos tratamentos utilizados no experimento para avaliar o efeito da

temperatura em plantas de soja Bt e ndo Bt e ao ataque de C. includens.

Tratamento  Cultivar Esta'gllo Temperatura N° C.includens/planta
fenologico (°C)
1 Bt V5 25 0
2 N&o Bt V5 25 0
3 Bt V5 25 3
4 Né&o Bt V5 25 3
5 Bt V5 35 3
6 Né&o Bt V5 35 3
7 Bt V5 40 3
8 Né&o Bt V5 40 3
9 Bt R1 25 0
10 Néo Bt R1 25 0
11 Bt R1 25 3
12 Né&o Bt R1 25 3
13 Bt R1 35 3
14 Né&o Bt R1 35 3
15 Bt R1 40 3
16 N&o Bt R1 40 3
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Tabela 3. Parametros termodinamicos, estruturas secundarias e amplificacdo do primer

CAT.
Primer Primer Sequence (5°-3’) Amplificacio (bp) Tm GC% AG Any 3
Forward CCGTTTCTCCACTGTTATCCAC 60.77 50.00 0.2 3 0
191
Reverse GGGACTTTGGGTTGGGTTT 60.96 52.63 0.7 2 0
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Tabela 4. Desfolha (%) em plantas de soja Bt e ndo Bt, nos estadios fenologicos V5 e R1, apos estresse.

Desfolha (%)
Tratamentos™®
Controle 25°C 30°C 40°C

Bt—-V5 0.00 +0.00 aA 0.57=0.20 bA 0.86 =0.26 bA 1.14+0.14 bA
Nao Br — V5 0.00=0.00 aB 31.43 =4.04 aA 30.00 = 5.77 aA 30.00 = 4.88 aA
Br—RI1 0.00 +0.00 aA 0.00 =0.00 bA 0.57+0.20 bA 229+ 0.81 bA
Nao Br—Rl1 0.00 = 0.00 aA 6.43 =3.35bA 7.14+3.31 bA 8.29+£3.56 bA
CV (%) 23.77

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos em cada coluna e maiusculas comparam os diferentes
niveis de estresse térmico, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (P = 0.05). Todos os dados foram transformados

RAIZ (X+1). EP = Erro Padréao
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Tabela 5. Area foliar (dm?) e peso seco (g) em plantas de soja Bt e ndo Bt, nos estadios fenoldgicos V5 e R1, apos

79

estresse.
Area foliar (dm?)
Tratamentos™
Controle 25°C S0°C 40°C

Bt—wa J08.25 £ 16.78 cA 306.53 £ 16.68 bA 305.82 £ 17.07 bA 304.88 £ 16.88 bA
M&o Bf — V5 32825+ 41.25 cA 226658 +31.838 bB 231.37 £ 37.76 bB 23435+ 3922 bB
BEt—R1 693.82 £ 0.35 bA 69296 + 0.59 aA 6589.01 £ 1.69 aA 67713571 aA
Mao Bf — R1 81011 £ 0.20 aA T98.01 £ 27.0 aA To2.22 £ 26.75 aA 74298 £ 25 858 aA
P (Cultivar) 0.0000

P (Temperatura) 0.0320

P (Interacao) 0.4953

Peso seco (g)

Tratamentos™
Controle 25°C 3o0°C 40°C
Bt —W35 1.34 £ 0.07 cA 1.33 £ 0.07 cA 133+ 007 cA 102 £ 017 cA
N&o Bf — V5 1.45 +0.18 cA 1.00+0.14 cB 1.33+0.07 cB 1.03 £ 017 cB
Bt— R1 2.32 +0.01 bA 2.32 £ 0.01 bA 2.31 £ 0.01 bA, 2.27 + 0.02 bA
N&o Bf — R1 3.24 £+ 0.02 aa 3.03+£011aA 3.01 £ 0.11 aA 297 +0.12 aA
P (Cultivar) 0.0000
P (Temperatura) 0.0403
P (Interacéao) 0. 4689

RAIZ (X+1). EP = Erro Padréo

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos em cada coluna e mailusculas comparam os diferentes

niveis de estresse térmico, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (P = 0,05). Todos os dados foram transformados
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Tabela 6. Taxa de assimilacdo de CO2 (A, ymol m?2 s) e Concentracdo interna de CO2 (Ci, ymol molt) em plantas de

soja Bt e ndo Bt, nos estadios fenoldgicos V5 e R1, antes e ap0s estresse.
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Taxa de assimilacdo de CO: (A, pmol m? s71)

Antes estresse Tratamentos® Apos estresse
Trat tos*
Controle 25°C 3C 40°C Controle 25°C 30°C 40°C
Bt-V35 2.60=033 a4 931+120aA 0.16=0.18aA 95504234 Bt-V5 8.75=0.60 a4 546=0.71aB 5.19=0.67aB 480=0.57aB
Nio Br-V5 202057 AA 917+1543A 0.06+0.58 aA 970 =029 a4 Nio Br—-V5 8.64=027aA 469=044aB 454=0424B 452=0.77aB
Bt-Rl1 325070 bA 3.74+£053bA 3.16=077bA 3.53+£027bA Bt-R1 305=0.18bA 3.04 =0.66 bcA 205+0.14 bAB 05401008
Nio Br-R1 344=037bA 3.11=049bA 303=028bA 3.13=013bA Nio Br—Rl1 301=038bA 247+003cA 278=017bA 0.29+0.07 bB
P (Cultivar) 0.0000 P (Cultivar)
P (Temperatura) 0.8059 P (Temperatura) 0.0000
P (Interacio) 0.9968 P (Interacio) 0.0001
Concentracio interna de CO; (Ci, pmol mol)
Antes estresse Apos estresse
Irat tos® In *
Controle 25°C 3C 40°C Controle 25°C 30°C 40°C
Bt-V35 28333223424 288.57+10.77aA  279.78=6.24 abA 25454+692bA  Br-V3 26790824 bA 25074 +1191bA 23832+19.15bA 22024+ 1479 bA
Nio Br-V5 26047005 ald 25808 £ 6.61 aA 270.10 = 9.69 bA 26494=921abA  NioBr-V5 251821371 bA 23458+ 19.04 bAB 211.07+ 12,19 bAB 187.64= 1728 bB
Bt-FRl1 2839557334 28384=1156aA  28428=073abA  28167=87%abA  Bi-Rl 20598 +23.60 aA 203541250 aA 20365133124 24966 = 28.59 bB
Nio Br-R1 205 4775534 20471 £7.74 aA 301.98=10.77 aA 308.48+621aA  NioBr-Rl 287.82=2051a4 206.59 = 11.67 aA 286.22 = 10,67 aA 20641 = 17.81 aA
P (Cultivar) 0.0000 P (Cultivar) 0.0000
P (Temperatura) 04719 P (Temperatura) 0.24356
P (Interacio) 0.0184 P (Interagio) 0.1006

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos em cada coluna e maildsculas comparam os diferentes

niveis de estresse térmico, nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (P = 0.05). Todos os dados foram transformados

RAIZ (X+1). EP = Erro Padréo
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Tabela 7. Condutancia estomatica (gs, mol m2s1) e Taxa de transpiragéo (E, mmol m s'1) em plantas de soja Bt e ndo

Bt, nos estadios fenologicos V5 e R1, antes e ap0s estresse.
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Conduténcia estomatica (gs, mol m-2s-1)

Tratamentos™ Antes estresse Tratamentos® Apos estresse

Controle 25°C 30°C 40°C Controle 25°C 30°C 40°C
Bt-V5 017 £0.01 aA 017 £0.03 aA 0.14 £ 0.01 aA 013+001aA  Bi-V5 0.11£0.02 aA 0.06 £0.01 aA 0.06£0.01 aA 0.05+0.01aA
Nao Bf - V5 0.14+0.01 aA 0.14 £ 0.02 aA 0.14 £ 0.02 aA 015+ 0.01aA Nao Bt - V5 0.13+0.01aA 0.07 £ 0.02 aA 0.06+0.01 a4 0.05+0.01aA
Bt—R1 0.06+£0.01 bA 0.07 £0.02 bA 0.06 £0.01 bA 0.06£0.01bA Bt—R1 0.07 £0.01 bA 0.05+0.00 aA 0.04 £0.00 aA 0.04 £0.02 aA
Wao Bf - R1 0.07 +0.02 bA 0.06 +0.01 bA 0.06  0.00 bA 0.06 £ 0.00 bA Nao Bt - R1 0.07 £ 0.00 bA 0.05+0.01 aA 0.05+0.00 aA 0.05+0.00 aA
P (Cultivar) 0.0000 P (Cultivar) 0.0071
P (Temperatura) 0.0274 P (Temperatura) 0.0000
P (Interacio) 0.0012 P (Interacdo) 0.2210

Taxa de transpiragao (E, mmol m-2 s-1)

Tratamentos™ Antes estresse Tratamentos® Apds estresse

Controle 25°C 30°C 40°C Controle 25°C 30°C 40°C
Bt-V5 213+012aA 219+021 aA 203£012aAB 1952013 aB Bt-V5 204:012aA 122+ 0.26 aB 1.03+0.18 aB 084 +0.15aB
Nao Bf - V5 2.03£ 0.10 aA 205+018 aA 203+0.23 aA 211012 aA Nao Bt - V5 208+0.19aA 134 +0.17 aB 1.02+0.34 aB 097 +0.08 aB
Bt—R1 1.40 £0.28 bA 1.29£0.16 bA 1.11 £ 0.21 bA 1.06 £ 016 bA Bt—R1 1.44 £ 015 bA 095+0.44aB 0.95+0.00 aB 0.80£0.17 aB
Nao Bf - R1 134+ 0.14 bA 126 £+ 0.19 bA 112 £ 0.14 bA 1.05+ 012 bA Nao Bt - R1 1.49 1 0.14 bA 1.07 £ 0.00 aB 095+0.15aB 0821013 aB
P (Cultivar) 0.0000 P (Cultivar) 0.0785
P (Temperatura) 0.0188 P (Temperatura) 0.0000
P (Interacdo) 0.0811 P (Interacdo) 0.6636

*Médias (+ EP) seguidas por letras iguais: mindsculas na coluna comparam os tratamentos em cada coluna e maiusculas comparam os diferentes

niveis de estresse térmico, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (P = 0.05). Todos os dados foram transformados

RAIZ (X+1). EP = Erro Padréo
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Fig. 1. Escala de notas usada para quantificar a desfolha causada por Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera:

Noctuidae) em soja (Willson 2009).
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Concentration

Fig. 2. Curva padréo resultante do gqPCR em tempo real utilizando o cDNA dos tratamentos e o0 DNA plasmidico contendo
o fragmento de gene alvo diluido e utilizado de 1 ng a 1 fg por reacdo. R2 € a correlacéo linear, M € o coeficiente angular
e 0 Rx a eficiéncia da reacdo. Cada reacao foi realizada em replicacdes. O eixo x indica a concentracdo do gene catalase

e 0 eixo Yy é o limiar dos ciclos.



531
532

533

—_
~nN

Norm. Fluoro.
b o i
> o o

S
~

@
N

o
o
M

Cycle

Fig. 3. Curva de amplificagcdo da fluorescéncia normalizada de uma analise quantitativa em PCR em tempo real do

controle positivo artificial em diferentes concentragoes.
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Fig. 4. Curva de amplificacéo da fluorescéncia normalizada de uma analise quantitativa em PCR em tempo real
comparando os controles positivos artificiais em diferentes concentracdes e os tratamentos com plantas no estadio

fenolégico V5, em diferentes temperaturas (A — controle, B — 25°C, C - 30°C, D - 40°C).
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Figura 5. Curva de amplificacdo da fluorescéncia normalizada de uma analise quantitativa em PCR em tempo real
comparando os controles positivos artificiais em diferentes concentragdes e os tratamentos com plantas no estadio

fenologico R1, em diferentes temperaturas (A — controle, B — 25°C, C - 30°C, D - 40°C).
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2 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de arranjos de semeadura e de plantas de soja Bt apresentam-
se como importantes estratégias a serem utilizadas em programas de manejo de Insetos-
pragas na cultura da soja, pois caracteristicas particulares destas estratégias permitem
gue sejam adotadas em conjunto com outras medidas do Manejo Integrado de Pragas
(MIP).

Porém, em estudos integrados que envolvem a analise dos arranjos
de semeadura como estratégia Manejo Integrado de Pragas (MIP) e das respostas
bioquimicas e de produtividade das plantas, pode-se concluir que os arranjos fileira dupla
nao sobressaem —se ao manejo convecional atualmente adotado pelos produtores. O
arrajo de semeadura reduzido, apesar de ser semelhante ao convencioal, o néo
incremento de produtividade néo justifica o investimento em novos esquipamentos para
o plantio com reducao do espaamento. Com excecao da regido sul do Brasil onde é muito
expressiva a producdo de cereais e o plantio é realizado no espacamento de 20 cm,
assim adaptar a semeadura de soja a esse arranjo otimizaria o sistema produtivo nessa
importante regido agricola.

A soja Bt, mesmo em condicdes adversas, devido ao aumento da
temperatura, expressou de forma eficaz a proteina de Bacillus thuringiensis (Bt),
comprovando a eficiéncia dessa tecnologia. Embora existam etapas a serem concluidas,
no sentindo de melhor entender a relacéo entre os estresse causado por fatores bioticos
e abioticos, o ataque de insetos-praga e as respostas das plantas, os resultados deste
trabalho poderdo auxiliar os programas de manejo de insetos praga da cultura soja,

focando o MIP como um complexo maior que envolve a relacdo insetos-planta.
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