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RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE FEIJAO A Chrysodeixis includens E
INFLUENCIA DE MICORRIZAS E SILICIO NA TOLERANCIA DE MILHO E SOJA
A INSETOS-PRAGA

RESUMO - O controle de Crysodeixis includens na cultura do feijao e Spodoptera
frugiperda nas culturas da soja e do milho tem sido realizado principalmente atraves
da aplicacdo de inseticidas quimicos e/ou do uso de plantas transgénicas que
expressam as proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (Bt). Entretanto, estes
meétodos de controle podem impor uma forte pressao de sele¢édo nas populacdes das
lagartas, favorecendo a evolucdo da resisténcia. Portanto, o uso de genotipos
resistentes a insetos-praga e a aplicacdo de Silicio (Si) e Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMAS) para induzir a resisténcia e/ou melhorar o desenvolvimento das
plantas, sdo alternativas promissoras para serem usadas no manejo integrado desses
insetos-praga. As plantas resistentes possuem complexos mecanismos bioquimicos
e morfoldgicos de defesa contra pragas. O Si absorvido pelas plantas é depositado no
tecido das folhas, formando uma barreira mecanica que dificulta a alimentacdo do
inseto herbivoro. Os FMAs formam associacfes com as raizes e ajudam as plantas
na absor¢cdo de nutrientes e agua. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a
expressao de possiveis fontes de resisténcia constitutiva e induzida de doze genétipos
comerciais de feijdo a C. includens. Além disso, avaliar os efeitos da aplicacao de Si
e FMA no desenvolvimento e na tolerancia de soja e milho a S. frugiperda em casa de
vegetacao e de soja as diferentes pragas no campo. Foram realizados ensaios de
atratividade, preferéncia alimentar, indices nutricionais e antibiose para selecionar
genatipos de feijdo com fontes de resisténcia a C. includens. Além disso, foi avaliado
o desenvolvimento das plantas e de S. frugiperda, os danos causados pelos insetos,
o nivel populacional de espécies de pragas e a qualidade das sementes colhidas nos
diferentes tratamentos com Si e FMA. Analisando os dados de resisténcia constitutiva,
0s genétipos BRS MG Madrepérola (antixenose e antibiose), BRS Sublime
(antixenose) e IAC 1850 (antibiose) foram resistentes. Os seguintes genotipos
apresentaram resisténcia induzida: BRS Sublime (antixenose), IAC 1850 (antixenose),
Pérola (antixenose e antibiose), IAC Sintonia (Nova selecao) (antixenose e antibiose),
BRS FC 402 (antixenose e antibiose) e ANFC 9 (antibiose). Os testes em casa de
vegetacdo e campo demonstraram que a inoculacdo e colonizacdo de FMAs nas
raizes e a aplicacdo de Si no solo individualmente ou em conjunto (FMA+SI)
influenciaram positivamente em alguns parametros o desenvolvimento, resisténcia e
tolerancia das plantas de milho e soja. Os resultados deste trabalho s&o importantes
para buscar alternativas sustentaveis no cultivo dessas importantes culturas, como a
selecéo de novas fontes de resisténcia do feijdo e demonstracéo que a aplicacao de
Si e FMA no solo pode ser benéfico para as culturas do milho e da soja.

Palavras-chave: Glycine max, Lagarta do cartucho, Lagarta-falsa-medideira,
Phaseolus vulgaris, Resisténcia constitutiva e induzida a insetos, Zea mays



RESISTANCE OF BEAN GENOTYPES TO Chrysodeixis includens AND
INFLUENCE OF MYCORRHIZAS AND SILICON ON CORN AND SOYBEAN
TOLERANCE TO PESTS

ABSTRACT - The control of Crysodeixis includens in the bean crop and Spodoptera
frugiperda in the soybean and corn crops has been carried out mainly through the
application of chemical insecticides and/or the use of transgenic plants that express
the insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis (Bt). However, these control methods
can impose strong selection pressure on caterpillar populations, favoring the evolution
of resistance. Therefore, the use of insect-pest resistant genotypes and the application
of Silicon (Si) and Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) to induce resistance and/or
improve plant development are promising alternatives to be used in the integrated
management of these insects-Prague. Resistant plants have complex biochemical and
morphological defense mechanisms against pests. The Si absorbed by the plants is
deposited in the leaf tissue, forming a mechanical barrier that makes it difficult for the
herbivorous insect to feed. AMFs form associations with the roots and help plants
absorb nutrients and water. The objectives of this work were to evaluate the expression
of possible sources of constitutive and induced resistance of twelve commercial bean
genotypes to C. includens. In addition, to evaluate the effects of Si and AMF application
on the development and tolerance of soybean and corn to S. frugiperda in a
greenhouse and soybean to different pests in the field. Attractiveness, food preference,
nutritional indices and antibiosis assays were carried out to select bean genotypes with
sources of resistance to C. includens. Furthermore, the development of plants and S.
frugiperda, the damage caused by insects, the population level of pest species and the
quality of the seeds collected in the different treatments with Si and AMF were
evaluated. Analyzing the constitutive resistance data, the genotypes BRS MG
Madrepérola (antixenosis and antibiosis), BRS Sublime (antixenosis) and IAC 1850
(antibiosis) were resistant. The following genotypes showed induced resistance: BRS
Sublime (antixenosis), IAC 1850 (antixenosis), Pérola (antixenosis and antibiosis), IAC
Sintonia (Nova selecdo) (antixenosis and antibiosis), BRS FC 402 (antixenosis and
antibiosis) and ANFC 9 (antibiosis). The tests in greenhouse and field showed that the
inoculation and colonization of AMFs in the roots and the application of Si in the soil
individually or together (AMF+Si) positively influenced the development, resistance
and tolerance of maize and soybeans plants in some parameters. The results of this
work are important to seek sustainable alternatives in the cultivation of these important
crops, such as the selection of new sources of bean resistance and demonstration that
the application of Si and FMA in the soil can be beneficial for corn and soybean crops.

Keywords: Constitutive and induced insect resistance, Fall armyworm, Glycine max,
Phaseolus vulgaris, The soybean looper, Zea mays



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéao

O cultivo do feijdo, da soja e do milho, possui grande importancia
socioeconémica no Brasil e no mundo. No “ranking” mundial, o Brasil € um dos
maiores produtores de feijdo e milho e o maior produtor de soja (CONAB, 2021; FAO
2022). Em muitas regifes produtoras do Brasil, essas trés culturas séo cultivadas em
sucessdo em uma mesma area. Geralmente, o plantio da soja é feito no inicio das
chuvas em outubro/novembro e o plantio do milho e feijao safrinha apos a colheita da
soja em fevereiro/marco (Posse et al., 2010; CONAB, 2021).

Apesar de se destacar no “ranking” de producdo, a produtividade dessas
culturas no Brasil vem sendo afetada pela ocorréncia de muitas espécies de insetos-
praga, destacando-se a lagarta-falsa-medideira Chrysodeixis includens (Walker,
1858) (Lepidoptera: Noctuidae) no feijdo e na soja, e a lagarta-do-cartucho
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) na soja e no milho
(Quintela, 2009; Hoffmann-Campo et al., 2012; Quintela e Barbosa, 2015; Valicente,
2015).

O método mais utilizado para o controle desses lepiddpteros no campo € a
aplicacao de inseticidas quimicos. No entanto, existem varios problemas derivados do
seu uso, principalmente os relacionados a saude humana (Li, 2018), ao impacto
ambiental (Tudi et al., 2021) e ao frequente aparecimento de populacdes resistentes
aos inseticidas (Spark e Nauen, 2015). Os inseticidas quimicos podem também afetar
0s insetos polinizadores (Rundl6f et al., 2015) e os inimigos naturais (Geiger et al.,
2010, Pereira et al., 2018) que podem atuar como agentes de controle biologico
dessas pragas (Bueno et al., 2017). A lagarta-falsa-medideira é considerada mais
tolerante a inseticidas quimicos do que outras lagartas e possuem o habito de ficar
escondidas na face abaxial das folhas (Herzog, 1980; Bueno et al., 2007). A lagarta
S. frugiperda também é de dificil controle, principalmente na cultura do milho, pois
essa lagarta se aloja no interior do cartucho, dificultando o contado com o inseticida
(Valicente, 2015).

Outro método muito utilizado para o controle dessas lagartas é o plantio de
cultivares transgénicas que expressam as proteinas inseticidas de Bacillus
thuringiensis (Bt) (Miraldo et al., 2016; Parisi et al., 2016; Chaudhary e Singh, 2019).



Entretanto, a expressao continua das proteinas de Bt imp&e uma forte pressao de
selecéo nas populacdes das pragas, favorecendo a evolucéo da resisténcia (Carriere
et al., 2010; Bernardi et al., 2014, 2015 a,b).

Por essas razdes, a busca de outros métodos de controle para um programa
de Manejo Integrado de Pragas (MIP) é importante, tais como 0 uso de cultivares
resistentes a insetos-praga (Smith e Clement, 2012; Mitchell et al., 2016; Boica Junior
et al., 2017a, 2017b) e a aplicacdo de Silicio (Si) e fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) no solo para a inducdo de resisténcia e melhor desenvolvimento das plantas
(Debona et al., 2017; Alhousari e Greger, 2018; Higo et al., 2019; Schoenherr et al.,
2019).

A resisténcia de plantas a insetos € classificada em trés categorias: antixenose,
antibiose e tolerancia. A antixenose € quando a planta evita o inseto para alimentacao,
abrigo e oviposicdo, geralmente é causado por caracteristicas fisicas da planta ou por
compostos volateis liberados pela planta. A resisténcia do tipo antibiose afeta
negativamente a biologia dos insetos devido as caracteristicas da planta. As causas
estdo relacionadas principalmente a presenca de compostos quimicos das plantas. A
tolerancia ocorre quando um gendtipo é menos danificado que os demais em
condicBes iguais de infestacdo dos insetos e sem que haja efeito no comportamento
ou na biologia desses (Smith, 2005; Smith e Clement, 2012; Mitchell et al., 2016; Boica
Junior et al., 2017; Baldin et al., 2019).

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos de defesa, os quais podem
ser constitutivos ou induzidos. Mecanismos constitutivos sdo aqueles que sado
continuamente expressos e independe de algum estresse bibtico ou abidtico.
Enquanto os mecanismos induzidos sdo expressos somente quando ocorre algum
estresse bidtico (injuria de insetos) ou abiético (Stout, 2013; Boica Junior et al., 2019).
Em ambos os mecanismos de defesa a agao sobre o agente agressor pode ser direta
ou indireta.

Na defesa quimica direta, as plantas podem emitir uma mistura de compostos
que atuam como substancias dissuasivas, repelentes ou toxicas aos insetos
herbivoros (De Moraes et al., 1998; Moraes et al., 2005, 2008). Na defesa indireta
agem principalmente atraindo organismos do terceiro nivel tréfico, os inimigos naturais

dos insetos herbivoros (parasitoides ou predadores) (Ulhoa et al., 2020).



A resisténcia de plantas a insetos possui diversas vantagens. Pode manter a
populacao do inseto-praga abaixo do nivel econémico, causando pouco ou nenhum
efeito negativo ao agroecossistema. Pode diminuir o uso de inseticidas quimicos e
consequentemente abaixa o0s custos de producdo, ndo acumula residuos toxicos nos
alimentos e no meio ambiente. Além disso, a utilizacdo de variedades resistentes é
simples (ndo precisa de muito conhecimento do agricultor) e ndo interfere na colheita,
sem periodo de caréncia que é caracteristico dos inseticidas. Possui efeito persistente
e pode ser associado a qualquer outro método de controle. Apesar de muitas
vantagens, € importante entender que uma variedade resistente a inseto pode néo ser
altamente produtiva e néo ter resisténcia a todas as pragas, a fitopatdgenos ou
estresses abidticos, por isso € importante avaliar outros parametros. No
desenvolvimento de uma cultivar, o melhoramento para transferir as caracteristicas
genéticas de resisténcia (cruzamentos) é um processo que requer tempo. Além disso,
em uma lavoura com monocultivo (apenas um genotipo) pode causar desequilibrio
nos agroecossistemas, influenciando ndo s as pragas, mas também 0s inimigos
naturais (Smith 2005; Vendramim e Guzzo 2009; Boica Junior et al. 2013; Mitchell et
al. 2016; Baldin et al. 2019).

Os FMA formam associa¢6es mutualisticas com as raizes de 80% das plantas
terrestres, incluindo importantes culturas agricolas (Brundrett, 2002; Smith e Read,
2008; Zubek et al., 2016). A associacdo € benéfica para ambos, os FMA ajudam as
plantas na absorcdo de nutrientes e agua do solo, e em troca recebem carbono
assimilado pela fotossintese (Johnson et al., 1997; Cardoso e Kuyper, 2006; Smith e
Read, 2008; Currie et al., 2011; Barber et al., 2013; Luginbuehl et al., 2017). Com uma
maior absorcdo de nutrientes e agua, as plantas sdo capazes de aumentar o
crescimento e resisténcia aos estresses abioticos (Abdel et al., 2016; Moradtalab et
al., 2019) e bidticos, incluindo ao ataque de insetos que se alimentam da raiz e da
parte aérea (Gange, 2001; Pozo e Azcon-Aguilar, 2007; Smith e Read, 2008; Campos-
Soriano et al., 2011; Vannette e Hunter, 2011; Schoenherr et al., 2018).

Silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre (28%),
atrds apenas do oxigénio em abundancia (Richmond e Sussman, 2003; Epstein,
2009). As plantas absorvem esse elemento somente como acido monossilicico

(H4SiO4). Ao atingir os espacos intercelulares e paredes celulares da epiderme, o



silicio € polimerizado e depositado como silica amorfa (SiO2 nH20) (Meena et al.,
2014). Com isso é formado uma barreira mecanica (Massey e Hartley, 2009), que
torna os tecidos das plantas mais resistentes e dificulta a alimentagéo e digestao dos
insetos herbivoros (Alhousari e Greger, 2018). Além disso, o acido monossilicico
absorvido, também pode induzir as defesas das plantas por processos fisiologicos e
bioquimicos (Ma et al., 2004; Liang et al 2015).

Os objetivos do trabalho foram avaliar a expressdo de possiveis fontes
resisténcia constitutiva (sem injuria) e induzida (com injuria) de doze gendtipos de
feijoeiro a C. includens. Além disto, avaliar os efeitos da adicdo de FMA e silicio no
solo, no desenvolvimento e resisténcia de soja e milho a S. frugiperda em casa de

vegetacao e de soja as diferentes pragas no campo.

2. Revisao de Literatura

2.1. A culturado feijao

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), pertence a classe Dicotiledbnea e a familia
Fabaceae. Phaseolus e P. vulgaris sdo respectivamente o género e a espécie mais
cultivada no mundo (Yokoyama, 2003; Bonett et al., 2007). Os maiores produtores de
feijao do mundo s&o China, india, Myanmar e Brasil (FAO, 2022). Considerando as
trés safras em 2020/2021 a producdo de feijao nacional foi de 2,88 milhfes de
toneladas em uma area de 2,92 milhdes de hectares (ha) com uma produtividade de
984 kg/ha. O feijao é cultivado em todas as regifes do pais, os estados do Parana e
Minas Gerais s&o os maiores produtores (CONAB, 2021).

O grao de feijao é uma importante fonte de proteina (20 a 28%) e apresenta
uma alta quantidade de carboidratos, vitaminas, minerais, fibras e compostos
fendlicos (Broughton et al., 2003; Lovato et al, 2018). E um alimento importante na
dieta da populagéo brasileira principalmente nas classes menos favorecidas, onde o
consumo de proteina animal é limitado (Wander, 2004). Além disso, representa uma
importante fonte de emprego e renda no campo. O consumo per capita de feijao no

Brasil € em média de 15 kg/habitante/ano) (DEPEC, 2017). Os brasileiros preferem os



feijdes do tipo carioca, e a area cultivada no Brasil com este tipo de grao € a maior em
relacdo aos demais tipos (Delfini et al., 2021).

No cultivo de feijdo pode ter trés safras devido as condi¢des climéticas. A 12
Safra (aguas) ocorre na época das chuvas regulares (satisfatorio para a cultura), néo
havendo necessidade de irrigacdo, a semeadura ocorre entre agosto e novembro. Na
2° Safra (seca ou safrinha) a semeadura ocorre entre fevereiro e marco, nessa época
as chuvas sdo escassas e tem a vantagem de se colher na seca, porém o rendimento
€ menor. Na 3° Safra (inverno) a semeadura ocorre entre abril e maio, possui também
a vantagem de se colher na seca, porém ha necessidade de um sistema de irrigacao
(Chaim, 2011). Em 2019/2020 a 1° Safra apresentou a segunda maior producao
(34%), foi responsavel por aproximadamente 31 % da &rea plantada e a produtividade
média foi a segunda mais alta (1209 kg/ha). A maior producao foi na 2° Safra com
39%, a area de plantio foi a maior (49%), porém a produtividade foi a mais baixa (874
kg/ha). A producdo mais baixa foi na 3° safra (27%), devido a menor area plantada
(20%), pois a produtividade foi a mais alta (1496 kg/ha) (CONAB, 2021).

A planta de feijdo é herbacea e anual, podendo ter o crescimento do tipo
determinado ou indeterminado. O determinado apresenta o caule e os ramos laterais
terminando em uma inflorescéncia com namero limitado de nés, e floracéo iniciando-
se do apice para a base da planta. O indeterminado apresenta um caule principal com
a célula de desenvolvimento vegetativo que permite um crescimento continuo, numa
sucessao de noés e entrends; as inflorescéncias sdo axilares, isto €, desenvolvem-se
nas axilas das folhas, e a floracdo ocorre a partir da base até o apice da planta (Silva,
2007).

Essa cultura possui varias caracteristicas de crescimento, que podem ser
divididas em quatro tipos: Tipo | (plantas de crescimento determinado, arbustivo e
porte da planta ereto); Tipo Il (plantas de crescimento indeterminado, arbustivo, porte
da planta ereto e caule pouco ramificado); Tipo Il (plantas de crescimento
indeterminado, prostrado ou semiprostrado, com ramificacdo bem desenvolvida e
aberta) e Tipo IV (plantas de crescimento indeterminado, trepador, caule com forte
dominancia apical e numero reduzido de ramos laterais, pouco desenvolvidos)

(Fancelli e Neto, 2007). As cultivares mais plantadas no Brasil (preto e carioca) sao



de habito de crescimento indeterminado do tipo intermediario entre Il e 11l (Cabrera et
al., 2014; Melo et al., 2014).

O ciclo varia de 60 (superprecoce) a 115 dias (tardio), dependendo da cultivar,
das condicbes ambientais e da época de plantio (Yokoyama, 2000; Aidar, 2003).
Durante o desenvolvimento, a planta passa pelas fases: vegetativa (desdobramento
das folhas primarias até o surgimento dos botées florais) e reprodutiva (botdes florais
até o enchimento de vagens e maturagdo dos graos) (Fancelli e Neto, 2007; Barbosa
e Gonzaga, 2012).

A planta de feijdo possui alta exigéncia de nutrientes e alta sensibilidade a
fatores climaticos e ambientais, tais como intensidade de luz, condi¢éo hidrica do solo
e densidade de plantio. Sua produtividade também pode ser influenciada pela
presenca de patdgenos, plantas daninhas, acaros e insetos-pragas, destacando-se a
lagarta-falsa-medideira C. includens que € uma importante praga desfolhadora do
feijoeiro (Quintela, 2009; Barbosa e Gonzaga, 2012; Quintela e Barbosa, 2015).

2.2. A culturadasoja

A soja (Glycine max (L.) € uma planta originada da China, pertencente a classe
das dicotileddneas, familia Fabaceae e subfamilia Faboideae. A soja € uma das
culturas mais cultivadas no mundo e é uma importante fonte de 6leo vegetal e proteina
para consumo humano e animal (aves, suinos, bovinos e peixes) (Bezerra, 2015). Em
comparacao com outras culturas, o grdo de soja possui uma alta concentracéo de
proteinas (40%) e 6leo (20%) em sua composicao, além de 30 % de carboidratos
(Robert, 1986; Sugiyama et al., 2015; Silva et al., 2017; Turzi et al., 2017). A soja tem
sido utilizada também na producdo de biocombustivel e em produtos cosméticos e
farmacéuticos, gerando diversos empregos no Brasil e no mundo (Masuda e
Goldsmith, 2009; Singh, 2010).

Na safra 2020/2021 a producdo mundial de soja foi de 362,947 milhdes de
toneladas em uma éarea de 127,842 milhdes de hectares (USDA, 2021). O Brasil é
atualmente o maior produtor mundial do gréo, a producao na safra 2020/2021 foi de
135,409 milhdes de toneladas em uma é&rea de 38,50 milhdes de hectares

(produtividade de 3,52 toneladas/ha). Os estados brasileiros que mais produzem soja



sdo Mato Grosso, Goias, Parana e Rio Grande do Sul (CONAB, 2021). Os EUA na
safra 2020/21 foi o segundo maior produtor, com uma producéo de 112,549 milhdes
de toneladas em uma area de 33,313 milhdes de hectares (USDA, 2021).

A soja é uma planta autégama (se autofecunda) e herbacea com um caule ereto
que varia entre 0,60 e 1,50 m de altura com varias ramificacfes laterais. Os ramos
inferiores sdo mais alongados e todos os ramos sao ligados aos ndés, que formam
angulos varidveis com o caule principal (Sediyama, 1996; Missdo, 2006). A maioria
das folhas séo trifolioladas, com peciolo, dispostas alternadamente e compostas de
trés foliolos ovalados ou lanceolados, de comprimento entre 0,5 e 12,5 cm (Misséao,
2006; Kumudini, 2010).

As flores da soja sdo dispostas em racinios axilares e terminais, podem ser
amarelas, brancas ou violetas (Miller, 1981; Gomes, 1986; Miss&o, 2006). As vagens
podem apresentar de duas a cinco sementes, cada planta pode ter até 400 vagens.
As sementes sdo lisas, no formato ovoide, globoso ou eliptico, com um hilo pequeno
no centro (Bergamin et al., 1999; Missdo, 2006). A raiz da soja é do tipo pivotante,
com uma raiz principal mais espessa de até 1,80 m de comprimento com ramificacdes
laterais mais finas e presenca de noddulos devido a associagdo com bactérias fixadoras
de nitrogénio (Miller, 1981; Kumudini, 2010)

Existe uma grande variedade de gendtipos de soja, que podem se diferenciar
em varios fatores, por exemplo na produtividade, na resisténcia a fatores bidticos e
abidticos e na duracao do ciclo (varia de 100 a 160 dias) (Muller, 1981; Farias et al.,
2007; Borém e Miranda, 2009; Embrapa, 2020). O ciclo da soja € dividido em fase
vegetativa (da emergéncia até a abertura das primeiras flores) e fase reprodutiva
(inicio da floracdo até o amadurecimento dos graos). Na fase vegetativa os estadios
sdo em ordem cronolégica: VE (emergéncia e surgimento dos cotilédones acima da
superficie do solo), VC (cotilédones se abrem completamente) e Vn (n € o nimero de
nds no caule principal). Em V1 surge a unica folha unifoliada e a partir de V2 em diante
ocorre o0 aparecimento das folhas trifolioladas). Na fase reprodutiva os estadios sao:
R1 (surgimento da primeira flor), R2 (florescimento pleno), R3 (surgimento da primeira
vagem), R4 (vagens desenvolvidas), R5 (inicio da formacédo dos gréos), R6 (grados
desenvolvidos), R7 (inicio da maturagcdo das vagens), R8 (maioria das vagens

maduras) (Fehr e Caviness, 1977).



A planta de soja é altamente influenciada por fatores do meio ambiente, tais
como fotoperiodo, clima, condicdo hidrica, densidade de plantio, condi¢des do solo,
competicdo com plantas daninhas, dentre outros (Embrapa, 2020). Muitos fatores
bidticos podem contribuir para a diminuicdo da produtividade e qualidade do gréo de
soja, como a ocorréncia de fungos, virus, bactérias e nematoides, que geram perdas
anuais estimadas em 15 a 20% por safra (Almeida et al., 2005). Além disso, o cultivo
dessa cultura é prejudicado pelo ataque de insetos-praga (Hoffmann-Campo et al.,
2012). As principais pragas sao C. includens, Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae), lagartas do género Spodoptera spp., Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Heteroptera: Pentatomidae) (Chocorosqui e Panizzi, 2004; Temple
et al., 2013; Marques et al., 2016).

2.3. A culturado milho

O milho (Zea mays L.) € uma planta monocotiledénea, cultivada em todo o
mundo, pertencente a familia Poaceae e subfamilia Panicoideae (Garcia-Diaz et al.,
2020). Em muitos paises esse cereal é considerado o alimento mais importante na
dieta da populacéo, devido ao baixo custo e ao alto valor energético e alimentar do
grdo. Além disso, essa cultura € utilizada na racdo animal para produzir carne e na
producéo de mais de 150 produtos tais como farmacos, 6leo, amido, biodegradaveis,
alcool, plastico, adocgante, xarope, lisina, vitamina, combustivel, entre outros.
(Rosegrant et al., 2012; Duarte et al., 2015; Strazzi, 2015; Veljkovic¢a et al., 2018). No
mundo, cerca de 60% do milho é destinado a producéo animal, 13,4% para o consumo
humano e 15,5% para a producao de biocombustivel (OECD-FAO, 2017).

Na safra 2020/21 foi produzido 1,14 bilhdes de toneladas de milho no mundo,
0S paises que mais produzem em ordem sao: Estados Unidos, China, Brasil e
Argentina, juntos representam aproximadamente 70% da producdo mundial. Em
2020/21 os Estados Unidos produziram 368 e a China 260 milhdes de toneladas
(USDA, 2021). Na safra 2020/2021 foram produzidos no Brasil 87,10 milhdes de
toneladas, em uma area de 19,94 milhdes de hectares, com produtividade de 4,37
toneladas/ha (CONAB, 2021). Os estados do Mato Grosso e Parana sdo 0s maiores

produtores. Na regido central brasileira o milho é plantado em duas épocas diferentes,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Panicoideae

no verao nos meses de outubro/novembro, que € um periodo mais chuvoso (primeira
safra) ou em fevereiro/marco (milho safrinha), que € plantado apds a colheita da soja
em um periodo mais seco (Embrapa, 2016).

A planta de milho € uma graminea que possui uma haste ereta, robusta e sem
perfilho com uma altura média de 2 metros. O colmo (haste) tem formato cilindrico,
constituido de no e entrend, em cada né emerge as folhas com 90 cm de comprimento
e aproximadamente 7 ou 9 cm de largura. Nas axilas das folhas surge a flor feminina
(espiga) e no topo da planta surge a flor masculina (pendao). A raiz do milho é do tipo
fasciculado e a maior parte encontra-se nos primeiros 30 cm de solo (Fornasieri Filho,
2007).

O ciclo dos gendtipos comerciais de milho pode variar de 100 a 160 dias, essa
variagdo de dias e produtividade esta relacionada com a interacdo dos diferentes
genadtipos com as variadas condi¢cdes ambientais (Fancelli, 2015). Pela durabilidade
do ciclo, as variedades podem ser superprecoce, precoce e normal (Fancelli e
Dourado Neto, 2000). O periodo de emergéncia até o aparecimento da flor masculina
€ a fase vegetativa, que é dividida em estadios identificados como Vn, onde n é o
namero de folhas expandidas ou desdobradas. A fase reprodutiva € o periodo apés o
surgimento da flor feminina até a maturacdo da espiga, os estadios sao identificados
como R1 (florescimento e polinizacdo), R2 (gréaos leitosos), R3 (gréos pastosos), R4
(graos farinaceos), R5 (gréos farinaceos duros) e R6 (maturidade fisiolégica) (Kiniry e
Bonhomme, 1991; Fancelli, 2013).

No cultivo de milho, diversos insetos-praga pode provocar grandes perdas na
colheita para o agricultor. Dentre as pragas que atacam essa cultura, destaca-se a
lagarta-do-cartucho, S. frugiperda. Esse lepidéptero causa danos em todos os
estadios de desenvolvimento do milho e podem causar reduc¢des de produtividade de
até 60% (Barros et al., 2010; Valicente, 2015). Esse inseto se aloja no interior do
cartucho do milho, e consequentemente dificulta o seu controle com inseticidas
quimico.

Outro método muito utilizado para o controle dessa lagarta é o plantio do milho
transgénico que expressa as proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (Berliner,
1915) (Bacillales: Bacillaceae) (Bt) (Miraldo et al., 2016). O uso de plantas Bt tem sido
bem-sucedidas no controle de S. frugiperda (Okumura et al., 2013; Bernardi et al.,
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2015a). Entretanto, a expresséao continua das proteinas de B. thuringiensis impde uma
forte pressdo de selecdo nas populacbes das pragas, favorecendo a evolucédo da
resisténcia (McGaughey e Whalon, 1992). No Brasil, a lagarta-do-cartucho
desenvolveu resisténcia ao milho CrylF (Farias et al., 2014) e ao milho CrylAb
(Omoto et al., 2016) e nos EUA ao milho CrylF (Huang et al., 2014).

2.4. Lagarta-falsa-medideira (Chrysodeixis includens)

A lagarta-falsa-medideira é encontrada somente no Hemisfério Ocidental,
podendo ocorrer do norte dos Estados Unidos até o sul da América do Sul (Kogan,
1981; Alford e Hamond, 1982). No Brasil € encontrada em todas as regides produtoras
(Marsaro Junior et al., 2010; Specht et al., 2015; Santos et al., 2017). Essa lagarta é
polifaga e vem causando prejuizo em diversas culturas, incluindo o feijoeiro, a soja, 0
algodoeiro, o fumo, o girassol e diversas hortalicas (Barrionuevo et al., 2012; Hunt e
Baldin, 2012). E um inseto que pode atacar 73 espécies de plantas no Brasil,
pertencentes a 29 familias (Bernardi, 2012; CAB International, 2016).

Esse inseto surgiu nas lavouras de soja como uma praga secundaria
(Hoffmann-Campo et al., 2012). Porém, com 0 uso excessivo de agroquimicos de
amplo espectro como inseticidas e fungicidas (principalmente para controlar a
ferrugem asiatica) houve uma reducdo na populacdo de inimigos naturais de C.
includens, destacando o fungo entomopatogénico Metarhizium rileyi (Farlow e
Samson, 1974) (Hypocreales: Clavicipitaceae) (Embrapa, 2009; Moscardi, 2009;
Bernardi et al., 2012; Sosa-Gémez, 2013; Spechta et al., 2015). Portanto a partir de
2012, as populacdes dessa lagarta aumentaram, e migraram para outras culturas
espalhadas pelo Brasil (Bernardi et al. 2012; Baldin et al., 2014; Bortolotto et al., 2015).

Os ovos desse inseto séo globulares, com 0,58 + 0,01 mm de diametro e altura
de 0,42 + 0,02 mm e apresenta coloracdo creme-clara no inicio e marrom-clara
proximo a eclosao (Barrionuevo e San Blas, 2016). A oviposicéo é feita durante a
noite. Em criagdes de C. includens no laboratorio, com temperatura de 25° C, o
periodo de incubacdo dos ovos é de trés dias. A viabilidade dos ovos varia de 39,7 a
100 %, dependendo dos métodos utilizados nas pesquisas (Mitchel, 1967; Jensen et
al., 1974; Young e Yearian, 1982; Beach et al.,1985).
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As lagartas recém-eclodidas sdo de coloracdo verde-clara, com linhas
longitudinais brancas e pontuacfes pretas, no ultimo estadio larval atingem de 40 a
45 mm de comprimento (Sosa-Gémez et al., 2010; Barrionuevo e San Blas, 2016). A
fase larval apresenta um total de cinco instares, em cada instar, a lagarta sofre
mudancas na coloracdo, de verde amarronzada-clara, para verde-limao translicida
(Smilowitz, 1973; Barrionuevo e San Blas, 2016). A duracao da fase larval é variavel,
experimentos com C. includens mostraram que criagbes com folha de soja e dieta
artificial apresentaram uma duragdo média de 13,2 e 14,2 dias, respectivamente (Kidd
e Orr, 2001). No estadio larval esse inseto apresenta somente trés pares de pernas
abdominais, fazendo com que se movimente de uma forma tipica, parecendo medir
palmos.

No estagio pré-pupa a lagarta se envolve em uma teia de coloragdo branca até
se transformar em pupa, geralmente na face abaxial das folhas (Sosa-Gomez et al.,
2010). O periodo pupal dura de 7 a 9 dias (Vazquez, 1988).

As mariposas (adultos) possuem 35 mm de envergadura de asas. As asas
anteriores sao escuras e com duas manchas prateadas na parte central, as asas
posteriores sdo marrons (Sosa-Gomez et al., 2010). A longevidade dos adultos é
variavel, pode ser de 9,8 a 18,2 dias (Mason e Mack, 1984), dependendo da
temperatura e da planta hospedeira. Cada fémea pode depositar de 144 a 1953 ovos,
sendo a maioria (80 a 90%) depositados até o sétimo dia (Vazquez, 1988). Em
repouso as mariposas apresentam 3 tufos de pelos: o primeiro sobre o prototorax
préximo a cabeca, o segundo logo apds o primeiro tufo e o terceiro na parte final do
abdbémen (Barrionuevo e San Blas, 2016).

As lagartas de C. includens preferem se alimentar das folhas do terco inferior
das plantas. Do primeiro ao terceiro instar, as lagartas buscam folhas mais novas, que
sdo menos fibrosas (Kogan e Cope, 1974; Bernardi, 2012), nesse periodo apenas
raspam as folhas. A partir do quarto instar conseguem perfurar o tecido vegetal, as
nervuras centrais e laterais permanecem intactas, com isso as folhas apresentam um
aspecto rendilhado (Herzog, 1980; Bueno et al., 2007; Bueno et al., 2011). Somente
uma lagarta pode consumir de 80 a 200 cm?2 de area foliar durante toda a fase larval
(Boldt et al., 1975; Casmuz et al., 2009; Bueno et al., 2011). Em instares mais

avancados as lagartas se tornam menos exigentes e se alimentam de folhas mais
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velhas e com maior teor de fibra (Strayer e Greene, 1974; Bernardi, 2012). Os danos
de C. includens reduzem a area fotossintética das plantas, causando perdas na
produgéo, principalmente se o ataque ocorrer na fase reprodutiva, esse inseto pode
ter até quatro gerac6es em uma safra (Burleigh, 1972). Essa espécie é favorecida em
lavouras biologicamente desequilibradas, com baixa umidade e sem inimigos naturais
(predadores, parasitoides e fungos entomopatogénicos) (Embrapa, 2009).

O uso de soja geneticamente modificada que expressa a proteina CrylAc de
B. thuringiensis e a aplicacdo de inseticidas sintéticos sdo os métodos mais utilizados
para controlar a lagarta-falsa-medideira. No entanto, essa praga esta adquirindo
resisténcia aos inseticidas e o habito de se abrigarem abaixo das folhas nos tercos
médio ou inferior dificultam o contato com o produto (Bernardi et al., 2012; Baldin et
al., 2014; Specht et al., 2015). O uso de gendtipos resistentes e o controle bioldgico
podem ser alternativas ao controle quimico, porém o uso de biopesticidas ainda &
pouco utilizado para controlar C. includens (Bernardi et al., 2012; Bueno et al., 2012,
Smith e Clement, 2012; Morando et al., 2015; Schlick-Souza et al., 2017).

2.5. Lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda)

S. frugiperda popularmente conhecida como lagarta-do-cartucho, €
considerada uma das principais pragas em diversas culturas, podendo se alimentar
de mais de 80 espécies de plantas, incluindo o algodoeiro, o milho e a soja (Pogue,
2002; Capinera, 2008). Este inseto esta amplamente distribuido nos Estados Unidos,
América Central, Brasil e Argentina (Sparks, 1979; Ashley et al., 1989; Nagoshi e
Meagher, 2008; Nagoshi et al., 2017). Recentemente, essa praga foi introduzida na
Africa e na Asia, e agora esta se espalhando por esses continentes, representando
uma ameaca significativa & seguranga alimentar do mundo (Stokstad, 2017; Physorg,
2018).

Na cultura do milho essa lagarta causa perdas significativas na produtividade,
provocando danos na planta em todos os seus estadios fenoldgicos (Valicente, 2015).
Preferem se alimentar do cartucho de plantas mais novas, podendo causar a morte
quando a infestacdo ocorre no inicio de desenvolvimento da cultura (até 30 dias)

(Monnerat et al., 2015). Geralmente, os ataques de S. frugiperda provocam perdas de
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17% a 38,7% na producao do milho. O grau de prejuizo no rendimento depende da
cultivar, das condicbes ambientais e do estadio de desenvolvimento das plantas
atacadas (Valicente, 2015).

O controle é realizado principalmente com a aplicacao de inseticidas quimicos
e o0 plantio de plantas geneticamente modificadas que expressam as toxinas de
Bacillus thuringiensis (Bt) (Valicente, 2015; Carriére et al., 2016). No entanto
populacdes resistentes a essas tecnologias estédo sendo observadas no campo devido
a alta pressao de selecéo. Além disso, as falhas no manejo de plantas Bt (n&o uso do
refugio) e a aplicacdo inadequada de inseticidas aliado a plasticidade genética e a alta
fecundidade da praga também vem contribuindo para o aparecimento de lagartas
resistentes (Nascimento et al., 2016; Figueiredo et al., 2019; Gutiérrez-Moreno et al.,
2019; Gémez et al., 2020). No Brasil existe uma grande oferta de plantas hospedeiras,
por causa da rotacdo de culturas, com isso aumenta a movimentacao do inseto entre
os cultivos e dificulta o manejo (Nagoshi, 2007).

A S. frugiperda € um inseto com metamorfose completa (holometdbolos), ou
seja, em todo seu ciclo de vida passa por quatro fases de desenvolvimento: Ovo, larva,
pupa e adulto (Luginbill, 1928). Os adultos sdo mariposas de coloracdo cinza-escura
com asas anteriores mosqueadas e posteriores esbranquicadas, com bordas
acinzentadas (King e Saunders, 1984). Os machos apresentam asas anteriores com
duas manchas mais claras, o que néo é presente nas fémeas (Cruz, 1995). Os adultos
tém habito noturno, movimentando-se perto das plantas mais favoraveis a sua
alimentacdo e oviposicdo (Cruz, 1995). Os adultos possuem comportamento
migratorio com alta capacidade de dispersdo, 0 que permite que essa praga se
espalhe rapidamente nas lavouras (Nagoshi e Meagher, 2004). A longevidade dos
adultos dura em média 12 dias e o periodo de oviposi¢cdo comeca no terceiro ou quarto
dia apés a emergéncia das fémeas (Cruz, 1995).

Apés o acasalamento, as fémeas realizam a oviposi¢do preferencialmente na
face inferior das folhas (Boica Junior et al., 2013). O namero de posturas € muito
variavel, podendo chegar até 13 posturas por fémea (Cruz, 1995). As massas séo
irregulares e contém de 30 a 300 ovos cada (King e Saunders, 1984). O ovo é de
coloragéo verde-clara, passando para uma coloracdo creme ap6s 12 ou 15 horas e,

guando préoximo a ecloséo das lagartas, mostra-se escurecido, devido a cabeca negra
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da lagarta (Sisodiya et al., 2018). A massa de ovos é coberta por uma camada fina de
escamas, colocada pela fémea na oviposicdo que ajuda na protecdo (Toonders e
Sanchez, 1987; Sisodiya et al., 2018). O periodo de incubacéo é de trés dias em uma
temperatura de 25°C (Cruz, 1995). Todavia, esse periodo € influenciado
principalmente pela temperatura (Luginbill, 1928; Labrador, 1967) e umidade relativa
(Cruz, 1995).

As lagartas recém-eclodidas sdo esbranquigcadas, possuem cabec¢a mais larga
do que o corpo e apresentam proporcionalmente mais setas (pelos) que os instares
mais avancados (Cruz et al., 1997). No primeiro instar o comprimento do corpo e a
largura da capsula cefalica medem, respectivamente, 1,9 mm e 0,3 mm. Nessa fase
de desenvolvimento as lagartas fazem raspagem nas folhas e, quando aumentam de
tamanho, iniciam a perfuragao das folhas e se direcionam para a regido do cartucho
das plantas. No segundo instar, as lagartas possuem um sombreamento marrom no
dorso, e medem de 3,5 a 4,0 mm de comprimento. No terceiro instar, adquirem
coloragdo marrom-clara no dorso e esverdeada ventralmente, com linhas dorsais e
subdorsais brancas. No quarto instar, as lagartas atingem 10 mm de comprimento e
apresentam coloracdo marrom escura no dorso e capsula cefalica marrom
avermelhada. No quinto instar, as lagartas sdo semelhantes as do estadio anterior,
todavia, sdo mais escuras e maiores. No sexto instar, as lagartas apresentam um Y
invertido esbranquicado evidente na cabeca, tém o dorso marrom-acinzentado e as
partes ventral e subventral esverdeadas, com manchas marrom-avermelhadas nessa
Gltima regido (Sisodiya et al., 2018; Trisyono et al., 2019). Nesse ultimo instar, o
comprimento do corpo e a largura da capsula cefalica medem, respectivamente, 50
mm e 2,75 mm (Cruz, 1995). Em milho, a duracdo do periodo larval pode variar de
12,0 a 17,8 dias (Viana e Potenza, 2000; S& et al., 2009). Em plantas de soja, a
duracdo média da fase larval é de 14,0 dias (Sa et al., 2009). O periodo larval também
pode variar dependendo dos cultivares de cada cultura (Veloso, 2010).

Ao final do ultimo instar, as lagartas penetram no solo, onde se transformam
em pupas. A pupa é de coloragéo verde-clara, com o tegumento transparente logo
apos sua formacdo, mas depois de alguns minutos torna-se alaranjada e quando

préxima a emergéncia do adulto torna-se marrom escura, quase preta (Cruz, 1995;
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Sisodiya et al., 2018). O periodo pupal € de 8 dias no verdo, sendo de 25 dias no
inverno, apos o qual ocorre a emergéncia dos adultos (Miranda, 2006).

O ciclo completo de desenvolvimento de S. frugiperda € influenciado pela
cultura e cultivar onde ela se alimenta sendo de aproximadamente 30 dias na cultura
do milho (Cruz, 1995) e 24,2 a 26,3 dias em plantas de soja (Veloso, 2010). O niamero
de geracOes de S. frugiperda que ocorre durante o ano depende do habitat, podendo
haver seis ou mais gera¢des no ano todo, caso tenha oferta de alimento (Boica Junior
et al., 2006).

2.6. Fungos micorrizicos arbusculares

Varios estudos demonstraram que a biota do solo desempenha um papel
fundamental na produtividade das culturas (Bender e Van der Heijden, 2015; Zhang
et al., 2019). Entre esses microrganismos, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
do filo Glomeromycota sédo essenciais para as culturas agricolas (Xiao et al., 2019).
Os FMA sao simbiontes obrigatorios, encontrados em diversos tipos de solo (Jansa et
al., 2009; Bernaola et al., 2018) e compartilham uma longa histéria de coevolu¢do com
as plantas em varios ecossistemas (Gosling et al., 2006). Os FMA formam
associacfes mutualisticas com as raizes de 80% das plantas terrestres, incluindo
importantes culturas agricolas (Brundrett, 2002; Smith & Read, 2008; Zubek et al.,
2016). Essa endossimbiose radicular entre plantas e FMA é considerado a mais
abundante no reino vegetal (Willis et al., 2013).

A associacao € benéfica para ambos, os FMA ajudam as plantas na absorcao
de nutrientes e agua do solo, e em troca recebem carbono assimilado pela
fotossintese (Johnson et al., 1997; Cardoso e Kuyper, 2006; Smith e Read, 2008;
Currie et al., 2011; Barber et al., 2013; Luginbuehl et al., 2017). Esse carbono
assimilado pelas plantas € usado pelos FMA para desenvolver complexas redes
miceliais na regido da rizosfera e permite que as raizes das plantas explorem e
absorvem mais macronutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo) e
micronutrientes do solo (Bonfante e Genre, 2008; Parniske, 2008; Smith e Read, 2008;
Smith et al., 2011; Sikes et al., 2014; Yang et al., 2015; Bagyaraj et al., 2015; Millar et
al., 2016). Devido a essa associacdo, o desenvolvimento e producédo das culturas
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muitas vezes aumenta (Gosling et al., 2006). Alguns estudos demonstraram que
plantas de soja colonizadas com FMA tiveram um maior peso seco da parte aérea
(Meghvansi e Mahna, 2009) e peso dos graos (Meghvansi et al., 2008) em relacao a
plantas n&o colonizadas.

A troca de nutrientes entre os simbiontes ocorre no interior das células do cortex
interno da raiz, através de uma estrutura altamente ramificada formada pelos FMAs,
chamada de arbusculo (Harrison, 2005; Parniske, 2008; Gutjahr e Parniske, 2013).
Essa estrutura é formada durante o processo simbiético, ocorre a diferenciacdo da
hifa em apresério e posterior penetragcdo nas raizes por pressdo mecanica e
degradacdo enzimatica. Apds a penetracdo ocorre a colonizacdo do apoplasto e das
células do coértex formando os arblsculos através da penetracéo das células corticais
pela hifa causando invaginacdo da plasmalema. As hifas produzidas pelo fungo
podem crescer por dentro ou fora das células da planta. (Hoffmann e Lucena, 2006).
Os micélios dos FMAs sdo formados por hifas cenociticas (ndo septadas), algumas
espécies formam estruturadas globosas inter ou intracelulares, conhecidas como
vesiculas, que armazenam os nutrientes (rica em lipideos). Os FMA também podem
formar esporos entre as células do cortex da raiz e no solo na regido em volta da raiz
(Bonfante et al., 2008).

Com uma maior absorcdo de nutrientes e agua, as plantas sdo capazes de
aumentar o crescimento e resisténcia aos estresses abioticos (Hajiboland et al., 2013;
Abdel et al.,, 2016; Moradtalab et al.,, 2019) e bioticos incluindo ao ataque de
patdgenos e insetos que se alimentam da raiz e da parte aérea (Gange, 2001; Pozo
e Azcon-Aguilar, 2007; Smith e Read, 2008; Campos-Soriano et al., 2011; Vannette e
Hunter, 2011; Jung et al, 2012; Schoenherr et al., 2019).

Porém os efeitos dessa resisténcia aos estresses bibticos dependem das
espécies envolvidas (FMA, plantas, insetos e patdgenos) e das condi¢des ambientais
da lavoura (Gange e West, 1994; Gange, 2001, 2007; Gange et al., 2002; Bennett et
al., 2006; Borowicz, 2009; Gehring e Bennett, 2009; Koricheva et al.,2009; Pineda et
al., 2010; Campos-Soriano et al., 2011; Currie et al., 2011; Vannette e Hunter, 2011).

Praticas agricolas como a rotagéo de culturas, uso de culturas de cobertura na
entressafra para acrescentar biomassa vegetal no solo, pode aumentar a diversidade,
abundancia e colonizacdo de FMA (Oehl et al., 2003, 2010; Hijri et al., 2006, Cofre et
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al.,, 2017). Em contrapartida, a monocultura, solos sem cobertura e aplicacbes
intensivas de nutrientes inorganicos como fésforo e nitrogénio pode reduzir FMA na
area (Lehman et al., 2012; Spagnoletti et al. 2018; Higo et al., 2018).

A colonizacdo de FMA nas raizes pode alterar a quantidade e qualidade
nutricional das plantas e influenciar no ataque de patégenos e insetos herbivoros
(Goverde et al., 2000; Gange, 2001; Bennett et al. 2006; Koricheva et al., 2009; Currie
et al.,, 2011). Estudos com soja, demonstraram que plantas colonizadas com FMA,
tiveram um aumento de nitrogénio e fésforo em sua composi¢do (Grimberg et al.,
2015; Cely et al., 2016).

Além disso os FMA podem alterar o metabolismo secundario das plantas
(Hohnjec et al., 2005; Walker et al., 2012), como aumentar as concentracdes de
horménios enddgenos que pode influenciar na alimentagcdo e desenvolvimento dos
insetos herbivoros (Nishida et al., 2010; Gao et al., 2014; Tomczak et al., 2016), e
também alterar a concentracdo e composicao dos terpenodides liberados (Copetta et
al., 2006; Khaosaad et al., 2006; Kapoor et al., 2007; Rapparini et al., 2008). Os
terpendides alteram a atratividade da planta e o comportamento do inseto
(Schausberger et al., 2012; Babikova et al., 2014; Shrivastava et al., 2015; Ulhoa et
al., 2020). Podem ter efeito indireto atraindo predadores e parasitdides da praga e
efeito direto repelindo as pragas (Gange et al., 2003; Guerrieri et al., 2004; Laird e
Addicott, 2007).

Plantas colonizadas por FMAs também podem ser mais atraentes e suscetivel
a insetos-pragas e patdgenos (Roger et al., 2013) ou ndo ter nenhum efeito (He et al.,
2017). Alguns estudos apontam uma tendéncia de insetos mastigadores polifagos
serem afetados negativamente e insetos mastigadores mono6fagos serem afetados
positivamente (Koricheva et al., 2009). Entender as interagdes entre plantas, FMA e
insetos, sao importantes para o MIP, pois os FMA podem ndo sé aumentar a
produtividade das culturas, mas também induzir respostas de defesa (Nogales et al.,
2009; Pozo et al., 2015).
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2.7. Silicio

Silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre (28%),
atrds apenas do oxigénio em abundancia (Richmond e Sussman, 2003; Epstein,
2009). Esse elemento é encontrado na natureza principalmente na forma de silicatos
e dioxido de silicio (Atta et al.,, 2019). Entretanto, a maioria das formas de Si
disponiveis, as raizes das plantas ndo conseguem absorver. A disponibilizacdo para
0S vegetais ocorre através dos longos processos de intemperizacdo (Epstein, 1994).
A maioria dos solos contém concentracfes de Si que variam de 14 a 20 mg / L
(Broadley et al., 2012). As trés formas gerais encontradas no solo sdo o acido
monossilicico (H4SiO4), acido polissilicico [Si (OH) 4]x, e silica amorfa (SiO2) (Bauer
et al.,, 2011). O Si é absorvido no solo pelas plantas somente como &cido
monossilicico, que € formado no solo quando o pH esta abaixo de 9 (Paye et al., 2018).

ApoOs a absorcdo, o H4SiO4 é transportado através do xilema para o caule e
as folhas das plantas (Agostinho, 2016). Ao atingir os espacos intercelulares e
paredes celulares da epiderme, o silicio € polimerizado e depositado como silica
amorfa (SiO2 nH20) (Meena et al., 2014). Com isso é formado uma barreira mecanica
(Massey e Hartley, 2009), que torna os tecidos das plantas mais resistentes a infec¢ao
de patégenos como fungos, bactérias, virus e nematoides (Cruz et al., 2014; Holz et
al., 2015; Zhan et al., 2018; Jiang et al., 2019). Além disso, dificulta a alimentacédo e
digestdo dos insetos herbivoros (Alhousari e Greger, 2018), atrapalhando o seu
desenvolvimento (Hou e Han, 2010). Diversos trabalhos demonstraram que a
aplicacao no solo ou foliar de Si pode aumentar a resisténcia de plantas a insetos-
pragas mastigadores (Kvedaras et al., 2007; Han et al., 2015; Alvarenga et al., 2017;
Villegas et al. 2017; Nascimento et al., 2018, Sousa et al., 2021) e sugadores (Dias et
al., 2014; Almeida et al. 2015; He et al., 2015; Souza et al. 2016).

O acido monossilicico absorvido pelas plantas, também pode induzir as defesas
do tipo constitutiva (sem injuria) e induzida (com injuria) por processos fisiologicos e
biogquimicos (Ma et al., 2004; Liang et al., 2015). O Si pode desencadear a producao
de fitohormdnios promotores de resisténcia, enzimas defensivas e volateis que
repelem os insetos herbivoros e atraem seus inimigos naturais (Gomes et al. 2005;
Ranger et al., 2009; Kvedaras et al., 2010; Peixoto et al., 2011; Reynolds et al. 2016).
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O Si nao é considerado essencial fisiologicamente para o desenvolvimento das
plantas, mas ha diversos relatos que esse elemento é benéfico para as plantas. Além
de aumentar a resisténcia aos estresses bidticos, esse elemento ajuda as plantas a
resistirem a seca (Chen et al., 2011), a salinidade (Liu et al., 2015) e a deficiéncia ou
a toxicidade mineral (Farooq et al., 2016). Pode aumentar a qualidade e a fertilidade
do solo e a eficiéncia do uso de fertilizantes na agricultura (Agostinho, 2016). A
deposicdo de Si nos tecidos vegetais torna as folhas mais eretas, diminuindo o
sombreamento e aumentando a fotossintese (Epstein, 1994). Portanto, as culturas
tratadas com Si podem ter uma melhora no desenvolvimento e na produtividade no
campo (Walsh et al., 2018)

A quantidade de Si absorvido pode variar de acordo com a espécie, genoétipo e
estagio da planta. Além disso, a concentracdo de Sino solo e as condicfes ambientais
sao fatores que também influenciam na absorcédo (Chen et al., 2018). Muitas plantas
acumulam uma quantidade significativa de Si em seus tecidos (Ma e Takahashi,
2002). Em geral, as gramineas (monocotileddneas) como o milho absorvem e
acumulam mais Si do que dicotiledéneas como a soja (Ma e Yamaji, 2015). As plantas
sdo classificadas de acordo com a porcentagem (%) de Si no peso seco, como
acumuladores (acima de 1,0 %), intermediarios (0,5% a 1,0%) e ndo acumuladores
(abaixo de 0,5%) (Ma e Takahashi, 2002; Kaur e Greger, 2019).

A fonte de Si pode ser adquirida pelos produtores por um preco relativamente
barato e esse elemento ndo deixa residuos toxicos nos alimentos e no meio ambiente
(Ukwungwu, 1990). A aplicacéo desse elemento pode ser integrada a outras métodos

de controle como o cultural, o quimico e o biolégico no manejo integrado de pragas.

2.8. Resistencia constitutiva e induzida de plantas a insetos-pragas

As plantas em uma lavoura estdo constantemente sujeitas a diferentes
estresses bidticos e abioticos durante todo o seu ciclo. Estresses bidticos séo
provocados principalmente por insetos-praga, acaros e patdégenos (bactérias, virus,
fungos, nematoides). Estresses abibticos sdo aqueles causados por mudancas de

temperatura, falta de luminosidade, deficiéncia hidrica e nutricional (Kefeli et al.,
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2007). Todos estes fatores sdo responsaveis pela reducdo na produtividade de
culturas importantes em todo o mundo.

Para se proteger ao ataque de insetos herbivoros, as plantas desenvolveram
diferentes mecanismos de defesa, os quais podem ser constitutivos ou induzidos.
Mecanismos constitutivos sado aqueles que sao continuamente expressos e independe
de algum estresse bidtico (injuria de insetos) ou abidtico. Enquanto, os mecanismos
induzidos sé&o expressos somente quando ocorre algum estresse (Stout, 2013; Boica
Junior et al., 2019). Em ambos os mecanismos de defesa a acdo sobre o agente
agressor pode ser direta ou indireta

A defesa direta das plantas contra insetos pode ser de natureza fisica ou
quimica (Kessler e Baldwin, 2002). Na defesa fisica as plantas podem utilizar de suas
caracteristicas morfolégicas tais como espinhos, pilosidades, tricomas ou aumentar a
deposicdo de substancias quimicas como cutinas, ceras e silicatos nas folhas
formando uma “barreira” fisica. Todas estas caracteristicas fisicas tém um efeito direto
sobre o inseto agressor impedindo ou evitando a sua atuacao na planta (Baldin et al.,
2018; Baldin et al., 2019). Na defesa quimica direta as plantas produzem compostos
volateis e ndo volateis nos locais da injuria ou de forma sistémica. Esses compostos
guimicos podem repelir ou afetar o desenvolvimento dos insetos herbivoros, através
da toxicidade ou reduzindo a digestibilidade dos tecidos vegetais (De Moraes et al.,
1998; Moraes et al., 2005, 2008; Poelman e Dicke, 2014; Ulhoa et al., 2020).

As defesas indiretas agem principalmente atraindo organismos do terceiro
nivel tréfico, os inimigos naturais dos insetos herbivoros (parasitoides ou predadores).
As plantas produzem compostos volateis derivados do metabolismo secundario que
sao sinais que ajudam os inimigos naturais a localizarem seus hospedeiros ou presas
(Turlings e Erb, 2018; Ulhoa et al., 2020). Além disso, as plantas podem fornecer
abrigo e nectérios extraflorais que sao usados como alimento alternativo aos inimigos
naturais (Yamawo e Suzuki, 2018).

A resisténcia de plantas a insetos é classificada em trés tipos: antixenose,
antibiose e tolerancia (Smith, 2005; Stout, 2013). A antixenose € quando a planta evita
0 inseto para alimentacdo, abrigo e oviposicdo, geralmente € causado por
caracteristicas fisicas da planta ou por compostos volateis liberados pela planta. A

resisténcia do tipo antibiose afeta negativamente a biologia dos insetos devido as
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caracteristicas da planta. Ao se alimentar, os insetos diminuem o potencial
reprodutivo, devido a fatores como: mortalidade elevada da fase imatura, baixa
emergéncia de adultos, reducdo no tamanho e peso dos individuos, além de
alteracOes na longevidade, oviposicdo, mortalidade, fecundidade e alongamento de
ciclo. As causas da antibiose estdo relacionadas principalmente a presenca de
compostos quimicos das plantas. A tolerancia ocorre quando um genaotipo é menos
danificado que os demais em condi¢des iguais de infestagdo dos insetos e sem que
haja efeito no comportamento ou na biologia desses. O genotipo tolerante pode
apresentar a capacidade de suportar e regenerar as areas injuriadas pelo inseto e
apresentar producdo semelhante a de plantas nao injuriadas em condicdes similares
(Boica Junior et al., 2012; Baldin et al., 2018; Boica Junior et al., 2018; Baldin et al.,
2019; Ulhoa et al., 2020).

Quando uma planta é considerada resistente, ela expressa caracteristicas
fenotipicas codificadas por genes especificos em seu genoma, que causam menor
dano por insetos herbivoros em comparacdo a plantas submetidas as mesmas
condicdes (Boica Junior et al., 2017b). Portanto a avaliacdo e selecao de plantas
resistentes a insetos deve ser comparativa com genotipos suscetiveis e resistentes
sob condicfes experimentais semelhantes (Smith, 2005).

Plantas resistentes a insetos apresentam diversas vantagens, entre elas reduzir
as populacdes das pragas, sem causar sérios desequilibrios nos agroecossistemas.
Diminui a aplicacdo de inseticidas quimicos e consequentemente abaixa os custos de
producdo, ndo acumula residuos téxicos nos alimentos e no meio ambiente. Além
disso, a utilizacdo € simples (ndo precisa de muito conhecimento do agricultor) e ndo
interfere na colheita (sem periodo de caréncia). O uso de resisténcia de plantas a
insetos pode ser incorporado no Manejo Integrado de Pragas (MIP), conjuntamente
com outros métodos como inseticidas quimicos seletivos, controle bioldgico, controle
cultural, controle comportamental com o uso de feromonios e outros. Apesar de muitas
vantagens, € importante entender que uma variedade resistente a inseto pode nao ser
altamente produtiva e néo ter resisténcia a todas as pragas, a fitopatdgenos ou
estresses abidticos, por isso €é importante avaliar outros parametros. No
desenvolvimento de uma cultivar, o melhoramento para transferir as caracteristicas

genéticas de resisténcia (cruzamentos) é um processo que demanda tempo. Além
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disso, em uma lavoura com monocultivo (apenas um genoétipo) pode causar
desequilibrio nos agroecossistemas, influenciando ndo sé as pragas, mas também os
inimigos naturais (Smith, 2005; Vendramim e Guzzo, 2009; Boi¢a Junior et al., 2013;
Mitchell et al., 2016; Baldin et al., 2019).
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CAPITULO 2 - Resisténcia constitutiva em genétipos de feijdo a Chrysodeixis

includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO - O cultivo do feijoeiro possui grande importancia socioecondémica no Brasil.
Apesar de se destacar no “ranking” mundial de producéo, a produtividade brasileira
vem sendo afetada pela ocorréncia da lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis
includens. O controle desse inseto na cultura do feijdo tem sido realizado
principalmente através da aplicacao de inseticidas quimicos. Entretanto, o uso desse
método vem causando impactos negativos para a saude humana, o meio ambiente e
0s inimigos naturais. Além disso, vem contribuindo para o surgimento de populacdes
de pragas resistentes. Por essas razfes, a busca de outros métodos de controle para
um Manejo Integrado de Pragas (MIP) é fundamental. O uso de gendtipos resistentes
a insetos-praga € uma estratégia promissora, pois as plantas possuem complexos
mecanismos de defesa contra os herbivoros, os quais podem ser constitutivos
(expressos independente de algum estresse) ou induzidos (expressos quando ocorre
estresse). Plantas resistentes, podem reduzir a populacdo das pragas, diminuir a
aplicacao de inseticidas quimicos, abaixar os custos do produtor, diminuir residuos
nos alimentos e meio ambiente. Além disso, a utilizacdo € simples e pode ser
incorporado no MIP, conjuntamente com outros métodos de controle. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de possiveis fontes de resisténcia
constitutiva de doze gendtipos comerciais de feijoeiro a C. includens (IAC Polaco, IAC
1850, ANFC 9, DAMA, IAC Sintonia (Nova selecéo), IAC Sintonia (Antiga selecao),
IAC Imperador, BRS Sublime, Pérola, BRS FC 402, BRS Estilo e BRS MG Madre
pérola). A preferéncia alimentar foi avaliada por testes com e sem chance de escolha,
utilizando-se discos foliares e determinando-se a porcentagem de lagartas presentes
nos discos foliares e a area foliar consumida. O desenvolvimento bioldgico foi avaliado
por parametros de crescimento, como peso, periodo de desenvolvimento e
sobrevivéncia. Analisando os dados, BRS MG Madrepérola (antixenose e antibiose),
BRS Sublime (antixenose) e IAC 1850 (antibiose) foram resistentes. Em contraste,
IAC Sintonia (Antiga selecéo), IAC Sintonia (Nova selecédo) e IAC Imperador foram
suscetiveis. Os resultados deste trabalho sdo importantes para a selecdo de novas
fontes de resisténcia do feijdo a C. includens, visto que existem poucos estudos de
resisténcia do feijoeiro com essa praga. Investigacbes adicionais devem ser
realizadas para identificar 0os mecanismos responsaveis pela resisténcia a C.
includens para aumentar sua expressao ou incorpora-los no feijoeiro em programas
de melhoramento genético. Além disso, avaliar a resisténcia e produtividade/producao
no campo, para viabilizar o plantio em grande escala desses genoétipos pelos
produtores de feijao.

Palavras-chave: antibiose, antixenose, lagarta-falsa-medideira, Phaseolus vulgaris,
resisténcia constitutiva, resisténcia de plantas a insetos
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CHAPTER 2 - Constitutive resistance of bean genotypes to Chrysodeixis
includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT - Bean cultivation has great socioeconomic importance in Brazil. Despite
standing out in the world production ranking, Brazilian productivity has been affected
by the occurrence of the caterpillar Chrysodeixis includens. The control of this insect
in the bean crop has been carried out mainly through the application of chemical
insecticides. However, the use of this method has had negative impacts on human
health, the environment and natural enemies. In addition, it has contributed to the
emergence of resistant pest populations. For these reasons, the search for other
control methods for Integrated Pest Management is essential. The use of insect-pest
resistant genotypes is a promising strategy, as plants have complex defense
mechanisms against herbivores, which can be constitutive (expressed independently
of some stress) or induced (expressed when stress occurs). Resistant plants can
reduce the population of pests, reduce the application of chemical insecticides, lower
producer costs, reduce residues in food and the environment. Furthermore, it is simple
to use and can be incorporated into the MIP, together with other control methods.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the expression of possible sources
of constitutive resistance of twelve commercial common bean genotypes to C.
includens (IAC Polaco, IAC 1850, ANFC 9, DAMA, IAC Sintonia (Nova selecédo), IAC
Sintonia (Antiga selecédo), IAC Imperador, BRS Sublime, Pérola, BRS FC 402, BRS
Estilo and BRS MG Madre Pérola). Food preference was evaluated by free-choice and
free-choice tests, using leaf discs and determining the percentage of caterpillars
present on leaf discs and the leaf area consumed. Biological development was
assessed by growth parameters such as weight, developmental period and survival.
Analyzing the data, BRS MG Madrepérola (antixenosis and antibiosis), BRS Sublime
(antixenosis) and IAC 1850 (antibiosis) were resistant. In contrast, IAC Sintonia (Antiga
selecao), IAC Sintonia (Nova selecdo) and IAC Imperador were susceptible. The
results of this work are important for the selection of new sources of common bean
resistance to C. includens, since there are few studies of common bean resistance to
this pest. Additional investigations should be carried out to identify the mechanisms
responsible for resistance to C. includens to increase their expression or to incorporate
them into common bean in genetic improvement programs. In addition, to evaluate the
resistance and productivity/production in the field, to enable the large-scale planting of
these genotypes by bean producers.

Keywords: antibiosis, antixenosis, constitutive resistance, Phaseolus vulgaris, plant
resistance to insects, The soybean looper
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1. Introducéo

O cultivo do feijdo (Phaseolus vulgaris) (L.), possui grande importancia
socioeconémica no mundo e no Brasil. No “ranking” mundial, o Brasil € um dos
maiores produtores (FAO, 2022). Considerando as trés safras em 2020/21, a
producdo nacional de feijdo foi de 2,88 milhdes de toneladas em uma é&rea de 2,92
milhdes de hectares, com produtividade média de 984 kg/ha (CONAB, 2021). Esse
grao é um alimento muito importante na dieta da populacéo brasileira (DEPEC, 2017),
representando também importante fonte de emprego e renda no campo.

Apesar de ser um dos maiores produtores do mundo de feijao, a produtividade
brasileira vem sendo afetada negativamente pela presenca de diversos insetos-praga,
destacando-se a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Quintela 2009; Baldin et al. 2014; Quintela e Barbosa 2015).
Essa lagarta se alimenta do tecido vegetal, sendo que as nervuras centrais e laterais
permanecem intactas, com isso as folhas apresentam um aspecto rendilhado (Herzog,
1980; Bueno et al., 2007). Somente uma lagarta pode consumir de 80 a 200 cm? de
area foliar durante toda a fase larval (Bueno et al. 2011).

O método mais utilizado para seu controle no campo é a aplicacdo de
inseticidas quimicos. No entanto, essa praga esta adquirindo resisténcia aos
inseticidas e o habito de se abrigarem abaixo das folhas nos tercos médio ou inferior
dificulta o contato com os produtos (Bernardi et al., 2012; Baldin et al., 2014; Specht
et al., 2015). Além disso, existem varios problemas derivados do uso de inseticidas
qguimicos, principalmente os relacionados a saude humana (Li, 2018), ao impacto
ambiental (Tudi et al.,, 2021) e aos inimigos naturais (predadores, parasitoides e
fungos entomopatogénicos) (Geiger et al., 2010; Pereira et al., 2018), que atuam como
agentes de controle bioldgico no campo (Bueno et al., 2017).

O uso de genotipos resistentes pode ser uma alternativa ao controle quimico,
pois as plantas possuem complexos e sofisticados mecanismos de defesa contra os
herbivoros (Smith e Clement, 2012; Mitchell et al., 2016; Boica Junior et al., 2017a, b).
Plantas resistentes a insetos apresentam diversas vantagens, entre elas reduzir as
populacbes das pragas, sem causar serios desequilibrios nos agroecossistemas.

Diminui a aplicacdo de inseticidas quimicos e consequentemente abaixa 0s custos de
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producdo, ndo acumula residuos téxicos nos alimentos e no meio ambiente. Além
disso, a utilizacdo de variedades resistentes € simples (ndo precisa de muito
conhecimento do agricultor) e ndo interfere na colheita, sem periodo de caréncia que
é caracteristico dos inseticidas. O uso de resisténcia de plantas a insetos pode ser
incorporado no manejo integrado de pragas, conjuntamente com outras estratégias
de controle.

Apesar de muitas vantagens, é importante entender que uma variedade
resistente a inseto-praga pode ndo ser altamente produtiva e nao ter resisténcia a
todas as pragas, a fitopatdgenos ou estresses abidticos, por isso € importante avaliar
outros parametros como produtividade e resisténcia a outros elementos estressores.
No desenvolvimento de uma cultivar, 0o melhoramento para transferir as caracteristicas
genéticas de resisténcia (cruzamentos) € um processo que demanda tempo. Além
disso, em uma lavoura com monocultivo (apenas um genoétipo) pode causar
desequilibrio ecolégico nos agroecossistemas, influenciando ndo s6 as pragas, mas
também os inimigos naturais (Smith, 2005; Vendramim e Guzzo, 2009; Boica Janior
et al., 2013; Mitchell et al., 2016; Baldin et al., 2019).

As plantas ao longo do processo coevolutivo desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa contra insetos herbivoros, 0s quais podem ser constitutivos ou
induzidos. Mecanismos constitutivos sdo aqueles que sdo continuamente expressos
e independes de algum estresse biotico (injuria de insetos) ou abidtico (déficit hidrico).
Enquanto, os mecanismos induzidos sdo expressos somente quando ocorre algum
estresse. Em ambos os mecanismos de defesa a acdo sobre o agente agressor pode
ser direta ou indireta (Boica Junior et al., 2019).

A defesa direta pode ser de natureza fisica ou quimica (Kessler e Baldwin
2002). Na defesa fisica as plantas podem utilizar suas caracteristicas morfolégicas
para causar efeitos negativos sobre o inseto agressor, impedindo ou evitando sua
atuacdo na planta (Baldin et al., 2018; Baldin et al., 2019). Na defesa quimica direta,
as plantas produzem compostos volateis e/ou ndo volateis que podem repelir ou afetar
o desenvolvimento dos insetos herbivoros, pela toxicidade ou reduzindo a
digestibilidade dos tecidos vegetais (Poelman e Dicke, 2014; Ulhoa et al., 2020). As
defesas indiretas agem principalmente atraindo os inimigos naturais (parasitoides e/ou

predadores) desses herbivoros, com as plantas normalmente produzindo compostos
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volateis que sdo sinais que ajudam 0s inimigos naturais a localizarem seus
hospedeiros ou presas (Turlings e Erb, 2018; Magalhées et al., 2019; Ulhoa et al.,
2020).

A resisténcia de plantas a insetos é classificada em trés tipos: antixenose,
antibiose e tolerancia (Smith, 2005; Stout, 2013). A antixenose e quando a planta evita
o inseto para alimentacdo, abrigo e oviposicdo, geralmente € causado por
caracteristicas fisicas da planta ou por compostos voléateis liberados por ela (Baldin et
al., 2018; Baldin et al., 2019; Ulhoa et al., 2020). A resisténcia do tipo antibiose afeta
negativamente a biologia dos insetos devido as caracteristicas da planta que atuam
apos a ingestdo pelo inseto, diminuindo o potencial reprodutivo, devido a fatores
como: mortalidade elevada da fase imatura, baixa emergéncia de adultos, redugéo no
tamanho e peso dos individuos, além de alteracdes na longevidade, oviposicao,
mortalidade, fecundidade e alongamento de ciclo. As causas da antibiose estédo
relacionadas principalmente a presenca de compostos quimicos das plantas. A
tolerancia ocorre quando um genétipo € menos danificado que os demais em
condi¢cdes iguais de infestacdo pelos herbivoros, sem que haja efeito no
comportamento ou na biologia desses. O genotipo tolerante pode apresentar a
capacidade de suportar e regenerar as areas injuriadas pelo inseto e apresentar
producdo semelhante a de plantas ndo injuriadas em condicGes similares (Boica
Junior et al., 2012; Baldin et al., 2018; Boica Junior et al., 2018; Baldin et al., 2019).
Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi verificar possiveis fontes de resisténcia
constitutiva de doze gendtipos comerciais de feijoeiro a C. includens através de testes

de preferéncia alimentar e antibiose.

2. Material e métodos

2.1. Condigcbes experimentais

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacéo e no Laboratorio de
Resisténcia de Plantas a Insetos da Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias (UNESP/FCAYV), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil.
Todos os ensaios em laboratorio foram conduzidos em sala climatizada com

temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 70 £ 10%, e fotoperiodo de 12L: 12E.
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2.2. Plantas

Foram avaliados os gendtipos comerciais de feijdo IAC Polaco, IAC 1850,
ANFC 9, DAMA, IAC Sintonia (Nova selecao), IAC Sintonia (Antiga selecao), IAC
Imperador, BRS Sublime, Pérola, BRS FC 402, BRS Estilo e BRS MG Madre pérola,
em relacdo a possibilidade de ocorréncia de fontes de resisténcia constitutiva. Esses
materiais foram escolhidos pois s&o comercializados no Brasil e fazem parte do banco
de germoplasma ativo do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMPRAPA). Além disso, ndo possuem trabalhos
na literatura buscando fontes de resisténcia desses gendétipos a C includens, exceto
0s genotipos Pérola (Morando et al., 2015, 2017) e ANFC 9 (Pastorio, 2020).

As plantas de feijao foram cultivadas em vasos de polietileno de 5 L de volume
contendo solo (Latossolo Vermelho Distrofico), areia e esterco bovino curtido, na
proporcao de 3:1:1. Os vasos com as plantas de feijdo foram mantidos em casa de
vegetacdo vedada com tela antiofidica até sua utilizacdo nos ensaios, para evitar
contato com pragas. A irrigacdo das plantas foi realizada a cada 2 dias de forma

manual usando uma mangueira.

2.3. Insetos

Os insetos utilizados nos experimentos foram provenientes de uma criagao
mantida no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos da UNESP/FCAYV,
Jaboticabal, SP. Esta criacdo de C. includens foi iniciada a partir de ovos provenientes
de uma linhagem mantida em dieta artificial (Greene et al., 1976) do Laboratoério de
Biologia de Insetos da Universidade de Sao Paulo, Escola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz" (USP/ESALQ), Piracicaba, S&o Paulo, Brasil.

Os insetos foram mantidos e criados em sala climatizada com temperatura de
25 + 2°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotoperiodo de 12L: 12E. As lagartas de
terceiro instar foram individualizadas em recipientes plasticos com 4,5 cm de diametro
e 5 cm de altura (Potes Copaza®), contendo dieta artificial ao fundo (Greene et al.,
1976).

Quando os insetos atingiram o estagio de pupa, foram transferidos para caixas

do tipo gerbox (comprimento de 11 cm, largura de 11 cm e altura de 3,5 cm) forradas
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com papel filtro ao fundo até a emergéncia dos adultos. Apés a emergéncia dos
adultos, casais de C. includens foram transferidos para gaiolas confeccionadas a partir
de um tubo de PVC com dimensdes de 19,5 cm de diametro e 19,5 cm de altura,
coberta por tecido “voile” e revestida internamente com papel sulfite como substrato
de oviposicao. No fundo da gaiola foi colocado um prato plastico de 22 cm de diametro
revestido com papel sulfite. Para a alimentacdo dos adultos utilizou-se uma solucéo
de mel a 10% embebida em um pedago de algodao acondicionado dentro frascos de
vidro de 4,5 cm de diametro por 4,0 cm de altura. As gaiolas foram colocadas em
estantes.

ApoOs a oviposigao, os ovos contidos no tecido “voile” e papel sulfite foram
retirados e transferidos para recipientes plasticos de 12 cm de didmetro e 15 cm de
altura (Potes Copaza®) contendo dieta artificial (Greene et al., 1976) ao fundo para a
permanéncia das lagartas recém-eclodidas. Apds atingir o terceiro instar, as lagartas
foram transferidas e individualizadas com o auxilio de um pincel fino umedecido para
potes plasticos de 100 mL (4,5 cm de didametro e 5 cm de altura) contendo a mesma

dieta artificial, como previamente descrito.

2.4. Preferéncia alimentar de Chrysodeixis includens

Os Trifélios (folha trifoliada) provenientes dos gendtipos avaliados foram
coletados no terco médio de plantas com 25 dias cultivadas em casa de vegetacao.
Apés coleta, foliolos foram levados ao laboratério e enxaguados em agua corrente, e
em seguida secos em papel toalha a temperatura ambiente. Para a avaliacdo da
preferéncia alimentar de C. includens, foram usados discos foliares com diametro de
3,0 cm.

No teste com chance de escolha, os discos foliares das cultivares foram
distribuidos em arenas confeccionadas com bandejas circulares de aluminio de 35 cm
de didametro forradas com papel filtro umedecido com agua. Duas lagartas de terceiro
instar de C. includens por cultivar (tratamento) foram liberadas no centro da arena (24
lagartas no total) com auxilio de um pincel fino. A atratividade das lagartas foi
observada apos 5, 15, 30 minutos, 1, 3, 6, 12 horas do inicio do experimento,
contabilizando a quantidade de lagartas em contato com o disco foliar nesses

periodos. Ap6s 24 horas ou quando cerca de 75% da éarea foliar de um dos
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tratamentos foi consumida, a porcentagem de injuria foi determinada por imagens
capturadas a partir de um scanner (HP, modelo D110a Photosmart Multifuncional
Wireless) e analisadas pelo software ImageJ (versdol.51). O delineamento foi em
blocos ao acaso com 10 repeticbes, sendo cada repeticao representada por uma
arena contendo todos os tratamentos.

No teste sem chance de escolha, discos foliares de cada cultivar foram
individualizados em placas de Petri de 9 cm de didametro forrada com papel filtro
umedecido com agua deionizada. Em seguida, duas lagartas de terceiro instar foram
liberadas em cada placa. As avaliacdes de atratividade e area foliar consumida foram
semelhantes aquelas realizadas no teste com chance de escolha. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10 repeticbes, sendo cada unidade
experimental constituida por uma placa de Petri.

2.5. Antibiose

Trifolios (folha trifoliada) dos gendtipos foram coletados no terco médio de
plantas com 25 dias cultivadas em casa de vegetacdo. ApGs coleta, os foliolos foram
levados ao laboratério, e imersos em solugéo de hipoclorito de sddio a 0,05% por dois
minutos, enxaguadas em agua corrente, e em seguida secas em papel toalha a
temperatura ambiente.

Os foliolos foram individualizados em potes de polietileno com dimensées de 6
cm de didmetro e 5 cm de altura contendo papel filtro umedecido com agua. Em
seguida, uma lagarta recém-eclodida (menos de 24 horas) de C. includens foi liberada
em cada pote, contendo folhas dos respectivos tratamentos. As folhas foram
oferecidas a vontade durante todo o periodo larval de C. includens. A retirada dos
excrementos das lagartas do interior dos potes foi feita sempre que necessario, a
umidificacdo ou troca do papel filtro também. Lagartas com 10 dias e Pupas com 24
horas foram pesadas em uma balanca analitica de precisdo 0,0001 g (Modelo
Adventurer AR2140, 2013, Ohaus®, Florham, Park, NJ, EUA).

Quando os insetos atingiram a fase de pupa os potes foram limpos e o
oferecimento do alimento foi interrompido. Os seguintes parametros biologicos foram

avaliados nesse ensaio: periodo e viabilidade larval, pupal e de larva-adulto, razdo
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sexual, pesos de lagartas com 10 dias de idade e pupas com 24 horas; deformacao

de pupas e adultos e longevidade dos adultos sem alimento.

2.6. Analise de dados

Os dados de area foliar consumida (preferéncia alimentar) e antibiose foram
submetidos ao teste de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias,
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Em seguida foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Teste F. Quando significativo, as
médias da preferéncia alimentar e as médias de antibiose (12 tratamentos e 50
repeticdes) foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) através do software
estatistico SAS® versao 9.4.

Nos testes de preferéncia alimentar com chance de escolha o delineamento foi
em blocos ao acaso com 10 repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma
arena contendo todos os tratamentos. Nos testes de preferéncia alimentar sem
chance de escolha, o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10
repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida por uma placa de Petri.

Os indices de atratividade (IA) foram calculados pela férmula: IP = 2C/(C+S)
(Kogan e Goeden, 1970), onde S = numero de lagartas presentes no genétipo
determinado como padrdo de suscetibilidade (Pérola); C = nimero de lagartas
presentes no genétipo a ser avaliado. O gendtipo Pérola, foi escolhido como padréao
de suscetibilidade a C. includens, pois € um material comercial suscetivel a
desfolhadores (Morando et al. 2015). Para os célculos, foi observada apos 5, 15, 30
minutos, 1, 3, 6, 12 horas do inicio do experimento, a média de lagartas presentes em
cada genotipo. Foi utilizado o programa Microsoft Power Point para fazer os graficos.

3. Resultados

3.1. Preferéncia alimentar de Chrysodeixis includens

Os resultados demonstraram no teste com chance de escolha, que o0 niumero

meédio de lagartas de C. includens atraidas pelos genadtipos de feijdo diferiu aos 15
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minutos (F = 2,92; df = 9; p = 0,0022) e aos 30 minutos (F = 1,82; df = 9; p = 0,0597)
apos o inicio do teste. O menor numero meédio de lagartas nesses periodos foi
observado nos genétipos BRS MG Madrepérola, BRS Sublime e IAC Polaco (Tabela
1). Esses gendtipos foram considerados deterrentes de acordo com o indice de
atratividade, e o restante dos genotipos foram classificados como estimulantes (Figura
1). No gendtipo IAC Sintonia (Antiga selecédo) foi observado o maior nimero de
lagartas atraidas (Tabela 1), sendo considerado o genétipo mais estimulante no teste
com chance de escolha (Figura 1). Nao houve diferenca estatistica de desfolha das
lagartas entre os tratamentos. Porém, os discos foliares dos genoétipos BRS MG
Madrepérola, BRS Sublime e IAC Polaco classificados como deterrentes, foram
menos consumidos. Os gendtipos IAC Sintonia (Antiga selecao) e IAC Imperador

foram mais consumidos pelas lagartas (Tabela 1; Figura 2).
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Tabela 1. Namero médio (+ EP) de lagartas de Chrysodeixis includens em discos de
folhas de feijao e area foliar consumida (cms3) no teste com chance de escolha de
diferentes génotipos de feijao.

Genétipos Minutos Area foliar
5 15 30 consumida

IAC Polaco 0,60+0,22a 0,60+0,22bc 1,00+0,26ab 1,75+0,32a
IAC 1850 1,20+0,29a 1,70+0,33ab 1,40+0,37ab 1,79%+0,35a
ANFC 9 1,10+ 0,43a 1,40+0,34abc 1,30+0,33ab 1,81+0,27 a
DAMA 1,00+0,39a 1,10+0,35abc 1,00+0,39ab 2,12+0,45a
IAC Sintonia (Nova) 1,40+0,30a 1,50+0,27abc 1,70+0,30ab 2,17+0,43 a
IAC Sintonia (Antiga) 1,40+0,40a 2,20+0,44a 2,20+0,39 a 295+0,51a
IAC Imperador 1,30+0,42a 1,60+0,34abc 150+0,37ab 2,87+0,52a
BRS Sublime 0,80+0,29a 1,00+0,33abc 0,80+0,33ab 1,35+0,32a
Pérola 0,60+0,27a 0,90+0,28abc 1,10+0,28ab 2,10+0,57 a
BRS FC 402 1,20+0,47a 150+0,34abc 150+0,34ab 2,61+0,41a
BRS Estilo 0,80+0,20a 1,30+0,26abc 1,80+0,42ab 2,00+0,33a
BRS MG Madrepérola 0,20+0,13a 0,20+0,13¢c 0,60+0,16 b 1,42+0,22 a
F 1,16 2,92 1,82 1,66
p 0,322"s 0,0022 0,0597 0,0948"s

Genotipos Horas

1 3 6 12

IAC Polaco 1,00+0,26a 1,30+0,33a 1,80+0,42a 1,80%+0,20a
IAC 1850 1,40+0,31a 1,70%x0,26 a 200+0,30a 1,60%+0,27 a
ANFC 9 1,70+0,33a 1,80+0,25a 200+0,30a 1,70+0,37 a
DAMA 1,20+0,42a 1,60+0,37 a 1,80+0,42a 2,30%+0,40a
IAC Sintonia (Novo) 1,90+0,38a 2,30+0,37a 2,10+0,18a 1,40%+0,27 a
IAC Sintonia (Antigo) 1,90+0,43a 2,10+041la 220+0,36a 1,70+x0,30a
IAC Imperador 1,70+ 0,40a 2,20%+0,36a 260+045a 150%+0,31a
BRS Sublime 1,00+0,30a 1,00%+0,33a 1,10+ 0,28a 1,60+0,40 a
Pérola 0,90+0,28a 1,80+0,42a 1,80+0,42a 1,80+0,36a
BRS FC 402 1,20+ 0,25a 1,80+0,29a 200+0,26a 2,80%+0,33a
BRS Estilo 200+0,45a 2,00+x0,42a 230+0,37a 1,80+0,33a
BRS MG Madrepérola 0,70+0,21a 1,10+0,31a 1,20+ 0,25a 1,60%+0,22a
F 1,61 1,34 1,42 1,37
p 0,1064"s 0,2157"S 0,1762" 0,1982"s

Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p <0,05); ns = ndo significativo
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Figura 1. indice de atratividade de lagartas de Chrysodeixis includens em genétipos
de feijdo em teste com chance de escolha.
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Figura 2. Area foliar consumida (cm2 + EP) de genotipos de feijdo por lagartas de
Chrysodeixis includens em teste com chance de escolha. Barras com diferentes letras
diferem significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05).
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No teste sem chance de escolha, houve diferenca significativa no namero
meédio de lagartas nos diferentes tratamentos somente aos 30 minutos apos o inicio
do teste (F = 1,96; df = 9; p= 0,0395). O menor niumero médio de lagartas nesse
periodo foi observado em ordem crescente nos discos foliares dos gendtipos BRS
Sublime, BRS Estilo, ANFC 9 e BRS MG Madrepérola (Tabela 2). Esses genétipos
foram considerados deterrentes, com as folhas de BRS Sublime apresentando a maior
deterréncia, de acordo com o indice de atratividade. O restante dos genétipos foram
classificados como estimulantes (Figura 3). Nos gendtipos IAC Sintonia (Antiga
selecéo), IAC Sintonia (Nova selecéo) e IAC Imperador foi observado o maior nimero
de lagartas atraidas (Tabela 2), sendo considerados os genétipos mais estimulantes.
O gendtipo IAC Imperador foi 0 mais estimulante para as lagartas de C. includens no
teste sem chance de escolha (Figura 3). Diferencas significativas foram observadas
em relacdo a desfolha das lagartas (F = 4,15; p < 0,0001). No gendtipo BRS Sublime
teve significativamente a menor area foliar consumida e o gendtipo BRS MG

Madrepérola a maior &rea foliar consumida (Tabela 2; Figura 4).
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Tabela 2. Numero médio (+ EP) de lagartas de Chrysodeixis includens em discos de
folhas de feijao e é&rea foliar consumida (cm3) no teste sem chance de escolha de
diferentes génotipos de feijao.

Genotipos Minutos Area foliar
5 15 30 consumida

IAC Polaco 1,70+0,15a 1,80+0,13a 1,80+0,13ab 2,43+0,23ab
IAC 1850 1,70+0,15a 1,90+0,10a 1,80+0,13ab 1,92+0,23abc
ANFC 9 1,50+0,17a 1,60+0,16a 1,70+0,15ab 1,77+0,24bc
DAMA 1,50+0,17a 1,50+0,17a 1,80+0,13ab 2,09+0,23abc
IAC Sintonia (Nova) 1,80+0,13a 1,50+0,17a 1,90+0,10a 1,64+0,11bc
IAC Sintonia (Antiga)  1,90+0,10a 1,80+0,13a 1,90+0,10a 1,90+0,21abc
IAC Imperador 1,80+0,13a 1,90+0,10a 1,90+0,10a 2,34+0,22ab
BRS Sublime 1,30+0,26a 1,60+0,16a 1,20+0,25b 1,22+0,13c
Pérola 1,60+0,16a 1,40+0,22a 1,80+0,13ab 2,05+0,17abc
BRS FC 402 1,70+0,15a 1,60+0,16a 1,80+0,13ab 1,88+0,15abc
BRS Estilo 1,40+0,22a 1,30+0,21a 1,50+0,16ab 1,87+0,13bc
BRS MG Madrepérola 1,30+0,21a 1,40+0,22a 1,80+0,13ab 2,81+0,25a
F 1,33 1,47 1,96 4,15
p 0,2161" 0,1553" 0,0395 <0,0001

Genotipos Horas

1 3 6 12

IAC Polaco 1,90+0,10a 1,90+0,10a 1,90+0,10a 1,80+0,13a
IAC 1850 1,90+0,10a 1,90+0,10a 1,90+0,10a 1,70+0,15a
ANFC 9 1,90+0,10a 1,70+0,15a 1,90+0,10a 2,00+0,00a
DAMA 2,00+0,00a 2,00+0,00a 2,00+0,00a 2,00+0,00a
IAC Sintonia (Nova) 1,90+0,10a 2,00+0,00a 2,00+0,00a 1,80+0,13a
IAC Sintonia (Antiga)  1,90+0,10a 1,90+0,10a 2,00+0,00a 1,70+0,15a
IAC Imperador 1,90+0,10a 1,90+0,10a 2,00+0,00a 2,00+0,00a
BRS Sublime 1,60+0,16a 1,80+0,13a 1,80+0,13a 1,90+0,10a
Pérola 2,00+0,00a 2,00+0,00a 1,90+0,10a 1,80+0,13a
BRS FC 402 2,00+0,00a 2,00+0,00a 2,00+0,00a 1,90+0,10a
BRS Estilo 1,90+0,10a 2,00+0,00a 2,00+0,00a 2,00+0,00a
BRS MG Madrepérola 1,90+0,10a 1,90+0,10a 2,00+0,00a 1,80+0,13a
F 1,23 1,16 0,94 1,16
p 0,2779" 0,3253" 0,5017" 0,3226

Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p <0,05); ns = ndo significativo
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Figura 4. Area foliar consumida (cm? + EP) de genétipos de feijéo por lagartas de
Chrysodeixis includens em teste sem chance de escolha. Barras com diferentes letras
diferem significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05).
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3.2. Antibiose

No experimento de antibiose, de 50 lagartas (repeticdes), apenas duas
alimentadas com folhas do genoétipo BRS MG Madrepérola chegaram a fase de pupa
e somente um individuo chegou a fase adulta. Devido ao baixo nimero de repeticoes,
nao foi possivel fazer a andlise estatistica desse gendtipo nos parametros de duragéo
das fases larval e pupal, peso pupal, viabilidade pupal, longevidade dos adultos e
razao sexual, demonstrando que esse genotipo possui alta resisténcia constitutiva por
antibiose, com baixos numeros de insetos que atingiram a fase pupal (4%) e adulta
(2%). Os demais gendtipos tiveram um numero significativamente maior de lagartas
gue completaram a fase larval e pupal respectivamente: IAC Polaco (27 e 13), IAC
1850 (22 e 7), ANFC 9 (25 e 15), DAMA (24 e 8), IAC Sintonia - Nova selecédo (26 e
18), IAC Sintonia - Antigo (29 e 12), IAC Imperador (35 e 26), BRS Sublime (28 e 12),
Pérola (21 e 5), BRS FC 402 (18 e 9), BRS Estilo (21 e 10) (Tabela 3).

As porcentagens de lagartas que completaram a fase larval (viabilidade) entre
0s genotipos ndo foram significativas, exceto o BRS MG Madrepérola que diferiu dos
demais genotipos na viabilidade larval (F = 4,66; p < 0,0001). Na viabilidade pupal ndo
teve diferenca entre os 11 gendtipos comparados (F = 1,63; p = 0,1307). Porém no
gendtipo BRS FC 402 foi observado a segunda menor viabilidade larval, somente 36%
das lagartas chegaram na fase de pupa. O gendtipo Pérola apresentou a menor
viabilidade pupal, ou seja apenas 22,67% das pupas emergiram adultos. Em
contraste, no gendtipo IAC Imperador foi observado a maior viabilidade larval (70 %)
e a maior viabilidade pupal, 73,79% das pupas atingiram a fase adulta. Na andlise de
viabilidade do ciclo (lagarta-adulto) houve diferenca estatistica entre os 12 genétipos
(F = 3,33; p = 0,0018). O IAC Imperador teve significativamente a maior viabilidade
(52%), ou seja, das 50 lagartas avaliadas 26 atingiram a fase adulta. Nos genétipos
BRS MG Madrepérola (2%), Perola (10%), IAC 1850 (14%), DAMA (16%) e BRS FC
402 (18%) foi observado as menores viabilidades, diferindo dos demais genotipos
(Tabela 3).
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Tabela 3. Médias (+ EP) de viabilidade (%) de Chrysodeixis includens alimentados
com genotipos de feijdo nas fases larval e pupal, sob condi¢des de laboratorio.

Gendtipos

Viabilidade (%)

Fase larval

Fase pupal

Ciclo (lagarta-adulto)

IAC Polaco

IAC 1850

ANFC 9

DAMA

IAC Sintonia (Nova)
IAC Sintonia (Antiga)
IAC Imperador

54,00 + 9,27 (50) a
44,00 + 6,78 (50) a
50,00 + 10,95 (50) a
48,00 + 8,60 (50) a
52,00 + 8,00 (50) a
60,00 + 3,16 (50) a
70,00 + 7,07 (50) a

45,95 + 13,75 (27) a
33,33 + 11,00 (22) a
62,14 + 13,53 (25) a
40,24 + 16,55 (24) a
68,33 + 14,53 (26) a
40,10 £ 9,70 (29) a

73,79 +5,12(35) a

26,00 + 9,27 (50) ab
14,00 * 5,10 (50) b
30,00 + 8,94 (50) ab
16,00 * 5,10 (50) b
34,00 + 10,29 (50) ab
24,00 + 6,00 (50) ab
52,00 + 6,63 (50) a

BRS Sublime 56,00 £ 5,10 (50) a 40,57 +14,88 (28) a 24,00 + 8,72 (50) ab
Pérola 42,00+ 7,35(50)a 22,67 +9,33(21) a 10,00 + 4,47 (50) b
BRS FC 402 36,00 £ 5,10 (50) a 49,67 + 7,08 (18) a 18,00 + 3,74 (50) b
BRS Estilo 42,00 £10,68 (50) a 40,50+ 11,96 (21)a 20,00 £ 8,37 (50) ab
BRS MG Madrepérola 4,00 + 2,50 (50) b * 2,00£2,00(50) b
F 4,66 1,63 3,33
p <0,0001 0,1307" 0,0018
Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p <0,05); ns = nao significativo; ( ) = nimero de insetos avaliados.* ndo teve repeticdes

suficientes para a analise estatistica (minimo 3 repeti¢cdes).

As lagartas alimentadas com o genétipo BRS Estilo tiveram maior duracéo do
periodo larval, ou seja, demorando 14,24 dias para atingirem a fase pupal. Em
seguida, os genotipos Sintonia (Nova selecéo) (13,94 dias) e BRS FC 402 (13,93 dias)
ficaram na segunda e terceira posicdo. De maneira oposta, nos genotipos DAMA
(12,99 dias) e IAC-Polaco (13,05 dias) as lagartas tiveram uma menor duracéo do
periodo larval. No periodo pupal ndo houve diferenca entre os genétipos (F = 1,30; p
=0,2639), com a duracéo do periodo ndo variando muito, sendo 6,00 e 6,65 dias para
IAC-Polaco e BRS Estilo, respectivamente. Na somatdria dos periodos larval e pupal
houve diferenca significativa entre os tratamentos (F = 2,53; p = 0,0195), com as
lagartas confinadas nos genoétipos BRS Estilo (21,07 dias), BRS FC 402 (20,40 dias)
e Sintonia (Nova selecdo) (20,17 dias) tiveram novamente as maiores duragoes,
enquanto que em DAMA (19,12 dias) e IAC-Polaco (19,12 dias) as médias foram
semelhantes e iguais a 19,12 dias (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias (+ EP) de duracéo (dias) nas fases larval, pupal e o periodo total
(fase larval e pupal) de Chrysodeixis includens alimentados com gendtipos de feijéao,

sob condicdes de laboratorio.

Duracéo (dias)

Genotipos Fase larval Fase pupal Total (larval + pupal)
IAC Polaco 13,05+ 0,09 (27) b 6,00+ 0,00 (13)a 19,12+0,08 (13) b
IAC 1850 13,71+ 0,22 (22)ab  6,25+0,25(7) a 20,02 + 0,49 (7) ab
ANFC 9 13,20+ 0,22 (25)ab  6,23+0,19(15)a 19,43+0,40(15)ab
DAMA 12,99 £ 0,05 (24) b 6,08 £ 0,08 (8) a 19,12+0,12(8) b

IAC Sintonia (Nova)
IAC Sintonia (Antiga)
IAC Imperador

13,94 + 0,27 (26) ab
13,60 + 0,25 (29) ab
13,64 + 0,14 (35) ab

6,23 +0,11 (18) a
6,23+ 0,15 (12) a
6,19 + 0,10 (26) a

20,17 + 0,34 (18) ab
19,83 + 0,34 (12) ab
19,83 + 0,20 (26) ab

BRS Sublime 13,82+ 0,10 (28)ab 6,05+0,14 (12)a 19,89+ 0,22 (12) ab
Pérola 13,21+0,09 (21)ab 6,33+£0,33(5) a 19,58 + 0,39 (5) ab
BRS FC 402 13,93+0,39 (18)ab 6,47+ 0,16 (9) a 20,40 £ 0,52 (9) ab
BRS Estilo 6,65+ 0,12 (10) a

BRS MG Madrepérola

14,24 + 0,35 (21) a
*

*

21,07 + 0,31 (10) a
*

F 3,32 1,30 2,53

p 0,0028 0,2639" 0,0195

Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p <0,05); ns = ndo significativo; ( ) = numero de insetos avaliados. * ndo teve repeticdes

suficientes para a analise estatistica (minimo 3 repeti¢cdes).

As lagartas alimentadas com o gendétipo Pérola apresentam a maior média de
peso (214,38 mg), seguido por IAC imperador com 202,82 mg. Em IAC Polaco (136,89
mg) e IAC 1850 (139,32 mg) foram observadas as menores médias de peso larval (F
=2,67; p=0,0104). Em relagédo ao peso de pupas, os insetos alimentados com ANFC
9 (195,77 mg) e Pérola (193,63 mg) apresentaram as maiores medias, com IAC 1850
e IAC Sintonia (Nova selecédo) apresentando as pupas com as mais baixas médias de
peso, 130,03 e 143,60 mg, respectivamente (F = 3,76; p = 0,0010) (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias (+ EP) de peso (mg) de Chrysodeixis includens alimentados com
genotipos de feijao nas fases larval e pupal, sob condi¢des de laboratério.

Genotipos Peso (mg)
Fase larval Fase pupal
IAC Polaco 136,89 £ 17,81 (34) b 170,09 + 3,92 (19) abc
IAC 1850 139,32 +£11,22(28) b 130,03 + 15,68 (11) bc
ANFC 9 165,07 + 23,42 (30) ab 195,77 £ 17,11 (17) a
DAMA 149,54 + 14,98 (32) ab 164,21 + 4,08 (12) abc

IAC Sintonia (Nova)
IAC Sintonia (Antiga)
IAC Imperador

BRS Sublime

Pérola

BRS FC 402

BRS Estilo

BRS MG Madrepérola

155,27 + 10,42 (32) ab
160,90 + 7,24 (30) ab
202,82 + 1,28 (41) ab
184,21 + 8,69 (29) ab
214,38 + 36,23 (23) a
162,01 + 15,39 (22) ab
142,72 + 16,92 (26) ab
181,96 + 8,94 (12) ab

143,60 + 5,29 (19) bc
170,15 £ 8,95 (17) abc
149,92 + 5,34 (30) abc
147,53 £ 5,20 (20) abc
193,63 + 8,45 (9) ab
181,63 + 17,53 (11) abc
176,17 £ 13,54 (15) abc
*

=
P

2,67
0,0104

3,76
0,001

Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p <0,05). ( ) = ndmero de insetos avaliados. * ndo teve repeti¢cdes suficientes para a analise
estatistica (minimo 3 repeti¢cdes).

A longevidade dos adultos (sem alimento) ndo diferiu estatisticamente entre os
gendtipos (F = 1,38; p = 0,2244). Porém, as lagartas alimentadas com ANFC 9
proporcionaram o maior periodo de vida para a fase adulta, com média de 3 dias. No
gendtipo IAC 1850 as mariposas tiveram a menor longevidade (1,27 dias). Em relacao
a razdo sexual nos gendtipos BRS Estilo, BRS Sublime, ANFC 9 emergiu
proporcionalmente uma maior quantidade de machos em relacdo a fémeas. Nos
gendtipos DAMA (85%), IAC Polaco (65%), IAC 1850 (63%) emergiram mais fémeas,
enquanto em IAC 1850 e BRS FC 402, houve uma maior quantidade de pupas com
deformidades (27,27 %), com a maior taxa de deformidade de adultos (20,0%)
observada em BRS Estilo (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias (x EP) de longevidade dos adultos (dias), razdo sexual
(fémeas/machos) e deformidades de pupas e adultos (%) de C. includens alimentados
com gendtipos de feijao na fase larval (os adultos ndo foram alimentados), sob
condicdes de laboratorio.

Longevidade Raz&o sexual Deformidades (%)

Genotipos dos adultos (dias) (F/M) Pupas Adultos
IAC Polaco 1,86 0,54 (13)a 1,86 (13) 10,53 (19) 7,69 (13)
IAC 1850 1,27+0,37 (7) a 1,70 (7) 27,27 (11) 0,00 (7)
ANFC 9 300+084(15)a 0,52 (15) 0,00(17) 6,66 (15)
DAMA 250+064(8)a 567 (8) 8,33(12)  1250(8)
IAC Sintonia (Novo) ~ 215+0,10(18)a 0,85 (18) 1053 (19) 11,11 (18)
IAC Sintonia (Antigo) 2,27 +0,19(12)a 0,75 (12) 000(17)  833(12)
IAC Imperador 2,13+0,17(26)a 1,00 (26) 3,33(30)  0,00(26)
BRS Sublime 153+042(12)a 0,43 (12) 500(20)  8,33(12)
Pérola 1,66 + 0,33 (5) a 1,13 (5) 0,00 (9) 0,00 (5)
BRS FC 402 243+0,19(9)a 092 (9) 27,27 (11)  11,11(9)
BRS Estilo 1,56 0,42 (10)a 0,18 (10) 13,33 (15) 20,00 (10)
BRS MG Madrepérola * ¥ ’ -
= 1,38 - ) )
0 0,2244" - - -

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p <0,05); F = porcentagem (%) de fémeas; M= porcentagem (%) de machos; ns = ndo
significativo; () = numero de insetos avaliados. *ndo teve repetices suficientes para a analise
estatistica (minimo 3 repeti¢cBes).

4. Discusséao

Os resultados desse trabalho demonstraram que os gendétipos avaliados
influenciam de forma diferente no comportamento de alimentacdo e no
crescimento/desenvolvimento de C. includens. No teste de preferéncia alimentar com
chance de escolha, ndo houve diferenca entre os genétipos aos 5 minutos, 1, 3, 6 e
12 horas ap0s a infestacdo, sugerindo que todos o0s genoétipos avaliados possuem um
minimo de compostos atrativos que permite a aproximacdo e alimentacdo pelas
lagartas. Durante a escolha de um hospedeiro, o inseto herbivoro pode ser atraido e
se locomover para varios locais, até que encontre a planta de sua preferéncia para se
alimentar (Baldin et al., 2019). Em estudos futuros, aumentar os discos foliares e 0
periodo de avaliacdo, além de modificar a arena (trocar por um olfatdmetro) podem
ser alternativas para uma melhor avaliacdo em testes com chance de escolha
(Morando, 2014; Freitas, 2019).
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Porém, houve diferenca significativa entre os genétipos aos 15 e 30 minutos
apos a infestacdo, com BRS MG Madrepérola, BRS Sublime e IAC Polaco sendo os
menos atrativos nesses dois periodos e considerando a média de todos os periodos.
Também, foram classificados como os Unicos gendtipos deterrentes pelo indice de
atratividade (Kogan e Goeden, 1970). Além disso, esses genotipos foram 0s menos
consumidos pelas lagartas, sugerindo que as plantas desses materiais possuem
substancias inseticidas decorrentes do metabolismo secundério, que podem atuar
diretamente sobre os insetos herbivoros como repelentes, dissuasivas, deterrentes,
toxicas ou inibidoras de alimentacdo, geralmente associadas a antixenose, com as
substancias deterrentes impedem o inicio da alimentacdo, enquanto as inibidoras
reduzem a alimentacdo (Vendramim e Guzzo, 2009). Os principais compostos de
defesa estdo na classe dos terpendides e compostos aroméaticos (Ulhoa, 2018; Freitas
2020).

Muitas dessas substancias podem ser captadas pelos insetos herbivoros, como
compostos volateis que podem ajudar (cairoménios) ou prejudicar (alomonios) a
localizagéo do hospedeiro (planta) pelo inseto. A baixa atratividade da planta pode
estar relacionada com a auséncia de cairomonios e/ou altos niveis de alomdnios
(Smith, 2005; Xu e Turlings, 2018). De acordo com Ulhoa et al., (2020), as plantas
também podem liberar volateis especificos atraindo os inimigos naturais dos insetos
herbivoros (predadores e parasitoides) ou repelindo o inseto-praga. Morando et al.,
(2015) verificou o consumo foliar e atratividade de lagartas de C. includens com
diferentes gendtipos de feijao, observando que Arcelina 4, BRS Horizonte, Pérola,
H9A102-1-1-1-52, IAC Boreal, IAC Harmonia e IAC Formoso apresentaram menor
consumo foliar e atratividade, demonstrando que esses genotipos expressam
resisténcia por antixenose (alimentacéo). No estudo de Pastério (2020) foi avaliado o
indice de atratividade (IA) de lagartas de C. includens a 23 gendtipos de feijdo em
teste com chance de escolha. Os genotipos Campos Gerais, MD 1133, Garga, Celeiro,
Curio, Capitdo, Tangara, Gralha, Eldorado, Tuiuit, Sabia, IAPAR 81, Juriti e BRS
Esteio foram repelentes. Os gendtipos Quero-quero, Nhambu, Corujinha, Andorinha,
ANFC 9, Siriri, BRS Radiante e Verdao foram atrativos. De forma semelhante, o
gendtipo ANFC 9 neste trabalho também foi classificado como atrativo no teste com

chance de escolha.
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O gendtipo IAC Sintonia (Antiga selecéo) foi o0 mais atraido pelas lagartas no
teste com chance de escolha, sendo considerado o material mais estimulante e mais
consumido pelas lagartas, demonstrando ter suscetibilidade a esse lepidéptero. Os
gendtipos IAC Sintonia (Nova selecdo) e IAC Imperador, também podem ser
considerados suscetiveis, pois foram classificados como estimulantes, com alta
atratividade e consumo foliar. Pastério (2020) também verificou o consumo foliar de
diferentes gendtipos, ANFC 9, Celeiro, Gralha e IAPAR 81 foram os mais consumidos
e Eldorado, Verd&o e Andorinha tiveram o menor consumo foliar.

No teste de preferéncia alimentar sem chance de escolha, houve diferenca aos
30 minutos apos a infestacdo, com os gendtipos BRS Sublime, BRS Estilo, ANFC 9 e
BRS MG Madrepérola atraindo um menor nimero de lagartas, sendo classificados
também como deterrentes, destacando-se BRS Sublime e BRS MG Madrepérola que
no teste com chance de escolha também demostraram expressar resisténcia por
antixenose. No teste sem chance de escolha, os insetos ndo possuem alternativa de
escolha (Smith, 2005), com isso possivelmente h& alguma caracteristica nas plantas
de BRS Sublime, BRS Estilo e ANFC 9 capazes de interferir negativamente no
comportamento de alimentacdo de C. includens, pois nesses materiais foram
verificados menores consumos foliares.

Além de mecanismos quimicos, as plantas podem utilizar suas caracteristicas
morfolégicas tais como espinhos, pilosidades, tricomas ou mesmo deposicao de
substancias quimicas como cutinas, ceras, suberinas e silicatos nas folhas formando
uma “barreira” fisica, que pode ocasionar efeitos negativos no comportamento de
alimentacéo de inimeros insetos-praga (Ulhoa, 2018; Baldin et al., 2019).

Nos testes com e sem chance de escolha, o genétipo BRS Sublime foi 0 menos
consumido pelas lagartas entre todos os tratamentos, corroborando com os indices
de atratividade, sendo ele menos atrativo no teste sem chance de escolha e um dos
menos atrativos no teste com chance. Entretanto, o consumo foliar nem sempre é
proporcional a atratividade, uma vez que folhas de plantas que liberam volateis
atrativos podem ter substancias deterrentes, levando a reducéo na alimentacao e
trazendo consequéncias negativas para o desenvolvimento bioldgico do inseto
herbivoro (Smith, 2005; Hagenbucher et al., 2013). Nesse estudo foi verificado no

genatipo IAC Sintonia (Nova selecédo), que embora tenha sido atrativo (estimulante),
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teve baixo consumo pelas lagartas, enquanto BRS MG Madrepérola teve menos
lagartas presentes em seus discos foliares, porém, maior consumo foliar pelas
lagartas no teste sem chance de escolha, além de ser o gendtipo mais resistente por
antibiose (viabialidade larval de apenas 4%). De forma semelhante ocorreu no estudo
de Morando et al., (2015), onde os gendtipos de feijao IAC Jabola e Flor de Mayo,
foram pouco atrativos para lagartas de C. includens, porém com indices de consumo
elevados, enquanto IAC Boreal foi atrativo, porém com baixo consumo foliar. Segundo
Baldin et al., (2019), a ndo relacao entre atracdo e consumo para alguns materiais
confirma a diferenca entre a natureza dos estimulos e as respostas do inseto na
selecdo do hospedeiro e na alimentacdo. Nesse sentido, 0os genoétipos IAC Sintonia
(Nova selecéao), IAC Sintonia (Antiga selecdo) e IAC Imperador, no teste sem chance
de escolha, foram os mais atrativos, sendo considerados os mais estimulantes de
acordo com o indice de atratividade, no entanto foram suscetiveis nos testes com e
sem chance de escolha. Entre esses genotipos ouve grande variacdo na média de
consumo foliar de 1,64 a 2,34 cm3, com a ingestao de maior ou menor quantidade de
alimento dependendo da palatabilidade dos tecidos vegetais, 0 que varia entre
genaotipos suscetiveis e resistentes (Smith, 2005).

Importante destacar que, de todos os gendtipos de feijdo estudados nesse
trabalho, somente o ANFC 9 (Pastorio, 2020) e Pérola (Morando et al., 2015, 2017) ja
haviam sido testados quanto & resisténcia a C. includens, usando metodologia
semelhante. Morando et al. (2015) citou o Pérola como um genétipo neutro pra
lagartas de C. includens, em testes de preferéncia alimentar e atratividade. Resultado
semelhante, foi encontrado nesse trabalho, onde esse material mostrou ser neutro,
além de ser escolhido como o padrdo de suscetibilidade utilizando o indice de
atratividade (classificado como neutro).

Nos testes avaliando parametros do desenvolvimento das lagartas de C.
includens confinadas nos doze gendtipos, de 50 lagartas apenas duas alimentadas
com BRS MG Madrepérola chegaram a fase de pupa (viabilidade larval de 4%) e
somente uma atingiu a fase adulta (viabilidade do ciclo de 2%), indicando ser o0 mais
resistente por antibiose, mostrando também ter resisténcia por antixenose nos testes
de preferéncia alimentar, o que afeta principalmente as fases imaturas (Larvas e

ninfas), conforme cita Baldin et al. (2019). Nos experimentos de Pastorio (2020), o
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genadtipo Uirapuru, foi o mais resistente nos testes de antibiose com a lagarta C.
includens. Ressalta-se que em comparacdo com os demais materiais BRS MG
Madrepérola apresentou diferenca significativa, sendo nele encontrada a segunda
menor viabilidade larval, com apenas com 36% das lagartas alcancando a fase de
pupa, seguido de BRS Estilo e Pérola com 42 %, IAC 1850 com 44% e DAMA com
48%. Possivelmente as folhas de BRS MG Madrepérola possuem compostos anti-
nutricionais e/ou substancias secundarias relacionados a defesa que podem acarretar
impropriedades nutricionais. Curiosamente esse genotipo no teste de preferéncia
alimentar (sem chance de escolha) foi 0 mais consumido pelas lagartas. A qualidade
e quantidade de nutrientes consumida na fase larval podem interferir na sobrevivéncia,
desenvolvimento, crescimento e fecundidade do inseto (Mithofer e Boland et al.,
2012). Em geral, os insetos precisam de lipideos, carboidratos, aminoacidos, minerais
e vitaminas. O excesso ou a falta desses compostos nutricionais podem ser
prejudiciais ao desenvolvimento. Esses nutrientes devem ser ingeridos em
quantidades adequadas e em equilibrio pelos insetos (Chapman, 2013).
Provavelmente as folhas de BRS MG Madrepérola possui deficiéncia desses
nutrientes essenciais, devido a baixa quantidade de individuos que atingiram a fase
de pupa.

Em contraste, no genotipo IAC Imperador foi observado a maior viabilidade
larval (70 %), pupal (73,79%) e ciclo total (52%). Destacando-se como o material mais
adequado para o desenvolvimento de C. includens, ou seja 0 mais suscetivel. No
gendtipo IAC Sintonia (Antiga selecéo) foi observado a segunda maior viabilidade
larval, 60 % das lagartas alcancando a fase de pupa. No gen6tipo IAC Sintonia (Nova
selecéao) foi observado a segunda maior viabilidade pupal, 68,33 % das lagartas
alcancando a fase adulta. Além de serem adequados para o desenvolvimento da
lagarta-falsa-medideira, esses materiais também foram considerados suscetiveis nos
testes de preferéncia alimentar. No estudo de Morando et al. (2017) foi observado que
0S gendtipos Rubi, BRS Horizonte, IAPAR 57 e H9A102-1-1-1-52 apresentaram
indices de viabilidade larval superiores a 75 %. Barrionuevo et al. (2012) observaram
viabilidade larval de 74,4 % e viabilidade pupal de 72,3% para C. includens, em dieta
artificial. Com relacdo a viabilidade pupal, Perola (22,67 %) e IAC 1850 (33,3 %)

apresentaram elevada mortalidade nesta fase, indicando antibiose. Em comparacao,
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no estudo de Morando et al. (2017) os gendtipos IAC Boreal (23,3 %), IAC Formoso
(26,6 %), IAC Jabola (33,3 %) e IAPAR 44 (35,0 %), apresentaram as menores
viabilidades na fase de pupa. Na andlise de viabilidade do ciclo (lagarta-adulto), nos
gendtipos BRS MG Madrepérola (2%), Perola (10%), IAC 1850 (14%), DAMA (16%)
e BRS FC 402 (18%) foi observado as menores viabilidades, indicando resisténcia por
antibiose a C. includens.

Analisando-se a duracdo total (larval + pupal), verificou-se que lagartas
confinadas as cultivares BRS Estilo (21,07 dias), BRS FC 402 (20,40 dias) e IAC
Sintonia (Nova selecéo) (20,17 dias) foram as que apresentaram o maior periodo da
eclosdo da lagarta até a emergéncia do adulto, sugerindo a ocorréncia de resisténcia
por antibiose. Substratos que causam maior duracdo de desenvolvimento ao inseto,
fornecem baixa qualidade nutricional ou é portador de substancias prejudiciais a
biologia do mesmo. Costuma se expressar através de elevada mortalidade nos
instares iniciais, diferencas no peso, além de deformidades diversas (Pereyra e
Sanchez, 2006).

De maneira oposta, os genoétipos DAMA e IAC Polaco (19,12 dias) foram
materiais mais adequados ao desenvolvimento do inseto. Ao comparar alimentos
diferentes, o substrato que proporciona a menor duracdo no desenvolvimento é
considerado melhor para o desenvolvimento do inseto, portanto, mais suscetiveis
(Santos et al., 2000). Em relacédo a duracao da fase larval, nesse estudo variou de
12,99 a 14,24 dias. De forma parecida foi observado no estudo de Morando et al.
(2017) com 15,59 a 14,13 dias e no estudo de Pastério (2020) com média de 15,6
dias. Em comparacdo usando a soja como alimento, Schlick-Souza et al. (2013)
verificaram duracdo média de 16,8 dias e Specht et al (2019) de 16,2 dias. Em outro
trabalho, Kidd e Orr (2001) observaram duracdo média da fase larval de 13,2 e 14,2
dias, em soja e em dieta artificial, respectivamente. As médias de periodo larval de C.
includens observadas neste trabalho, sugerem que o feijoeiro seja bastante adequado
a lagarta-falsa-medideira, pois o0 inseto completa a fase larval mais rapido que a soja,
e a dieta artificial.

A fase pupal de C. includens alimentadas com todos os gendétipos variou de
6,00 a 6,65 dias. Valor semelhante ao estudo de Mitchell (1967), que observou

duracdo média da fase pupal de 6,64 dias, porém as lagartas foram alimentadas com
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dieta artificial. Nos experimentos de Morando et al. (2017) as lagartas de C. includens
alimentas com genotipos de feijao variou de 7,28 a 7,93 dias na fase pupal e de
Pastorio (2020) variou de 6,60 a 7,50 dias. Nos gendtipos IAC 1850, BRS FC 402 foi
identificado o maior numero de pupas com deformidades (27,27 %), sugerindo a
ocorréncia de antibiose. De acordo com Parra (2001), a deformidade de pupas € um
parametro para avaliar diferentes dietas, pois estd associada com deficiéncia ou
inadequacéo nutricional. Em relacdo ao gendtipo ANFC 9 que também foi testado por
Pastorio (2020), o peso de pupas, a razdo sexual e deformidade de adultos tiveram
resultados semelhantes.

As menores médias de peso das lagartas com 10 dias foram obtidas com IAC
Polaco (136,89 mg) e IAC 1850 (139,32 mg), ja o Pérola apresentou 0 maior peso
larval (214,38). A menor média de peso das pupas com 24 horas foi obtida com IAC
1850 (130,03 mg) e o maior com ANFC 9 (195,77). Beach et al. (1985) e Beach e
Todd (1986) constataram que lagartas de C. includens alimentadas com gendétipos
resistentes apresentaram menor peso pupal, em relagdo aquelas confinadas a
gendtipos suscetiveis. Os insetos possuem exigéncia nutricional diversificada,
dependendo da espécie, fase de desenvolvimento, sexo, ambiente e outros fatores,
para o crescimento, manutencao dos tecidos, metabolismo e para a reproducdo. A
composicao desses nutrientes nas folhas das plantas € variavel, depende de diversos
fatores, inclusive o genétipo da planta (Smith, 2005; Mithofer e Boland, 2012;
Hagenbucher et al., 2013).

Os mecanismos de resisténcia surgem devido a complexa interacdo planta-
inseto que vem se moldando e modificando a milhGes de anos, pela evolucdo. Os
fatores de resisténcia dependem da espécie de inseto, espécie de planta e gendtipo.
Assim, é comum a ocorréncia de resisténcia especifica, em que determinada
carateristica expressa na planta ocasiona efeito negativo em uma espécie-praga, mas
nao afeta outras espécies (Takabayashi et al., 1994; Smith, 2005; Stout, 2020).

Concluindo, os genotipos de feijdo resistentes identificados nesse trabalho
foram: BRS MG Madrepérola (antixenose e antibiose), BRS Sublime (antixenose) e
IAC 1850 (antibiose). Em contraste, IAC Sintonia (Antiga sele¢&o), IAC Sintonia (Nova
selecdo) e IAC Imperador foram suscetiveis. Este é o primeiro estudo na literatura que

observou a resisténcia constitutiva destes genotipos a C. includens, exceto o genotipo
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Pérola e ANFC 9 que foi testado em estudos anteriores (Morando et al., 2015, 2017,
Pastoério, 2020). A selecdo de materiais com resisténcia a insetos, pode favorecer
ganhos econdmicos significativos (Hutchison et al., 2010), pois podem ser utilizados
com eficiéncia junto com outros métodos de controle (biolégico, cultural, quimico,
comportamental). Portanto, os dados desse estudo fornecem informacbes
importantes que poderdo auxiliar os produtores de feijdo no manejo integrado da
lagarta-falsa-medideira. Entre os maiores desafios no uso de cultivares resistentes a
insetos esta a dificuldade em tornar estas caracteristicas de resisténcia expressas
sem afetar a produtividade. Pois a resisténcia possui um custo metabdlico para a
planta e consequentemente reducédo na realocacdo de recursos energéticos para o
crescimento e producao (Jauhar, 2006; Karasov et al., 2017). Outros estudos ainda
séo necessarios, como identificar os mecanismos responsaveis pela resisténcia a C.
includens para aumentar sua expressao ou incorpora-los no feijoeiro em programas
de melhoramento genético. Além disso, avaliar a resisténcia e produtividade/producao
no campo, para viabilizar o plantio em grande escala desses genotipos pelos
produtores de feijao.
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CAPITULO 3 - Resisténcia induzida em genoétipos de feijdo a Chrysodeixis

includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO - O cultivo do feijoeiro possui grande importancia socioecondémica no Brasil.
Apesar de se destacar no “ranking” mundial de producéo, a produtividade brasileira
vem sendo afetada pela ocorréncia da lagarta, Chrysodeixis includens. O controle
desse inseto tem sido realizado principalmente através da aplicacdo de inseticidas
quimicos. Entretanto, o uso desse método vem causando impactos negativos para a
saude humana, o meio ambiente e os inimigos naturais. Além disso, vem contribuindo
para o surgimento de populagbes de pragas resistentes. Por essas razdes, a busca
de outros métodos de controle para um manejo integrado de pragas é fundamental. O
uso de genotipos resistentes a insetos-praga € uma estratégia promissora, pois as
plantas possuem complexos mecanismos de defesa contra os herbivoros, os quais
podem ser constitutivos (expressos independente de algum estresse) ou induzidos
(expressos quando ocorre estresse). A resisténcia induzida apresenta vantagem em
relacdo a resisténcia constitutiva, pois 0s recursos (custos metabolicos) séo utilizados
para a defesa da planta apenas quando ocorre o ataque de insetos, com isSso
economiza recursos para o crescimento e reproducdo (producdo). Entretanto, a
maioria dos estudos para o melhoramento genético de plantas, consideram apenas
mecanismos constitutivos, embora possiveis mecanismos induzidos de defesa
possam estar envolvidos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
expressdo de possiveis fontes de resisténcia induzida de doze gendétipos comerciais
de feijao a C. includens (IAC Polaco, IAC 1850, ANFC 9, DAMA, IAC Sintonia (Nova
selecdo), IAC Sintonia (Antiga selecdo), IAC Imperador, BRS Sublime, Pérola, BRS
FC 402, BRS Estilo e BRS MG Madre pérola). As caracteristicas de resisténcia
induzida nos gendétipos foram observadas através de testes de preferéncia alimentar
com chance e sem chance de escolha, e indices nutricionais de lagartas de 3° instar
de C. includens. Os testes foram feitos em plantas nédo injuriadas e injuriadas por C.
includens. Analisando os dados, 0s seguintes genoétipos apresentaram resisténcia
induzida: BRS Sublime (antixenose), IAC 1850 (antixenose), Pérola (antixenose e
antibiose), IAC Sintonia (Nova selecdo) (antixenose e antibiose), BRS FC 402
(antixenose e antibiose) e ANFC 9 (antibiose). Os resultados deste trabalho sao
importantes para a selecdo de gendtipos de feijdo que possuem respostas de defesa
contra a lagarta C. includens quando as plantas sdo injuriadas por coespecificos.
Existem poucos estudos que avaliam a resisténcia induzida do feijoeiro a insetos-
praga. Investigacdes adicionais devem ser realizadas para identificar os mecanismos
responsaveis pela resisténcia induzida. Buscando aumentar expressado dos genes de
defesa ou incorpora-los em programas de melhoramento genético. Além disso,
identificar os diferentes compostos quimicos que sdo produzidos pela indugédo por
herbivoria e avaliar a produtividade desses genétipos no campo.

Palavras-chave: indugéo de resisténcia a insetos, lagarta-falsa-medideira Phaseolus
vulgaris, resisténcia de plantas a insetos, resisténcia induzida
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CHAPTER 3 - Induced resistance of bean genotypes to Chrysodeixis includens

(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT — Bean cultivation has great socioeconomic importance in Brazil. Despite
standing out in the world production ranking, Brazilian productivity has been affected
by the occurrence of the caterpillar, Chrysodeixis includens. The control of this insect
has been carried out mainly through the application of chemical insecticides. However,
the use of this method has had negative impacts on human health, the environment
and natural enemies. In addition, it has contributed to the emergence of resistant pest
populations. For these reasons, the search for other control methods for an integrated
pest management is essential. The use of insect-pest resistant genotypes is a
promising strategy, as plants have complex defense mechanisms against herbivores,
which can be constitutive (expressed independently of some stress) or induced
(expressed when stress occurs). Induced resistance has an advantage over
constitutive resistance, as resources (metabolic costs) are used to defend the plant
only when insects attack, thus saving resources for growth and reproduction
(production). However, most studies for the genetic improvement of plants only
consider constitutive mechanisms, although possible induced defense mechanisms
may be involved. In this sense, the objective of this work was to evaluate the
expression of possible sources of induced resistance of twelve commercial bean
genotypes to C. includens (IAC Polaco, IAC 1850, ANFC 9, DAMA, IAC Sintonia (Nova
selecdo), IAC Sintonia (Antiga selecdo), IAC Imperador, BRS Sublime, Pérola, BRS
FC 402, BRS Estilo and BRS MG Madre Pérola). The resistance traits induced in the
genotypes were observed through tests of free-choice and no-choice food preference,
and nutritional indices of 3rd instar caterpillars of C. includens. The tests were
performed on plants not injured and injured by C. includens. Analyzing the data, the
following genotypes showed induced resistance: BRS Sublime (antixenosis), IAC 1850
(antixenosis), Pérola (antixenosis and antibiosis), IAC Sintonia (Nova selecédo)
(antibiosis), BRS FC 402 (antixenosis and antibiosis) and ANFC 9 (antibiosis). The
results of this work are important for the selection of bean genotypes that have defense
responses against the caterpillar C. includens when the plants are injured by
conspecifics. There are few studies that evaluate the induced resistance of common
bean to insect pests. Additional investigations should be carried out to identify the
mechanisms responsible for the induced resistance. Seeking to increase the
expression of defense genes or incorporate them into genetic improvement programs.
In addition, identify the different chemical compounds that are produced by herbivory
induction and evaluate the productivity of these genotypes in the field.

Keywords: induction of insect resistance, induced resistance, Phaseolus vulgaris,
plant insect resistance, the soybean looper
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1. Introducéo

O cultivo do feijdo (Phaseolus vulgaris) (L.), possui grande importancia
socioeconémica no mundo e no Brasil. No “ranking” mundial, o Brasil € um dos
maiores produtores (FAO, 2022). Considerando as trés safras em 2020/21, a
producdo nacional de feijdo foi de 2,88 milhdes de toneladas em uma é&rea de 2,92
milhdes de hectares, com produtividade média de 984 kg/ha (CONAB, 2021). Esse
grao é um alimento muito importante na dieta da populagéo brasileira (DEPEC, 2017),
representando também importante fonte de emprego e renda no campo.

Apesar de ser um dos maiores produtores do mundo de feijao, a produtividade
brasileira vem sendo afetada negativamente pela presenca de diversos insetos-praga,
destacando-se a lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker,1858)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Quintela, 2009; Baldin et al., 2014; Quintela e Barbosa,
2015). Essa lagarta se alimenta do tecido vegetal, sendo que as nervuras centrais e
laterais permanecem intactas, com isso as folhas apresentam um aspecto rendilhado
(Herzog, 1980; Bueno et al., 2007). Somente uma lagarta pode consumir de 80 a 200
cmz de area foliar durante toda a fase larval (Bueno et al., 2011).

O método mais utilizado para seu controle no campo é a aplicacdo de
inseticidas quimicos. No entanto, essa praga esta adquirindo resisténcia aos
inseticidas e o habito de se abrigarem abaixo das folhas nos tercos médio ou inferior
dificulta o contato com os produtos (Bernardi et al., 2012; Baldin et al., 2014; Specht
et al., 2015). Além disso, existem varios problemas derivados do uso de inseticidas
qguimicos, principalmente os relacionados a saude humana (Li, 2018), ao impacto
ambiental (Tudi et al.,, 2021) e aos inimigos naturais (predadores, parasitoides e
fungos entomopatogénicos) (Geiger et al., 2010; Pereira et al., 2018), que atuam como
agentes de controle biolégico no campo (Bueno et al., 2017).

O uso de genotipos resistentes pode ser uma alternativa ao controle quimico,
pois as plantas possuem complexos e sofisticados mecanismos de defesa contra os
herbivoros (Smith e Clement, 2012; Mitchell et al., 2016; Boi¢a Junior et al., 2017a, b).
Plantas resistentes a insetos apresentam diversas vantagens, entre elas reduzir as
populacbes das pragas, sem causar serios desequilibrios nos agroecossistemas.
Diminui a aplicacdo de inseticidas quimicos e consequentemente abaixa 0s custos de

producdo, ndo acumula residuos tdéxicos nos alimentos e no meio ambiente. Além
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disso, a utilizacdo de variedades resistentes € simples (ndo precisa de muito
conhecimento do agricultor) e ndo interfere na colheita, sem periodo de caréncia que
é caracteristico dos inseticidas. O uso de resisténcia de plantas a insetos pode ser
incorporado no Manejo Integrado de Pragas, conjuntamente com outras estratégias
de controle.

Apesar de muitas vantagens, € importante entender que uma variedade
resistente a inseto-praga pode nao ser altamente produtiva e ndo ter resisténcia a
todas as pragas, a fitopatdgenos ou estresses abioticos, por isso é importante avaliar
outros parametros como produtividade e resisténcia a outros elementos estressores.
No desenvolvimento de uma cultivar, o melhoramento para transferir as caracteristicas
genéticas de resisténcia (cruzamentos) € um processo que demanda tempo. Além
disso, em uma lavoura com monocultivo (apenas um genétipo) pode causar
desequilibrio ecolégico nos agroecossistemas, influenciando nédo sé as pragas, mas
também os inimigos naturais (Smith, 2005; Vendramim e Guzzo, 2009; Boica Juanior
et al., 2013; Mitchell et al., 2016; Baldin et al., 2019).

As plantas ao longo do processo coevolutivo desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa contra insetos herbivoros, os quais podem ser constitutivos ou
induzidos. Mecanismos constitutivos sdo aqueles que sdo continuamente expressos
e independes de algum estresse biotico (injuria de insetos) ou abidtico (déficit hidrico),
por exemplo. Enquanto, os mecanismos induzidos séo mediados por genes de defesa
ativados somente quando ocorre algum estresse extrinseco fisico e/ou quimico (Zakir,
2011; Stout, 2014; Boica Junior et al., 2019; Bhavanam e Stout, 2020). Este fenbmeno
€ desencadeado devido a uma cascata de reacdes bioguimicas, com o
reconhecimento de substancia elicitoras de defesas presentes nos insetos herbivoros,
Nos microorganismos patogénicos ou ndo, ou na prépria planta quando esta
reconhece injurias em seus tecidos (Boi¢a Junior e Souza, 2019; Karban, 2019). As
respostas das plantas ao ataque por herbivoros sao geralmente consideradas como
benéficas para as plantas (Stout et al., 2009).

A resisténcia induzida apresenta vantagem em relacdo a resisténcia
constitutiva, pois 0s recursos sao utilizados para a defesa da planta apenas quando
ocorre 0 ataque de insetos herbivoros (Karban et al., 1997; Karban, 2011; Zust e

Agravam, 2017). Os mecanismos induzidos sdo caracteristicas adaptativas, pois a
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ativacao de defesa das plantas apresenta custos metabolicos para sintese, transporte,
armazenamento dos compostos quimicos e para enzimas participantes desses
processos bioquimicos. As plantas podem utilizar esses custos metabdlicos apenas
quando estiverem sob algum estresse bidtico ou abidtico, com isso economiza
recursos para serem alocados em crescimento e reproducdo (producao) (Jauhar,
2006; Karasov et al., 2017; Boica Junior e Souza, 2019; Karban, 2019).

Porém, a maioria dos estudos em programas de melhoramento genético de
plantas a insetos, consideram apenas mecanismos de resisténcia constitutiva, embora
possiveis mecanismos induzidos de defesa possam estar envolvidos (Tamiru et al.,
2015). Essas caracteristicas de defesa podem ocasionar efeitos negativos no
comportamento e/ou desenvolvimento dos insetos. No entanto, dependendo do
genotipo a resposta induzida pode ter o risco de ser mais lenta por ser um mecanismo
mais complexo (Kant et al., 2015). Nos testes de Eduardo (2018), as plantas de soja
do gendtipo 84 Davis expressaram resisténcia induzida a Heliothis virescens
(Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) a partir de 36h do ataque desta praga,
aumentando a resisténcia até 200h ap6s do ataque, diminuindo apos este periodo.

Nos mecanismos de defesa constitutivo e induzido a acdo sobre o agente
agressor pode ser direta ou indireta. A defesa direta pode ser de natureza fisica ou
qguimica (Kessler e Baldwin, 2002). Na defesa morfolégica as plantas podem utilizar
suas caracteristicas morfolégicas tais como espinhos, pilosidades, tricomas ou
mesmo aumentar a deposicdo de substancias quimicas como cutinas, ceras,
suberinas e silicatos nas folhas formando uma “barreira” fisica. Todas estas
caracteristicas morfolégicas tém um efeito negativo direto sobre o inseto agressor
impedindo ou evitando a sua atuagao na planta (Baldin et al., 2018, 2019). Na defesa
quimica direta as plantas produzem compostos volateis e ndo volateis que podem
repelir ou afetar o desenvolvimento dos insetos herbivoros, através da toxicidade ou
reduzindo a digestibilidade dos tecidos vegetais, pode ser alcaloides, terpenos,
compostos fendlicos, flavonoides, entre outros (Poelman e Dicke, 2014; Eduardo et
al.,, 2016; Ulhoa et al., 2020). Como exemplo de compostos que reduzem a
digestibilidade podemos citar a producéo de inibidores de protease que inibem as
enzimas digestivas dos insetos. A atuacao dos inibidores de protease provoca uma

deficiéncia de aminoacidos que vao Iinfluenciar diretamente o crescimento e
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desenvolvimento do inseto. As enzimas polifenol oxidases sdo geralmente
encontradas em tecidos vegetais infectados e sdo consideradas como enzimas
antinutritivas, pois diminuem o valor nutritivo de plantas danificadas por herbivoria.
Estas enzimas catalisam a hidroxilagdo de monofendis, presentes nos ferimentos,
para difendis e posterior oxidacdo destes para quinonas. As quinonas tém acao
antimicrobiana e os polimeros podem atuar como taninos (reduzem a digestibilidade),
formando complexos com proteinas (Nguyen et al., 2016a; Ulhoa, 2018). As defesas
indiretas agem principalmente atraindo os inimigos naturais dos insetos herbivoros
(parasitoides e/ou predadores) com as plantas normalmente produzindo compostos
volateis (no geral, sdo terpendides e compostos aromaticos) que sado sinais que
ajudam os inimigos naturais a localizarem seus hospedeiros ou presas (Turlings e Erb,
2018; Magalhaes et al., 2019; Ulhoa et al., 2020).

A composicao dos compostos volateis ou ndo volateis liberados na ativacéo
da defesa depende de caracteristicas intrinsecas (genétipo da planta, idade da
folha/posicéo foliar, a estrutura vegetal e a idade da planta/estadio fenoldgico) e
extrinsecas (substancias indutoras presentes na saliva dos insetos herbivoros,
aparelho bucal do inseto, tipo de dano que a planta sofre, espécie do inseto e fluidos
de oviposicado) (De Moraes et al., 1998; Smith, 2005; Hare, 2011; Hilker e Meiners,
2011; Reymond et al., 2013; Hilker et al., 2016; Freitas et al., 2017; Magalhaes et al.,
2018; Michereff et al., 2018; Ulhoa et al., 2020).

Os principais reguladores das respostas de defesa induzida sao os
fitohormdnios: &cido jasménico, acido salicilico e etileno. A injuria dos insetos ao se
alimentarem das folhas ou outros 6rgaos vegetais leva a producao destes horménios
que ativam cadeias de genes que sinalizam os sistemas de defesa da planta.
Dependendo do estressor esses fitohormbnios podem agir isoladamente,
sinergicamente ou serem antagénicos (War et al., 2012). Além dos elicitores naturais,
0s sintéticos também podem desencadear essas respostas. Por exemplo, Stout et al.
(2009) e Gordy et al. (2015) mostraram que aplicacdes exogenas de acido jasmaonico
(JA) em arroz, algoddo e soja induziram a resisténcia a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). No estudo de Chen et

al. (2018), a aplicacao de Metil jasmonato (MEJA) no campo induziu a resisténcia de
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soja a Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae), reduziu o peso
das pupas em 6,8% e atrasou o desenvolvimento larval em 14,3%.

A inducdo das defesas da planta € iniciada quando receptores especificos
detectam a presenca de padrdes moleculares associados a herbivoros (HAMPS) ou
padrées moleculares associados a danos (DAMPs) consequéncia da lesdo de
herbivoros (Santamaria et al., 2020). Os insetos de habito alimentar mastigador
(lagartas) desencadeiam vias de sinalizagcdo envolvendo o acido jasménico como
sinalizador dos genes de defesa. Esse fitohormbnio € sintetizado pela via
octadecanoide e tem como percursor o acido linolénico que € liberado de lipideos de
membrana dos cloroplastos pela acdo de fosfolipases. O acido linolénico sofre acao
de lipoxigenases e ap0s uma cascata de reacdes, formam os jasmonatos, metil
jasmonato, incluindo &cido jasmoénico e seus derivados. O acido jasmonico pode atuar
codificando diversos genes, como 0s que inibem as enzimas proteinases e 0s que
produzem compostos foliares que interfere negativamente no desenvolvimento do
inseto herbivoro (Wasternack, 2007; Wasternack e Hause, 2013; Stahl et al., 2018;
Erb e Reymond, 2019). Os insetos de habito alimentar sugador (percevejos,
cigarrinhas, pulgdes) induzem a producdo de acido jasmonico que desencadeiam
outros mecanismos de defesa na planta (Smith & Boyko, 2007; Michereff et al., 2011,
Ulhoa et al., 2020).

A resisténcia de plantas a insetos é classificada em trés tipos: antixenose,
antibiose e tolerancia (Smith, 2005; Stout, 2013; Boica Junior et al., 2018; Baldin et
al., 2019; Boica Junior et al., 2019). A antixenose € quando o inseto evita a planta para
alimentacéo, abrigo e oviposicdo, geralmente é causado por caracteristicas fisicas da
planta ou por compostos volateis liberados por ela (Baldin et al., 2018; Baldin et al.,
2019; Ulhoa et al., 2020). A resisténcia do tipo antibiose afeta negativamente a biologia
dos insetos devido a caracteristicas da planta que atuam apds a ingestéo pelo inseto,
diminuindo o potencial reprodutivo, devido a fatores como: mortalidade elevada da
fase imatura, baixa emergéncia de adultos, reducdo no tamanho e peso dos
individuos, além de alteracdes na longevidade, oviposicao, mortalidade, fecundidade
e alongamento de ciclo. As causas da antibiose estdo relacionadas principalmente a
presenca de compostos quimicos das plantas. A tolerdncia ocorre quando um

genaotipo é menos danificado que os demais em condi¢des iguais de infestacdo pelos
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herbivoros, sem que haja efeito no comportamento ou na biologia desses. O genadtipo
tolerante pode apresentar a capacidade de suportar e regenerar as areas injuriadas
pelo inseto e apresentar producdo semelhante a de plantas n&o injuriadas em
condic¢des similares (Boica Junior et al., 2012; Baldin et al., 2018; Boica Junior et al.,
2018; Baldin et al., 2019; Stout, 2020).

Esse trabalho é uma continuacéo do capitulo 2, onde foi avaliado a resisténcia
constitutiva de genotipos comerciais de feijdo a C. includens. Poucos estudos
examinaram a resisténcia constitutiva e induzida em culturas cultivadas, apesar do
potencial de ambos os modos de resisténcia para reduzir os danos causados por
pragas (Srinivas et al., 2021). Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar
possiveis fontes de resisténcia induzida de doze genoétipos comerciais de feijoeiro a

C. includens através de testes de preferéncia alimentar e indice nutricional.

2. Material e métodos

2.1. Condigdes experimentais

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e no Laboratorio de
Resisténcia de Plantas a Insetos da Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP/FCAV), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil.
Todos o0s ensaios em laboratério foram conduzidos em sala climatizada com

temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12L: 12E.

2.2. Plantas

Visando dar continuidade ao trabalho do capitulo 2 (resisténcia constitutiva),
foram avaliados os mesmos genétipos comerciais de feijao: IAC Polaco, IAC 1850,
ANFC 9, DAMA, IAC Sintonia (Nova selecao), IAC Sintonia (Antiga sele¢ao), IAC
Imperador, BRS Sublime, Pérola, BRS FC 402, BRS Estilo e BRS MG Madre pérola,
buscando a possibilidade de ocorréncia de fontes de resisténcia induzida. Esses
materiais foram escolhidos pois sdo comercializados no Brasil e fazem parte do banco
de germoplasma ativo do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMPRAPA). Além disso, ndo possuem trabalhos

na literatura buscando fontes de resisténcia induzida desses genétipos a C. includens
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As plantas de feijao foram cultivadas em vasos de polietileno de 5 L de volume
contendo solo (Latossolo Vermelho Distrofico), areia e esterco bovino curtido, na
proporcédo de 3:1:1. Os vasos com as plantas de feijdo foram mantidos em casa de
vegetacdo vedada com tela antiafidica até sua utilizagdo nos ensaios, para evitar
contato com insetos herbivoros e inimigos naturais de C. includens (predadores e/ou
parasitoides). A irrigacdo das plantas nos vasos foi realizada a cada 2 dias de forma

manual usando uma mangueira.

2.3. Insetos

Os insetos utilizados nos experimentos foram provenientes de uma criacao
mantida no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos da UNESP/FCAV,
Jaboticabal, SP. Esta criagcéo de C. includens foi iniciada a partir de ovos provenientes
de uma linhagem mantida em dieta artificial (Greene et al., 1976) do Laboratério de
Biologia de Insetos da Universidade de Sao Paulo, Escola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz" (USP/ESALQ), Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Os insetos foram mantidos e criados em sala climatizada com temperatura de
25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12L: 12E. As lagartas de
terceiro instar foram individualizadas em recipientes plasticos com 4,5 cm de diametro
e 5 cm de altura (Potes Copaza®), contendo dieta artificial ao fundo (Greene et al.,
1976).

Quando os insetos atingiram o estagio de pupa, foram transferidos para caixas
do tipo gerbox (comprimento de 11 cm, largura de 11 cm e altura de 3,5 cm) forradas
com papel filtro ao fundo até a emergéncia dos adultos. Apds a emergéncia dos
adultos, casais de C. includens foram transferidos para gaiolas confeccionadas a partir
de um tubo de PVC com dimensdes de 19,5 cm de diametro e 19,5 cm de altura,
coberta por tecido “voile” e revestida internamente com papel sulfite como substrato
de oviposicao. No fundo da gaiola foi colocado um prato plastico de 22 cm de diametro
revestido com papel sulfite. Para a alimentacéo dos adultos utilizou-se uma solugao
de mel a 10% embebida em um pedaco de algodao acondicionado dentro frascos de
vidro de 4,5 cm de diametro por 4,0 cm de altura. As gaiolas foram colocadas em

estantes.
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Apos a oviposigao, os ovos contidos no tecido “voile” e papel sulfite foram
retirados e transferidos para recipientes plasticos de 12 cm de diametro e 15 cm de
altura (Potes Copaza®) contendo dieta artificial (Greene et al., 1976) ao fundo para a
permanéncia das lagartas recém-eclodidas. Apdés atingir o terceiro instar, as lagartas
foram transferidas e individualizadas com o auxilio de um pincel fino umedecido para
potes plasticos de 100 mL (4,5 cm de diametro e 5 cm de altura) contendo a mesma

dieta artificial, como previamente descrito.

2.4. Infestacéo de Chrysodeixis includens em plantas de feijao

Plantas de cada gendtipo com 25 dias foram cultivadas individualmente em
vasos de polietileno de 5 L de volume, selecionadas ao acaso e atribuidas a dois
grupos: plantas injuriadas por lagartas de C. includens e plantas néo injuriadas. No
primeiro grupo, dez plantas de cada gendtipo foram infestadas com duas lagartas de
quarto instar de C. includens no segundo trifélio a partir da base das plantas,
confinadas em gaiolas confeccionadas em tecido “voile” (10 x 15 cm) presa ao peciolo
com um clipe plastico. As lagartas foram privadas de alimentacdo cerca de 4 horas
antes de serem confinadas nas gaiolas para assegurar que consumam a gquantidade
esperada de tecido foliar dentro do tempo previsto. Apés o confinamento, as lagartas
permaneceram nas plantas durante cerca de 24 horas ou até que tenham consumido
pelo menos 50% de todo o trifélio onde foram confinadas, e em seguida, tanto as
lagartas quanto as gaiolas foram retirados das plantas. No segundo grupo, dez plantas
de cada genotipo tiveram o segundo trifélio a partir da base das plantas coberto
apenas com gaiolas de tecido “voile”, sem a presenca das lagartas. Os grupos
permaneceram distantes um do outro para evitar o “efeito da planta vizinha” que é
quando uma planta induz os mecanismos de defesa da planta vizinha, através de
compostos volateis (Erb et al., 2015).

Apoés trés dias da remocédo das lagartas das plantas, os dois foliolos simétricos
do primeiro trifélio a partir da base da planta foram retirados, acondicionados em sacos
plasticos identificados, e levados ao Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos
para a realizacdo dos experimentos de preferéncia alimentar e indice nutricional. Para

a conducdo dos experimentos com o objetivo de verificar possiveis fontes de
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resisténcia induzida a C. includens, foi usado discos foliares com diametro de 3,0 cm

como substrato alimentar.

2.5. Preferéncia alimentar de Chrysodeixis includens

Foliolos laterais do primeiro trifélio a partir da base de plantas previamente
infestadas ou nao infestadas por C. includens (descrito no item anterior) foram
utilizados em testes com e sem chance de escolha para determinar a preferéncia
alimentar de lagartas C. includens em gendtipos de feijao injuriados ou ndo. Para a
conducédo deste experimento, dez plantas de cada genotipo infestadas ou néo por C.
includens foram utilizadas. Dos dois foliolos laterais coletados de cada planta, um foi
utilizado no teste sem chance de escolha e o outro no teste com chance. Dos foliolos
centrais coletados, cinco de cada tratamento foram utilizados como aliquotas no
calculo dos indices nutricionais. ApOs a coleta, as estruturas foram levadas ao
laboratorio, enxaguadas em agua corrente, e em seguida secas em papel toalha a
temperatura ambiente. Os discos foliares cortados a partir dos foliolos coletados foram
preparados com o auxilio de um vazador metélico de 3,0 cm de diametro,
representando uma area foliar de 7,07 cm?.

No teste com dupla chance de escolha, um disco foliar proveniente de plantas
nao injuriadas e um disco foliar proveniente de plantas injuriadas de cada genaétipo
foram confrontados. Os discos foliares foram distribuidos em placas de Petri de 9 cm
de diametro forradas com papel filtro umedecido com agua deionizada, e duas
lagartas de terceiro instar de C. includens foram liberadas no centro da placa com
auxilio de um pincel fino. A movimentacéao larval foi observada através da contagem
do nimero de lagartas presentes em cada tratamento apos 5, 15, 30 minutos e 1, 3,
6, 12 horas do inicio do experimento. O experimento foi finalizado apds 24 horas ou
qguando cerca de 80% do disco foliar de um dos tratamentos foi consumido. A area
foliar consumida pelas lagartas foi avaliada através da porcentagem de injlria
determinada por imagens capturadas das folhas e analisadas no software ImageJ.

No teste sem chance de escolha, discos foliares de cada gendtipo com e sem
injuria foram individualizados em placas de Petri de 9 cm de diametro forrada com
papel filtro umedecido com agua deionizada. Em seguida, duas lagartas de terceiro

instar foram liberadas em cada placa.
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2.6. Indices nutricionais de Chrysodeixis includens

Discos foliares provenientes do primeiro trifélio de cada planta, coletados e
preparados conforme o item anterior, foram transferidos para potes de polietileno com
dimensdes de 6 cm de diametro e 5 cm de altura contendo papel filtro umedecido com
agua deionizada. Dos foliolos coletados em cada tratamento, dez foram oferecidos as
lagartas de C. includens para avaliagdo dos indices nutricionais e cinco foram
utilizados como amostras adicionais, pesados em balanca analitica de precisédo
(Ohaus®, Parsippany, NJ, EUA), e mantidos nas mesmas condi¢des dos tratamentos
para posteriormente serem utilizadas como aliquotas do peso seco inicial para o
calculo do peso seco consumido dos indices nutricionais.

Posteriormente, lagartas de terceiro instar de C. includens foram coletadas da
criacdo de manutencédo, privadas de alimentacdo por 6 h para limparem o trato
intestinal, e pesadas em balanca analitica de precisdo. Em seguida, as lagartas foram
transferidas individualmente com o auxilio de um pincel fino para as placas de Petri,
onde permaneceram se alimentando por durante 48 horas ou até que um dos discos
foliares tenha sido consumido em 80%. Os experimentos foram realizados em uma
sala climatizada com as condi¢c6es ambientais de 25 + 2°C de temperatura, 70 £ 10%
de umidade relativa, e 12C:12E h de fotoperiodo.

Apés o término do experimento, as lagartas, as fezes, sobra do alimento
oferecido, e os foliolos separados como aliquotas foram secos em estufa
(Odontobras®, modelo EL 1.4, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) a 60°C por 48 h até
atingirem peso constante, e pesados em balanca analitica de precisdo (0,0001 g).
Esses valores baseados no peso seco foram utilizados para o calculo dos seguintes
indices nutricionais, segundo metodologia estabelecida por Waldbauer (1968): taxa
de consumo relativo (RCR =1/Bm x T; g/g/dia); taxa metabdlica relativa (RMR = M /Bm
X T; g/g/dia); taxa de crescimento relativo (RGR = B/Bm x T; g/g/dia); eficiéncia de
conversdo do alimento ingerido (ECI = [B/I] x 100; %). Onde: T = periodo de
alimentagdo (dias); B = ganho de peso larval durante T; Bm = peso larval médio
durante T; | = peso do alimento ingerido (mg) durante T; F = peso das fezes produzidas

durante T; M = (I-F) - B = alimento metabolizado durante T. O experimento foi
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conduzido em delineamento inteiramente casualizado, avaliando os 12 cultivares de

feijdo e 10 repeticbes, sendo cada repeticdo composta por uma lagarta.

2.7. Andlise de dados

Os dados de area foliar consumida (preferéncia alimentar) e indices nutricionais
foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias, pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Em
seguida foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e Teste F. Quando
significativo, as médias da preferéncia alimentar e indices nutricionais dos genétipos
injuriados e ndo injuriados foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) através do
software estatistico SAS® versédo 9.4. No teste de preferéncia alimentar (com dupla
chance de escolha) o delineamento foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 12 x
2, correspondendo aos efeitos principais de genétipo e injaria, respectivamente,
totalizando 24 tratamentos com 10 repeti¢cdes, sendo cada repeticédo representada por
uma placa de petri contendo o confronto de planta injuriada (PI1) e planta ndo injuriada
(PNI). No teste sem chance de escolha, o delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 12 x 2 (Gendétipo x Injaria), totalizando 24
tratamentos com 10 repeti¢cdes, sendo cada unidade experimental constituida por uma
placa de Petri contendo cada tratamento individualizado.

Os indices de atratividade (IA) foram calculados pela férmula: 1A = 2C/(C+S)
(Kogan e Goeden, 1970), onde S = numero de lagartas presentes em plantas nao
injuriadas do gendtipo, determinado como padréo de suscetibilidade; C = niumero de
lagartas presentes em plantas injuriadas do gendétipo. Valores de IA > 1,00 indicam a
preferéncia das lagartas por plantas injuriadas em cada genétipo; valores de 1A < 1,00
indicam a preferéncia das lagartas por plantas ndo injuriadas em cada genotipo;
valores de IA = 1,00 indicam neutralidade de preferéncia das lagartas por plantas nédo
injuriadas e injuriadas de cada genadtipo. Para os calculos, foi observada apés 5, 15,
30 minutos, 1, 3, 6, 12 horas do inicio do experimento, a média de lagartas presentes

em cada genotipo.
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3. Resultados

3.1. Preferéncia alimentar de Chrysodeixis includens

De acordo com o indice de atratividade, diferencas de preferéncia alimentar de
C. includens foram observadas entre as plantas nao injuriadas (PNI) e as plantas
injuriadas (PI) por lagartas conspecificas (mesma espécie) nos genoétipos avaliados
(Figura 1). No teste com dupla chance de escolha, as Pl dos gendtipos IAC Polaco,
IAC 1850, BRS Sublime, Pérola, BRS FC 402 e BRS MG Madrepérola demonstraram
deterréncia a C. includens em relacdo as PNI (Figura 1a). No teste sem chance de
escolha as PI dos gendtipos IAC 1850, IAC Sintonia (Nova selecdo), BRS Sublime e
Pérola demonstraram deterréncia em relacdo as PNI (Figura 1b). Os materiais IAC
1850, BRS Sublime e Pérola, demonstraram nos dois testes (com e sem chance de
escolha), que possuem mecanismos de resisténcia induzida (antixenose), ou seja a
planta responde ao ataque da lagarta C. includens. Apesar de que nos genotipos
DAMA (com e sem chance de escolha) e IAC Imperador (sem chance de escolha) as
lagartas foram menos atraidas (deterrentes) pelas PI, os indices de atratividade foram
proximos de 1,00. Sugerindo neutralidade de preferéncia em relagdo as PNI (Figura
1).

Por outro lado, no teste com dupla chance de escolha nas Pl dos genétipos
ANFC9, IAC Sintonia (Antiga selecao), IAC Imperador e BRS Estilo as lagartas foram
mais atraidas do que nas PNI (Figura 1a). No teste sem chance de escolha as PI dos
gendtipos ANFC9, IAC Sintonia (Antiga selecdo), BRS FC402, BRS Estilo e BRS MG
Madre pérola foram mais estimulantes do que as PNI (Figura 1b). Considerando os
testes com e sem chance de escolha nos gendtipos ANFC9, IAC Sintonia (Antiga
selecdo) e BRS Estilo as plantas infestadas com C. includens foram mais atrativas do
gue as PNI para as lagartas da mesma espécie. Sugerindo que as plantas atacadas
de alguns gendtipos também podem ser estimulantes, ou seja possuem uma resposta

oposta a antixenose (Figura 1).
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Figura 1. indice de atratividade de lagartas de Chrysodeixis includens em genétipos
de feijdo infestados com o mesmo inseto (injuriados) em teste com dupla chance (a)
e sem chance de escolha (b).

Em relagdo a éarea foliar consumida, no teste com dupla chance de escolha

houve diferenca significativa no consumo de C. includens entre os genatipos nas PNI
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(F = 2,18; p = 0,0211). Nos gendtipos Pérola e ANFC 9 ocorreu 0 menor consumo
foliar em relacdo ao gendtipo BRS Sublime, enquanto os outros genotipos néo
diferiram significativamente entre si. Nas Pl ndo houve diferenca estatistica entre os
doze gendtipos. Na comparacgdo entre Pl e PNI no mesmo gendtipo, houve diferenca
estatistica apenas no genotipo BRS Sublime (F = 35,34; p = 0,00020). Nos discos
foliares de BRS Sublime originados de plantas sem injuria houve um consumo
consideravelmente maior (2,83 cm?) em relacdo aos discos foliares de plantas com
injuria (0,65 cm2).

No teste sem chance de escolha, também houve diferenca significativa no
consumo de C. includens entre os genadtipos nas PNI (F = 2,59; p = 0,0059). Entre as
PNI, o gendtipo IAC Polaco foi menos consumido, enquanto o maior consumo foi
observado no gendtipo IAC Imperador. N&o foi observado diferenca significativa na
desfolha entre os gendétipos com Pl. Houve diferenca significativa no consumo foliar
de C. includens nos gendtipos IAC Sintonia (Nova selecao) (F = 4,86; p = 0,0415) e
BRS FC 402 (F = 5,16; p = 0,037) quando previamente injuriados, em relagdo as PNI.
Em IAC Sintonia (Nova seleg¢do) nas PNI o consumo foi de 1,79 cm? e nas PI foi de
1,22 cm? de area foliar. Nos discos foliares de BRS FC 402 de PNI houve um consumo
foliar de 2,52 cm2 e de Pl de 1,22 cm? (Tabela 1).

Tabela 1. Area foliar consumida (cm?2 + EP) por lagartas de Chrysodeixis includens
em plantas ndo injuriadas e previamente injuriadas de gendétipos de feijdo em testes
de preferéncia alimentar com dupla chance e sem chance de escolha.

- Dupla chance de escolha Sem chance de escolha
Genotipos o — . —
N&o injuriado Injuriado N&o injuriado Injuriado
IAC Polaco 1,64 + 0,42 abA 0,82+ 0,23 aA 1,15+ 0,14 bA 1,44 +0,28 aA
IAC 1850 2,26 + 0,56 abA 1,38 +0,42 aA 1,31+0,29 abA 1,37 +0,31 aA
ANFC 9 0,90 +0,26 bA 1,39+0,39 aA 1,26 + 0,29 abA 0,96 + 0,12 aA
DAMA 1,86 £ 0,19 abA 1,28 £ 0,37 aA 1,73+ 0,35abA 1,34+0,31aA

IAC Sintonia (Nova) 1,78 + 0,19 abA 1,40 + 0,40 aA 1,79+ 0,21 abA 1,22 +0,14 aB
IAC Sintonia (Antiga) 1,30 + 0,26 abA 1,41 + 0,31 aA 1,61+0,31abA 1,16 +0,19 aA

IAC Imperador 1,21 + 0,47 abA 1,87 + 0,33 aA 2,67+0,33aA 1,90+0,23 aA
BRS Sublime 2,83+0,34aA 0,65+0,18 aB 1,59+ 0,25 abA 1,07 + 0,32 aA
Pérola 0,78+ 0,26 bA 0,99 +0,25 aA 2,25+ 0,35 abA 1,58 + 0,35 aA
BRS FC 402 1,56 + 0,41 abA 0,92+ 0,29aA  2,52+0,46 abA 1,22+ 0,33 aB
BRS Estilo 2,26+ 0,65abA 1,80+056aA  1,79+0,34abA 1,65+ 0,38 aA

BRS MGMadrepérola 1,41 + 0,39 abA 1,55 + 0,30 aA 2,07 £ 0,22 abA 1,58 + 0,33 aA

Médias seguidas de diferentes letras minlsculas na coluna e mailscula na linha diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).



96

3.2. indices nutricionais de Chrysodeixis includens

O efeito dos diferentes genoétipos e injaria prévia influenciou o
desenvolvimento de C. includens. Na taxa de consumo relativo (RCR) dessa lagarta,
houve diferenca estatistica entre os genétipos em Pl (F = 4,91; p < 0,0001) e PNI (F
= 7,81; p > 0,0001). Nas PNI o material IAC Sintonia (Nova selecéo) apresentou a
maior (3,62) e BRS Sublime a menor (0,21) taxa de consumo relativo (RCR). Nas PI
0 genétipo BRS MG Madrepérola apresentou a maior (2,99) e os genétipos ANFC 9
(0,52) e BRS Sublime (0,06) as menores RCR das lagartas. Comparando 0 mesmo
genadtipo com Pl x PNI, houve diferenca no RCR de C. includens nos genotipos ANFC
(F = 6,24; p = 0,0230), IAC Sintonia (Nova selecao) (F = 13,32; p = 0,0022), BRS FC
402 (F = 13,15, p = 0,0019) e BRS Estilo (F = 4,49; p = 0,0482) (Tabela 2).

Na taxa de crescimento relativo (RGR) houve diferenca significativa entre os
genotipos somente em plantas nao injuriadas (F = 3,13; p = 0,0011). Nos genatipos
IAC Imperador (0,53), Pérola (0,45) e IAC Sintonia (Nova selecédo) (0,44) os insetos
tiveram as maiores RGR. Em contraste, no material IAC 1850 a taxa de crescimento
relativo foi a menor (0,15), os demais genotipos nédo diferiram significativamente entre
si. Na comparacao Pl x PNI no mesmo gendétipo, somente o Pérola foi observado
diferenca significativa (F = 6,35; p = 0,0221) (Tabela 2).

No parametro RMR (Taxa metabdlica relativa), houve diferenca estatistica entre
0s genodtipos nas Pl (F = 3,65; p = 0,0002) e PNI (F = 5,06; p > 0,0001). Nas PNI o
material IAC Sintonia (Nova selecdo) apresentou significativamente a maior RMR
(2,21), o restante dos materiais com menores indices nao diferiram. Nas Pl o genétipo
BRS MG Madrepérola apresentou a maior (2,20) e os genétipos ANFC 9 (0,04), DAMA
(0,27), BRS Sublime (0,00) e BRS FC 402 (0,10) as menores taxas metabdlicas
relativa. Na comparacgao Pl x PNI no mesmo genotipo, houve diferenca no RMR nos
genotipos ANFC 9 (F =5,03; p = 0,0385), IAC Sintonia (Nova selecdo) (F = 5,50; p =
0,0322), BRS FC 402 (F = 6,80; p = 0,0178) e BRS MG Madrepérola (F = 5,15; p =
0,0365) (Tabela 3).
Na eficiéncia ECI (Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido) houve
diferenca estatistica entre os genotipos em Pl (F = 2,45; p =0,01) e PNI (F=2,28; p
= 0,0158). Nas PNI o material IAC Imperador apresentou a maior ECI com 32,33%.

Em contrapartida, as lagartas alimentadas com as folhas de BRS Sublime tiveram a
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menor ECI, com somente 2,91%. Nas Pl dos genétipos DAMA (33,14 %), e IAC
Imperador (41,91%) foi observado as maiores ECI e o gendétipo BRS Sublime a menor,
com 0% de eficiéncia de converséo do alimento. Comparando o0 mesmo gendtipo com

PI x PNI, ndo houve diferenca entre os genétipos (Tabela 3).
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Tabela 2. indices nutricionais (RCR e RGR) (g.g .dia ‘! + EP) de lagartas de Chrysodeixis includens alimentadas em plantas
nao injuriadas e previamente injuriadas de genétipos de feijao.

RCR

RGR

Gendtipos T— — Média —— — Média
N&ao injuriado Injuriado N&o injuriado Injuriado

IAC Polaco 1,06+ 0,36 bcA 1,59 +0,19 abcdA 1,34 +0,20 bcd 0,27 + 0,06 abA 0,21 +0,05aA 0,24 + 0,04 bc
IAC 1850 1,00 + 0,25 bcA 1,73+0,43 abcdA 1,35+0,25bcd 0,15+0,05bA 0,23+0,07aA 0,19+0,04c
ANFC 9 1,36 £ 0,26 bcA 0,52 +0,21 dB 0,97 +0,19cd 0,28 +0,06 abA 0,27 £0,08 aA 0,27 £ 0,05 abc
DAMA 1,20+ 0,31 bcA 1,20+ 0,30 abcdA 1,20 +0,21 bcd 0,38 + 0,07 abA 0,42 +0,07aA 0,40+ 0,05 ab
IAC Sintonia (Nova) 3,62+0,28aA 1,82+0,41abcdB 3,05+0,45a 0,44 +0,03aA 0,38+0,03aA 0,41+0,02ab
IAC Sintonia (Antiga) 1,63+ 0,30 bA 2,39 + 0,23 abcA 2,01 + 0,20 abc 0,36 + 0,07 abA 0,33+0,04 aA 0,35+ 0,04 abc
IAC Imperador 1,84+ 0,20 bA 1,16 + 0,28 bcdA 1,50+0,19¢c 0,53+0,02aA 0,41+0,04aA 0,47+0,02a
BRS Sublime 0,21 +0,16 cA 0,06 + 0,04 dA 0,14 + 0,09 d 0,41 £ 0,07 abA 0,20+ 0,07 aA 0,31 + 0,05 abc
Pérola 1,81+0,41bA 152+0,34abcdA 167+0,27bc 0,45+0,04aA 0,25+0,07aB 0,35+ 0,05 abc
BRS FC 402 2,42 + 0,42 abA 0,68 + 0,22 cdB 155+0,31bc 0,34+0,06 abA 0,31+0,08aA 0,32+0,05abc
BRS Estilo 1,02 + 0,27 bcB 2,58 + 0,29 abA 1,46 £+ 0,22 bc 0,41 £ 0,06 abA 0,37 + 0,07 aA 0,39 + 0,04 abc
BRS MG Madrepérola 1,59+ 0,26 bcA 2,99 + 0,67 aA 2,25+0,37ab 0,41+0,05abA 0,44+0,09aA 0,43+0,05ab
Média 1,62+0,13A 148+0,12A - 0,37+0,02A 0,32+0,02A -

RCR - Taxa de consumo relativo; RGR - Taxa de crescimento relativo. Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna ou maidsculas na

linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. indices nutricionais (RMR e ECI) (g.g .dia " + EP) de lagartas de Chrysodeixis includens alimentadas em plantas
nao injuriadas e previamente injuriadas de genétipos de feijao.

Genétipos _ RMR Média S— SR VL) N— Média
N&o injuriado Injuriado N&o injuriado Injuriado

IAC Polaco 0,40+ 0,28 bA 0,80+ 0,16 abA 0,61 + 0,16 abcd 29,80+ 11,81 abA 17,25+ 5,15abA 22,47 +£6,73 abc
IAC 1850 0,20+ 0,07 bA 0,79+0,31abA 0,48+0,16 bcd 10,28 +6,17 abA 10,71 +3,27 abA 10,48 + 3,50 bc
ANFC 9 0,48 £0,18 bA 0,04 £0,03bB 0,27 +0,11 cd 19,61 +6,19 abA 14,19+ 7,27 abA 17,24+ 4,61 abc
DAMA 0,47 +0,19bA 0,27+0,16 bA 0,37 +0,13 bcd 18,94 +557 abA 33,14 +£9,22 aA 25,62 + 5,37 ab
IAC Sintonia (Nova) 2,21+0,37aA 1,01+0,35abB 1,61+0,29 abcd 12,53+ 1,88abA 23,47 +7,99abA 17,71+ 4,00 abc
IAC Sintonia (Antiga) 0,75+0,35bA 1,58+0,25abA 1,16 +0,23 abc 24,22 +£551 abA 15,28 + 2,69 abA 19,52 + 3,07 abc
IAC Imperador 0,70+ 0,20 bA 0,45+ 0,28 abA 0,58 + 0,17 abcd 32,33 *+ 3,98 aA 41,91 + 8,47 aA 36,59 +4,37 a
BRS Sublime 0,09 £+ 0,08 bA 0,00 +0,00 bA 0,05+ 0,05d 2,91 £ 2,91 bA 0,00 £ 0,00b abA 1,66+ 1,66cC
Pérola 0,83+0,34bA 0,70+0,32 abA 0,77 £ 0,23 abcd 22,83 +5,08 abA 17,19 +5,20 abA 20,00 + 3,59 abc
BRS FC 402 0,95+0,32bA 0,10+0,06 bB 0,53 +0,19 abcd 12,60 +2,01 abA 30,71 + 10,61 abA 21,66 + 5,65 abc
BRS Estilo 0,19+ 0,08 bA 1,76 0,79 abA 0,97 + 0,43 abcd 29,09 £ 6,53 abA 22,79 £5,06 abA 25,78 + 4,03 ab
BRS MG Madrepérola 0,69 +0,16 bB 2,20+ 0,67 aA 1,41 +0,37 ab 25,16 + 6,55 abA 15,42 +5,98 abA 20,83 + 4,53 abc
Média 0,82+0,12A 0,66+0,082 A - 20,11 +1,79 A 20,63+ 2,08 A -

RMR — Taxa metabdlica relativa; ECI - Eficiéncia de conversao do alimento ingerido. Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna e
mailsculas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4. Discussao

Os resultados desse trabalho demonstraram que plantas injuriadas (PI) por C.
includens e néo injuriadas (PNI) de alguns gendétipos de feijao influenciam de forma
diferente no comportamento de alimentacéo e no crescimento/desenvolvimento de C.
includens. Nos testes de atratividade (com e sem chance de escolha) as Pl de
IAC1850, BRS Sublime e Pérola, repeliram mais lagartas (deterréncia) em relacdo as
PNI, demonstrando que as plantas desses gendtipos respondem ao ataque da lagarta
C. includens. Resultado semelhante também foi visto em IAC Polaco, BRS FC 402 e
BRS MG Madrepérola no teste com chance de escolha e em IAC Sintonia (Nova
selecao) no teste sem chance de escolha. Sugerindo que quando as plantas dessas
variedades séo atacadas por desfolhadores mecanismos de resisténcia induzida por
antixenose (alimentacdo) sdo acionadas.

As plantas atacadas desses gendtipos provavelmente liberaram substancias
volateis ou ndo volateis decorrentes do metabolismo secundario que atuaram
diretamente sobre as lagartas como repelentes (Baldin et al., 2019). Varios trabalhos
demonstraram que plantas atacadas previamente podem aumentar seus mecanismos
de defesa para diminuir ou cessar o ataque de pragas (Srinivas et al., 2001; Foyer et
al., 2016; Hahn e Maron, 2018; Freitas et al., 2017; Eduardo, 2018). Freitas (2020),
avaliou 10 genotipos de soja em teste com dupla chance de escolha e apenas Pl por
coespecificos de um genoétipo (UFUS Xavante) foram atrativas para a lagarta
Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) o restante dos nove
genatipos as Pl foram repelentes. No experimento de Eduardo (2018), plantas de soja
injuriadas por H. virescens foram repelentes para a mesma espécie de lagarta.

Os principais compostos de defesa das plantas estdo na classe dos
terpendides, compostos aromaticos, alcaloides, compostos fendlicos e flavonoides
(Poelman e Dicke, 2014; Eduardo et al., 2016; Ulhoa, 2018; Freitas, 2020; Ulhoa et
al., 2020). Muitas dessas substancias podem ser captadas pelos insetos herbivoros,
como compostos volateis ou nao volateis que podem ajudar (cairomoénios) ou
prejudicar (aloménios) a localizacdo do hospedeiro (planta) pelo inseto. A baixa
atratividade da planta pode estar relacionada com a auséncia de cairoménios e/ou

altos niveis de aloménios (Smith, 2005; Xu e Turlings, 2018). De acordo com Turlings
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e Erb (2018), as plantas também podem liberar volateis especificos atraindo os
inimigos naturais dos insetos herbivoros (predadores e parasitoides) ou repelindo o
inseto-praga. Além de mecanismos quimicos, as plantas podem utilizar suas
caracteristicas morfolégicas tais como espinhos, pilosidades, tricomas ou mesmo
deposicdo de substancias quimicas como cutinas, ceras, suberinas e silicatos nas
folhnas formando uma “barreira” fisica, que pode ocasionar efeitos negativos no
comportamento de alimentacao de inUmeros insetos-praga (Baldin et al., 2019).

Nos gendtipos DAMA (com e sem chance de escolha) e IAC Imperador (sem
chance de escolha) as lagartas foram menos atraidas pelas PI, porém os indices de
atratividade (0,99) foram muito préximos de 1,00 sugerindo neutralidade de
preferéncia em relagcdo as PNI. Nesse caso, os perfis quimicos das Pl ndo afetaram a
resposta das lagartas. De forma semelhante, Blackmer et al. (2004) observaram que
o percevejo Lygus hesperus (Knight, 1917) (Heteroptera: Miridae) ndo evitou as
plantas de alfafa injuriadas, mesmo tendo sido mostrado, através de analises
quimicas, que houve inducdo de volateis de defesa apds a injuria. Portanto, L.
hesperus pode ter respondido aos volateis da planta, independentemente da injuria.
Ulhoa et al. (2020), observaram que ndo houve diferenca estatistica nos testes quando
plantas de arroz nédo injuriada e injuriadas foram confrontadas em bioensaios usando
olfatometro em forma de “Y, o percevejo Glyphepomis spinosa (Campos e Grazia,
1998) (Heteroptera: Pentatomidae) também ndo evitou as plantas injuriadas pela
mesma especie.

Por outro lado, nos testes de atratividade (com e sem chance de escolha) as PI
de ANFC9, IAC Sintonia (Antiga selecéo) e BRS Estilo foram mais atrativas do que as
PNI para as lagartas da mesma espécie. Sugerindo que as plantas atacadas de alguns
gendtipos também podem ser atrativas. Resultado semelhante também foi visto em
IAC Imperador no teste com chance de escolha e em BRS FC402 e BRS MG
Madrepérola no teste sem chance de escolha. Evidenciando que caracteristicas
intrinsecas também sdo importantes pois cada genotipo pode ter uma resposta
diferente mesmo em condi¢cOes externas semelhantes. De acordo com War et al.
(2012), volateis de plantas induzidos por herbivoria (HIPVS) representam um
importante papel na defesa das plantas. No entanto, custos ecoldgicos como a atragéo

de herbivoros também podem estar envolvidos. Por exemplo, tem sido demonstrado
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gue a espécie Leptinotarsa decemlineata (Say,1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) &
atraida pela mistura dos compostos volateis acetato de cis-3-hexenil, linalol e Metil
Salicilato que sao produzidos e emitidos por plantas de batata injuriadas (Dickens,
2000; Dickens, 2006). No estudo de campo de El-Sayed et al. (2018), os volateis
imitidos por macieiras injuriadas pela lagarta Pandemis pyrusana (Kearfott, 1907)
(Lepidoptera: Tortricidae) foram atrativas para os adultos (mariposas) de P. pyrusana
e Choristoneura rosaceana (Harris, 1841) (Lepidoptera: Tortricidae), no entanto
também foi atrativo ao predador Chrysoperla plorabunda (Fitch, 1855) (Neuroptera:
Chrysopidae).

Sinais quimicos das plantas induzidos por herbivoria também podem ser pistas
para insetos herbivoros para encontrar sitios de alimentacado, abrigo, oviposicao e/ou
parceiros sexuais (Carrasco et al., 2015; Webster e Cardé, 2017). Por outro lado,
plantas ja habitadas por coespecificos e/ou heteroespecificos podem ser menos
atrativas aos herbivoros, devido ao maior risco de competicéo por alimento e de influxo
de inimigos naturais, preferindo assim plantas inexploradas (Landolt e Phillips, 1997,
Dicke e Van Loon, 2000; Ulhoa, 2018; Turlings e Erb, 2018). Devido a essas varia¢des
e interacdes ecoldgicas que ocorrem com complexidade nos agroecossistemas é
muito importante fazer estudos de cada caso considerando fatores intrinsecos e
extrinsecos especificos, pois sdo muitas variaveis que podem influenciar as interacées
entre insetos e plantas.

Em relacdo a &rea foliar consumida entre Pl e PNI (teste com dupla chance de
escolha) no mesmo genotipo, houve diferenca estatistica apenas no genétipo BRS
Sublime. Nos discos foliares de BRS Sublime originados de plantas sem injuria houve
um consumo significativamente maior em relacéo aos discos foliares de plantas com
injuria. Nos testes sem chance de escolha houve diferenca significativa em IAC
Sintonia (Nova selecdo) e BRS FC 402, as Pl também foram menos consumidas.
Corroborando com os resultados de indice de atratividade, pois as Pl desses
genaotipos foram repelentes em relacdo as PNI. Sugerindo que as plantas injuriadas
desses materiais podem ter produzido substancias dissuasivas, deterrentes, toxicas,
inibidores de alimentacéo e/ou de digestibilidade dos tecidos vegetais ao serem
atacadas (Vendramim e Guzzo, 2009; Poelman e Dicke, 2014; Baldin et al., 2019).

Entretanto, o consumo foliar nem sempre € proporcional a atratividade, uma vez que


https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-021-05097-1#ref-CR8
https://link.springer.com/article/10.1007/s00442-021-05097-1#ref-CR63
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folhas de plantas que liberam volateis atrativos podem ter substancias que levam a
reducdo na alimentacdo e trazem consequéncias negativas para o desenvolvimento
biolégico do inseto herbivoro (Smith, 2005; Hagenbucher et al., 2013). A folha pode
ter uma baixa qualidade nutricional, entdo a lagarta tem que se alimentar mais, para
obter niveis nutricionais que ela necessita (Lin et al., 1990). Ou seja, a presenca de
resisténcia por antixenose em uma planta é dificil de determinar apenas a partir de
dados de desfolha, pois as reducdes no consumo foliar podem resultar tanto
da antixenose (nao preferéncia) quanto da antibiose. Por esta razéo, foi usado neste
trabalho o indice nutricional, segundo a metodologia de Waldbauer (1968), para ajudar
a diferenciar os efeitos antixenoéticos dos efeitos na biologia das lagartas.

Os indices nutricionais demonstraram que o efeito dos diferentes gendétipos e
injuria prévia influenciou o desenvolvimento de C. includens. Comparando o mesmo
genadtipo com planta injuriada e ndo injuriada, na taxa de consumo relativo (RCR) e
taxa metabdlica relativa (RMR), houve diferenca nos genétipos ANFC 9, IAC Sintonia
(Nova selecdo) e BRS FC 402. Nesses genotipos, o RCR e RMR das PI foram
significativamente menores em relacdo as PNI. Demonstrando que a quantidade de
alimento ingerido por grama de peso corporeo do inseto por dia e a quantidade de
alimento gasto em metabolismo por miligrama de peso corporeo diminuiu nesses
genaotipos com injuria prévia. Somente o genotipo Pérola teve diferenca em relacédo a
taxa de crescimento relativo (RGR), as lagartas alimentadas com planta injuriadas por
C. includens tiveram uma menor RGR, ou seja, teve um menor ganho de biomassa
em relacdo a seu peso. Sugerindo que ao serem danificadas pelas lagartas essas
variedades acionam mecanismos de resisténcia induzida por antibiose.

Possivelmente as folhas desses genétipos ao serem atacadas produzem
compostos anti-nutricionais e/ou substancias secundarias relacionados a defesa que
podem acarretar impropriedades nutricionais. Como exemplo de compostos anti-
nutricionais que reduzem a digestibilidade pode-se citar a producé&o de inibidores de
protease que inibem as enzimas digestivas dos insetos. A atuacdo dos inibidores de
protease provoca uma deficiéncia de aminoacidos que vao influenciar diretamente o
crescimento e desenvolvimento do inseto (Heil e Karban, 2010; Ulhoa, 2018; Baldin
et al., 2019). A qualidade e quantidade de nutrientes consumida na fase larval podem

interferir na sobrevivéncia, desenvolvimento, crescimento e fecundidade do inseto
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(Mithofer e Boland et al.,, 2012). Em geral, os insetos precisam de lipideos,
carboidratos, aminoacidos, minerais e vitaminas. O excesso ou a falta desses
compostos nutricionais podem ser prejudiciais ao desenvolvimento. Esses nutrientes
devem ser ingeridos em quantidades adequadas e em equilibrio pelos insetos
(Chapman, 2013).

Resultados semelhantes ja foram observados em desfolhadores e plantas
cultivadas, Chiang et al. (1986) relataram que Epilachna varivestis (Mulsant, 1850)
(Coleoptera: Coccinellidae), exibiu atraso no desenvolvimento quando as folhas da
soja foram previamente danificadas por esse besouro. Da mesma forma, Bi et al.
(1994) observaram taxas de crescimento reduzidas da lagarta Helicoverpa zea
(Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae), ao se alimentar de tecidos vegetais
danificados por coespecificos. Lin et al., (1990) verificaram que A. gemmatalis
alimentada com folhas de plantas de soja previamente danificadas teve um tempo de
desenvolvimento 8,5% maior e um peso pupal 10,4% menor em comparacdo com as
larvas alimentadas com folhas de plantas sem injuria. Sugerindo que 0s mecanismos
envolvidos na inducéo, diminuiu a qualidade nutricional das folhas de soja. Srinivas et
al. (2021) mostraram que aplicacGes exdgenas de acido jasmdnico (JA) induziram as
defesas das plantas de soja contra S. frugiperda, pois reduziram o ganho de peso de
28,7% para 76,7%, o consumo foliar de 3,7% para 65% e eficiéncia de converséo de
10,9% para 42,2%.

Em contraste, as lagartas alimentadas com plantas injuriadas de BRS Estilo e
BRS MG Madrepérola tiveram respectivamente maior RCR e RMR, em relacdo a
plantas nao injuriadas. Sugerindo que as plantas atacadas de alguns genotipos
também podem mudar a composi¢cado quimica das folhas e acabarem sendo mais
adequadas para o desenvolvimento de determinadas espécies de inseto em relacéo
as PNI. No capitulo 2, as plantas sem injuria do genétipo BRS MG Madrepérola foram
altamente resistentes constitutivamente por antibiose, a viabilidade larval foi de
apenas 4 %, ou seja, de 50 lagartas testadas apenas duas alimentadas com esse
material chegaram a fase de pupa.

Pode-se destacar o genétipo BRS Sublime, que além de apresentar resisténcia
induzida (menor atratividade e menor desfolha nas PI), também foi considerado

resistente constitutivamente por antixenose a C. includens no capitulo 2. De forma
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semelhante, IAC 1850 foi resistente por antibiose (constitutivo) e antixenose
(induzido), os resultados desses dois genadtipos contrariam a hipotese de correlacéo
negativa entre os dois modos de resisténcia. A expressao de caracteristicas quimicas
e fisicas relacionadas a resisténcia tem um custo metabdlico maior para as plantas, e
supde-se que ambas as defesas estejam em competicdo pelo mesmo (limitado)
conjunto de recursos. Além disso, acredita-se que uma espécie ja bem defendida pela
alta resisténcia constitutiva se beneficia apenas de forma insignificante pela
resisténcia adicional induzida (Koricheva et al., 2004; Srinivas et al., 2021). Portanto,
0s modos de expressdo sdo caracteristicas adaptativas e uma correlacdo negativa
deve ser observada entre eles (Agrawal et al., 2010).

Entretanto, os poucos estudos que avaliaram simultaneamente a resisténcia
constitutiva e induzida divergem quanto a hipétese definitiva de correlagdo negativa e
sugerem que a presenca dessas caracteristicas depende da interacdo planta-
herbivoro, modo e intensidade de ataque da praga, condicdes em que as plantas séao
cultivadas e outros fatores ambientais. (Underwood, 1998; Underwood et al., 2000,
2002; Agrawal et al., 2010; Kempel et al., 2011; Rasmann et al., 2014; Rasmann et
al., 2015; Freitas et al., 2017). Portanto, € possivel que ambos 0os modos de expressao
ocorram em processos metabolicos independentes, sendo capaz de ocorrer
individualmente ou em conjunto, e que esta caracteristica é intrinseca de cada
gendtipo.

Resultados interessantes foram encontrados, apesar do genétipo IAC Sintonia
(Nova selecdo) ser suscetivel constitutivamente (capitulo 2), as plantas ao serem
injuriadas expressaram respostas induzidas, sendo esse material classificado como
resistente por antixenose e antibiose a C. includens. De forma oposta, BRS MG
Madrepérola foi considerado resistente nos testes de resisténcia constitutiva e
suscetivel quando as plantas foram injuriadas. Os resultados com estas duas
variedades favorece a hipotese de correlacdo negativa entre a defesa induzida e
constitutiva. Além disso, as variedades como Perola, BRS FC 402 e ANFC 9 que foram
consideradas neutras nos testes constitutivos, apresentaram resisténcia a C.
includens por inducdo natural, demonstrando a grande variacdo de respostas que

existe entre 0os genaotipos.
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As respostas induzidas das plantas envolvem complexos mecanismos que
ainda ndo foram completamente compreendidos e necessitam de mais estudos. A
falta de informag®es, provavelmente € o principal motivo da resisténcia induzida ainda
ndo ser considerada nos programas de melhoramento genético. Mesmo assim, a
resisténcia induzida tem grande potencial para ser utilizada no manejo integrado de
pragas, pois sua principal vantagem em relacéo a resisténcia constitutiva é devido a
maior eficiéncia energética, pois tem um menor custo metabodlico e efeito na
produtividade. Além disso, 0s genes responsaveis pela expressao quimica,
bioquimica e morfoldgica de resisténcia induzida por herbivoria podem ser inseridos
em cultivares comerciais através de engenharia genética. Com a possibilidade de
associar junto com plantas transgénicas que expressam as proteinas inseticidas de
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) (Bacillales: Bacillaceae) (Bt). Adicionalmente, o
uso de indutores de resisténcia, como a aplicacdo exdégena de fitorménios, tem
mostrado resultados promissores.

Concluindo, os gendtipos de feijdo com resistencia induzida foram: BRS
Sublime (antixenose), IAC 1850 (antixenose), Pérola (antixenose e antibiose), IAC
Sintonia (Nova selecdo) (antixenose e antibiose), BRS FC 402 (antixenose e
antibiose) e ANFC 9 (antibiose). Este é o primeiro estudo na literatura que observou a
resisténcia induzida destes gendétipos a C. includens. A sele¢cdo de materiais com
resisténcia constitutiva e induzida a insetos, pode favorecer ganhos econdmicos
significativos (Hutchison et al., 2010; Baldin et al., 2019). Portanto, os dados desse
estudo fornecem informacBes importantes que poderdo auxiliar os melhoristas e
produtores de feijdo no manejo da lagarta-falsa-medideira. Outros estudos ainda séo
necessarios, como identificar os mecanismos responsaveis pela resisténcia induzida
a C. includens para aumentar sua expressao ou incorpora-los em programas de
melhoramento genético, identificar os diferentes compostos quimicos que sao
produzidos pela inducéo por herbivoria. Além disso, avaliar a resisténcia a outros tipos
de estresse e produtividade no campo, para viabilizar o plantio em grande escala

desses genotipos pelos produtores de feijao.
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CAPITULO 4 - Influéncia de micorrizas e silicio na tolerancia de milho e soja a

Spodoptera frugiperda

RESUMO - A produtividade da soja e do milho vem sendo afetada pela ocorréncia de
diversas espécies de insetos-praga, dentre eles a lagarta-do-cartucho Spodoptera
frugiperda. O controle desses insetos tem sido realizado principalmente através da
aplicacao de inseticidas quimicos e/ou do uso de plantas transgénicas que expressam
as proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (Bt). Entretanto, estes métodos de
controle podem impor uma forte pressédo de selecédo principalmente nas populacdes
das lagartas, favorecendo a evolugéo da resisténcia. Portanto, a aplicagdo de fontes
de silicio (Si) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) para aumentar a resisténcia
e melhorar o desenvolvimento das plantas, séo alternativas para serem usadas no
manejo integrado de pragas. O Si absorvido pelas plantas € depositado no tecido das
folhas, formando uma barreira mecéanica que dificulta a alimentacdo do inseto
herbivoro. Os FMAs formam associa¢cdes com as raizes e ajudam as plantas na
absorcao de nutrientes e agua. Silicio e FMAs podem também induzir as defesas das
plantas contra herbivoros por processos fisiolégicos e bioquimicos. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar os efeitos da aplicacdo de Si e FMASs no desenvolvimento e na
tolerancia de soja e milho a S. frugiperda em casa de vegetacéo e de soja as diferentes
pragas no campo. Em casa de vegetacao foi feito a contagem do namero de trifélios
na soja, folhas no milho, a medi¢do da parte aérea e do peso seco da raiz e parte
aérea das plantas de soja e milho com e sem danos mecéanicos. Além disso, foi
avaliado o desenvolvimento biolégico das lagartas, a porcentagem de desfolha nas
plantas infestadas com S. frugiperda e a quantificacéo da colonizacdo micorrizica nas
raizes das duas culturas. Em campo foi feito a contagem de plantas por fileira, a
medicao da altura, a avaliacdo do estadio fenoldgico, o levantamento das espécies de
insetos-praga e a avaliacdo da qualidade de sementes de plantas de soja. Os testes
em casa de vegetacdo e campo demonstraram que a inoculacdo e colonizacao de
FMAs nas raizes e a aplicacao de Si no solo individualmente ou em conjunto (FMA+Si)
influenciaram positivamente em alguns parametros o desenvolvimento, resisténcia e
tolerancia das plantas de milho e soja. Os resultados deste trabalho sédo importantes
para buscar alternativas sustentaveis no cultivo dessas importantes culturas, como a
demonstracdo que a aplicacdo de Si e FMA no solo é benéfico para as culturas do
milho e da soja. Outros estudos ainda sdo necessarios, como avaliar a
produtividade/producédo desses tratamentos no campo com diferentes genotipos de
soja e milho.

Palavras-chave: fungos micorrizicos arbusculares, Glycine max, resisténcia de
plantas a insetos, silicato de célcio, Spodoptera frugiperda, Zea mays
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CHAPTER 4 - Influence of mycorrhiza and silicon on corn and soybean tolerance
to Spodoptera frugiperda

ABSTRACT - Soybean and corn productivity has been affected by the occurrence of
several insect pest species, among them the fall armyworm Spodoptera frugiperda.
The control of this insect has been carried out mainly through the application of
chemical insecticides and/or the use of transgenic plants that express the insecticidal
proteins of Bacillus thuringiensis (Bt). However, these control methods can impose
strong selection pressure on caterpillar populations, favoring the evolution of
resistance. Therefore, the application of sources of silicon (Si) and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) to increase resistance and improve plant development are
alternatives to be used in integrated pest management. The Si absorbed by the plants
is deposited in the leaf tissue, forming a mechanical barrier that makes it difficult for
the herbivorous insect to feed. AMFs form associations with the roots and help plants
absorb nutrients and water. Si and AMFs can also induce plant defenses against
herbivores by physiological and biochemical processes. The objectives of this work
were to evaluate the effects of the application of Si and AMF on the development and
tolerance of soybean and corn to S. frugiperda in a greenhouse and soybean to
different pests in the field. In a greenhouse, the number of trefoils in soybeans, leaves
in corn, the measurement of the aerial part and the dry weight of the root and aerial
part of the soybean and corn plants with and without mechanical damages were carried
out. Furthermore, the biological development of the caterpillars, the percentage of
defoliation in plants infested with S. frugiperda and the quantification of mycorrhizal
colonization in the roots of both cultures were evaluated. In the field, the number of
plants per row, height measurement, phenological stage evaluation, insect pest
species survey and quality evaluation of soybean plant seeds were performed. The
tests in greenhouse and field showed that the inoculation and colonization of AMFs in
the roots and the application of Si in the soil individually or together (AMF+Si) positively
influenced the development, resistance and tolerance of maize plants in some
parameters. Soy. The results of this work are important to seek sustainable alternatives
in the cultivation of these important crops, as the demonstration that the application of
Si and FMA in the soil is beneficial for corn and soybean crops. Further studies are still
needed, such as evaluating the productivity/production of these treatments in the field
with different soybean and corn genotypes.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi, calcium silicate, Glycine max, plant insect
resistance, Spodoptera frugiperda, Zea mays
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1. Introducéo

A soja e o milho sdo algumas das culturas mais cultivadas no mundo, seus
graos sao importantes fontes de proteina, 6leo vegetal, carboidratos e vitaminas para
o consumo humano e animal. Além disso, essas culturas séo utilizadas na producéo
de produtos farmacéuticos, biocombustiveis, cosméticos, 6leo, alcool, plastico, entre
outros, gerando diversos empregos no Brasil e no mundo (Masuda e Goldsmith, 2009;
Singh, 2010; Rosegrant et al., 2012; Bezerra, 2015; Duarte et al., 2015; Strazzi, 2015;
Sugiyama et al., 2015; Silva et al., 2017; Turzi et al., 2017; Veljkovi¢a et al., 2018).

Na safra 2020/21 a producdo mundial de soja foi de 362,947 milhdes de
toneladas em uma area de 127,842 milhdes de hectares (USDA, 2021). O Brasil é
atualmente o maior produtor mundial do gréo, a producdo na safra 2020/21 foi de
135,409 milhdes de toneladas em 38,50 milhdes de hectares (produtividade de 3,52
toneladas/ha) (CONAB, 2021). Os Estados Unidos em 2020/21 foi o segundo maior
produtor de soja, com uma producdo de 112,549 milhdes de toneladas em 33,313
milhdes de hectares (produtividade de 3,38 toneladas/ha) (USDA, 2021). Em 2020/21
foi produzido 1,14 bilhdes de toneladas de milho no mundo, os paises que mais
produzem em ordem sao: Estados Unidos, China, Brasil e Argentina, juntos
representam aproximadamente 70% da producdo mundial. Na safra 2020/21 os
Estados Unidos e o Brasil produziram 368 e 87 milhdes de toneladas de milho,
respectivamente. Em 2020/21, o milho foi cultivado no Brasil em uma area de 19,94
milhdes de hectares, com produtividade de 4,37 toneladas/ha (CONAB, 2021; USDA,
2021). Em muitas regifes produtoras do Brasil, essas culturas sédo cultivadas em
sucessdo em uma mesma area. Geralmente, o plantio da soja € feito no inicio das
chuvas em outubro/novembro e o plantio do milho ap6s a colheita da soja em
fevereiro/marco (CONAB, 2021).

A produtividade de milho e soja vem sendo afetada pela ocorréncia de diversas
espécies de insetos-praga, dentre eles a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda
(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (Hoffmann-Campo et al.,, 2012; Quintela e
Barbosa, 2015; Valicente, 2015; Eghrari et al., 2021). O método mais utilizado para o
controle desses lepidépteros e outras espécies de praga no campo é a aplicacéo de

inseticidas quimicos. No entanto, existem varios problemas derivados do seu uso,
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principalmente os relacionados a saude humana (Li, 2018), ao impacto ambiental
(Tudi et al., 2021) e ao frequente aparecimento de populacdes resistentes aos
inseticidas (Spark e Nauen, 2015). Os inseticidas quimicos podem também afetar
negativamente os insetos polinizadores (Rundlof et al., 2015) e os inimigos naturais
(Geiger et al.,, 2010, Pereira et al., 2018) que atuam como agentes de controle
bioldgico das pragas (Bueno et al., 2017). A lagarta S. frugiperda € de dificil controle,
principalmente na cultura do milho, pois essa lagarta se aloja no interior do cartucho,
dificultando o contado com o inseticida. Esse lepidéptero causa danos em todos 0s
estadios de desenvolvimento do milho e podem causar reducdes de produtividade de
até 60% (Barros et al., 2010; Valicente, 2015). Outro método muito utilizado para o
controle de lagartas € o plantio de cultivares transgénicas que expressam as proteinas
inseticidas de Bacillus thuringiensis (Bt) (Miraldo et al., 2016; Parisi et al., 2016;
Chaudhary e Singh, 2019). Entretanto, a expressdo continua das proteinas de Bt
impBe uma forte pressdo de selecdo nas populacdes das pragas, favorecendo a
evolucao da resisténcia (Carriére et al., 2010; Bernardi et al., 2014, 2015 a, b)

Por essas razfes, a busca de alternativas de controle para um programa de
manejo integrado de pragas (MIP) é importante, tais como a aplicacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e silicio (Si) no solo para um melhor desenvolvimento
das plantas e inducédo de resisténcia e tolerancia a insetos (Debona et al., 2017;
Alhousari e Greger, 2018; Higo et al., 2019; Schoenherr et al., 2019). A tolerancia
ocorre quando uma planta € menos danificada que os demais em condi¢des iguais de
infestacdo pelos herbivoros, sem que haja efeito no comportamento ou na biologia
desses. A planta tolerante pode apresentar a capacidade de suportar e regenerar as
areas injuriadas pelo inseto e apresentar producdo semelhante a de plantas ndo
injuriadas em condi¢Bes similares (Boica Junior et al., 2018; Baldin et al., 2019; Stout
et al., 2020).

Vérios estudos demonstraram que a biota do solo desempenha um papel
importante na produtividade de diversas culturas (Bender e Van der Heijden, 2015;
Zhang et al., 2019). Entre esses microrganismos, 0os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) do filo Glomeromycota sdo essenciais para as culturas agricolas (Xiao et al.,
2019). Os FMA séo simbiontes obrigatérios, encontrados em diversos tipos de solo

(Jansa et al., 2009; Bernaola et al., 2018) e compartilham uma longa histéria de
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coevolucdo com as plantas em varios ecossistemas (Gosling et al., 2006). Os FMAs
formam associacdes mutualisticas com as raizes de 80% das plantas terrestres,
incluindo importantes culturas agricolas tais como milho e soja (Brundrett, 2002; Smith
e Read, 2008; Zubek et al., 2016). A associacdo € benéfica para ambos, os FMAs
ajudam as plantas na absorcdo de nutrientes e agua do solo, e em troca recebem
carbono assimilado pela fotossintese (Johnson et al., 1997; Cardoso e Kuyper, 2006;
Smith e Read, 2008; Currie et al., 2011; Barber et al., 2013; Luginbuehl et al., 2017).
Com uma maior absorcdo de nutrientes e agua, as plantas sdo capazes de aumentar
0 crescimento e resisténcia aos estresses abidticos (Abdel et al., 2016; Moradtalab et
al., 2019) e bidticos, incluindo ao ataque de insetos que se alimentam da raiz e da
parte aérea (Gange, 2001; Pozo e Azcon-Aguilar, 2007; Smith e Read, 2008; Campos-
Soriano et al., 2011; Vannette e Hunter, 2011; Schoenherr et al., 2019).

Além disso os FMAs podem alterar o metabolismo secundario das plantas
(Hohnjec et al., 2005; Walker et al., 2012), como aumentar as concentracfes de
horménios enddgenos que pode influenciar na alimentagédo e desenvolvimento dos
insetos herbivoros (Nishida et al., 2010; Gao et al., 2014; Tomczak et al., 2016), e
também alterar a concentracao e composicao dos terpendides liberados que alteram
a atratividade da planta e o comportamento dos insetos (Copetta et al., 2006;
Khaosaad et al., 2006; Kapoor et al., 2007; Rapparini et al., 2008; Schausberger et al.,
2012; Babikova et al., 2014; Shrivastava et al., 2015; Ulhoa et al., 2020). Podem
também ter um efeito indireto atraindo predadores e parasitoides da praga e efeito
direto repelindo as pragas (Gange et al., 2003; Guerrieri et al., 2004; Laird e Addicott,
2007).

Plantas colonizadas por FMAs também podem ser mais atraentes e suscetivel
a insetos-pragas e patdgenos (Roger et al., 2013) ou ndo ter nenhum efeito (He et al.,
2017). Alguns estudos apontam uma tendéncia de insetos mastigadores polifagos
serem afetados negativamente e insetos mastigadores monéfagos serem afetados
positivamente (Koricheva et al., 2009). Entender as interacdes entre plantas, FMAs e
insetos, sdo importantes para o MIP, pois os FMAs podem ndo s6 aumentar a
produtividade das culturas, mas também induzir respostas de defesa (Nogales et al.,
2009; Pozo et al., 2015).
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O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre (28%),
atrds apenas do oxigénio em abundancia (Richmond e Sussman, 2003; Epstein,
2009). As plantas absorvem esse elemento somente como acido monossilicico
(H4SiO4) que é formado no solo quando o pH esté abaixo de 9 (Paye et al., 2018).

Ao atingir os espacos intercelulares e paredes celulares da epiderme das
plantas, o silicio € polimerizado e depositado como silica amorfa (SiO2 nH20) (Meena
et al., 2014). Com isso € formado uma barreira mecéanica (Massey e Hartley, 2009),
gue torna os tecidos das plantas mais resistentes e dificulta a alimentagéo e digestao
dos insetos herbivoros (Alhousari e Greger, 2018). Além disso, o acido monossilicico
absorvido, podem também induzir as defesas das plantas através de processos
fisiolégicos e bioquimicos (Ma et al., 2004; Liang et al., 2015). O Si pode desencadear
a producao de fitohormbnios promotores de resisténcia, enzimas defensivas e volateis
gue repelem os insetos herbivoros e atraem seus inimigos naturais (Gomes et al.
2005; Ranger et al., 2009; Kvedaras et al., 2010; Peixoto et al., 2011; Reynolds et al.
2016).

O Si ndo € um elemento considerado essencial fisiologicamente para o
desenvolvimento das plantas, mas ha diversos relatos que esse elemento é benéfico
para as plantas. Além de aumentar a resisténcia aos estresses bibticos, esse
elemento ajuda as plantas a resistirem a seca (Chen et al., 2011), a salinidade (Liu et
al., 2015) e a deficiéncia ou a toxicidade mineral (Farooq et al., 2016). Pode aumentar
a qualidade e a fertilidade do solo e a eficiéncia do uso de fertilizantes na agricultura
(Agostinho, 2016). A deposicéo de Si nos tecidos vegetais torna as folhas mais eretas,
diminuindo o sombreamento e aumentando a fotossintese (Epstein, 1994). Portanto,
as culturas tratadas com Si podem ter uma melhora no desenvolvimento e na
produtividade no campo (Walsh et al., 2018). A fonte de Si pode ser adquirida pelos
produtores por um preco relativamente barato e esse elemento ndo deixa residuos
toxicos nos alimentos e no meio ambiente (Ukwungwu, 1990). A aplicacdo desse
elemento e microrganismos benéficos podem ser integrados a outras métodos de
controle como o cultural, o quimico e o biolégico no MIP.

Como citado acima, sabe-se que o silicio e a colonizacdo micorrizica afetam a
resisténcia a herbivoros e o desenvolvimento das plantas de forma independente. No

entanto, existem poucos estudos sobre os efeitos interativos desses dois fatores nas
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culturas do milho e da soja. Diante disso, 0s objetivos desse trabalho foram avaliar
os efeitos da aplicacdo de FMAs e silicio no solo individualmente e em associacéo, no
desenvolvimento e tolerancia de soja e milho a S. frugiperda em casa de vegetacéo e
de soja aos diferentes insetos-praga no campo.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no laboratério de resisténcia de plantas a
insetos da Entomology Department, Life Sciences Building, Louisiana State University
(LSU AgCenter), em casa de vegetacao e em campo da Ben Hur Research Farm (LSU

AgCenter), Baton Rouge, Louisiana, Estados Unidos.

2.1. Plantas

Nos experimentos em casa de vegetacdo foi testado os gendétipos comerciais
de soja (UA5414RR) e milho (Silver Queen Hybrid). Nos experimentos de campo foi
testado somente o gendtipo de soja UA5414RR.

Em casa de vegetacao as plantas foram cultivadas em vasos de polietileno de
2 L de volume (15 cm de didmetro no topo, 12 cm de didmetro no fundo e 15 cm de
profundidade) contendo solo, areia e turfa, na propor¢cao de 2:1:1, respectivamente.
Foi feito o plantio de trés sementes de soja ou milho por vaso. Uma semana apos a
emergéncia das plantulas, foi feito o desbaste para uma planta por vaso de tamanho
semelhante. Apés duas semanas de plantio foi feito a adubacdo com nitrogénio,
fosforo e potassio (NPK), a irrigacéo das plantas nos vasos foi realizada a cada 2 dias

de forma manual utilizando uma mangueira.

2.2. Insetos

As lagartas de S. frugiperda utilizadas nos experimentos de casa de vegetacéo
foram provenientes de uma col6nia mantida em laboratorio no Department of
Entomology, Life Sciences Building, LSU AgCenter. Para manter a variabilidade
genética e o vigor da colbnia, anualmente foi coletado lagartas de S. frugiperda em

lavouras de arroz préximo a Cowley, Louisiana, Estados Unidos. Os insetos foram
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mantidos e criados em sala climatizada com temperatura de 28 + 2°C, umidade
relativa de 70 = 10% e fotoperiodo de 14C: 10E.

A dieta usada para a criacdo das lagartas foi uma formulagdo comercial
preparada especificamente para esta espécie (Southland Products Incorporated, Lake
Village, Arkansas, Estados Unidos). Ao atingir a fase pupal, as pupas foram
transferidas para baldes de 15 litros, coberta por tecido “voile” na parte superior,
contendo vermiculita no fundo, papel de seda para substrato de oviposi¢ao e dois rolos
dentais embebidos em uma solucao (150 ml de mel, 150 ml de cerveja, 300 ml de
agua e 12 g de acido ascorbico) e coberto com gaze. ApGs a emergéncia, os adultos
acasalaram, e as fémeas ovipositaram no papel de seda. As posturas foram
transferidas diariamente para bandeijas de 8 células seladas (Bio-Serv, Frenchtown,
New Jersey, Estados Unidos) contendo algoddo umedecido.

Quando as lagartas eclodiram, elas foram individualizadas em pequenos potes
plasticos de 70 mL, contendo a mesma dieta artificial no fundo, como previamente

descrito, até o uso nos ensaios de alimentagdo em casa de vegetacao.

2.3. Fungos micorrizicos arbusculares

Nos experimentos em casa de vegetacdo e campo foi usado um indculo
comercial granular com 300 propagulos/g de uma espécie de endomicorriza
Rhizophagus irregulares (Blaskowski, Wubet, Renker e Buscot, 2009) (Glomerales:
Glomeraceae) para promover a simbiose nas raizes de milho e soja (Premium
Mycorrhizal Inoculant, WOW Wallace Organic Wonder, Coventry, Rhode Island,
Estados Unidos).

No experimento em campo foi feito o tratamento de sementes de soja com um
in6culo comercial liquido de quatro espécies de endomicorrizas: R. irregulares,
Funneliformis mosseae (Nicolson e Gerd, 1968) (Glomerales: Glomeraceae), Glomus
aggregatum (Schenck e Smith, 1982) (Glomerales: Glomeraceae) Claroideoglomus
etunicatum (Becker e Gerd, 1977) (Glomerales: Claroideoglomeraceae). No produto
cada espécie continha 5.625 propagulos/ml, totalizando 22.500 propagulos/ml de

todas as espécies (EndoFuse, Mycorrhizal Applications LLC, Grants Pass, Oregon,
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Estados Unidos). Para o tratamento das sementes foi usado a dose de 3,85 ml
/140.000 sementes.

2.4. Silicio

A fonte de silicio (Si) usada para os experimentos em casa de vegetacao e
campo foi um produto comercial contendo o minério volastonita processado por
trituracdo, secagem e moagem (Vansil ® W-10, Vanderbilt Minerals LLC, Norwalk,
Connecticut, Estados Unidos). A granulometria do produto € 19% a 200 mesh e 81%
entre 200 e 325 mesh. Esse mineral € um silicato de célcio (Ca2SiO4) com massa

molar de 116,16 g/mol e possui 24% de Si.

2.5. Experimento em casa de vegetacao

Nos tratamentos com silicio (Si), foi aplicado por cobertura em cada vaso 10 g
de volastonita (equivalente a 5 toneladas/ha). Apés a adicdo do minério, todos os
vasos foram irrigados e posteriormente foi feito o plantio do milho e da soja como
descrito no item 2.1. Nos tratamentos com fungo micorrizico arbuscular, foi adicionado
e misturado no solo 8 g do indculo granular de R. irregulares (FMA-G). Apds a mistura
do inoculante no solo, foi adicionado 1 g de FMA-G no orificio de plantio de cada
semente. Dessa forma a semente ficava por cima do inoculante, fazendo com que o
FMA-G tivesse contato com as raizes das plantulas ao germinarem.

Para avaliar o desenvolvimento e tolerancia das plantas foram feitos danos
mecanicos e infestacbes com lagartas de S. frugiperda. Plantas controle (sem danos)
foram mantidas para avaliar o desenvolvimento e serem usadas como testemunha. O
dano foi feito com a utilizagdo de tesoura, com o corte de 80% de todas as folhas de
soja, restando apenas 20% de area foliar. Em todas as plantas de soja e milho, foram
feitos quatro tratamentos: 1) Controle (sem FMA-G e Si); 2) Si; 3) FMA-G; 4) FMA-G
+ Si.

O dano mecéanico das plantas de soja foi realizado 30 dias ap6s o plantio (DAP)
e das plantas de milho 15 DAP. Poucas horas antes do dano mecanico, foi feito a

contagem do numero de trifolios na soja, folhas no milho e a medi¢cdo da parte aérea
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das plantas de soja e milho. Nas plantas de milho o dano foi feito com o corte de toda
a planta a 5 cm do solo. Apos 15 dias do dano mecanico, foi avaliado a recuperacéo
das plantas, fazendo a contagem do nimero de trifélios novos da soja, folhas novas
do milho, comprimento e peso seco da raiz e parte aérea. Nas plantas de soja e milho
sem danos (controle) foram avaliados os mesmos parametros das plantas com dano
mecanico. Para fazer a pesagem das plantas (peso seco), o milho com 30 DAP e a
soja com 45 DAP foram retiradas com cuidado dos vasos, em seguida as plantas
foram limpas com agua corrente, colocadas dentro de envelopes de papel tipo kraft e
mantidas por 7 dias em forno de secagem.

Para avaliar a porcentagem de desfolha e o desenvolvimento de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com as plantas tratadas com Si e FMA, plantas de soja foram
infestadas com 30 DAP e plantas de milho com 15 DAP. Antes da infestacdo, as
lagartas ficaram de jejum por 3 horas para esvaziar o intestino, depois foram pesadas
para obter o peso inicial. Foi colocado uma lagarta de S. frugiperda com 5 dias (3°
instar) por planta, os insetos foram deixados nas plantas de soja para se alimentarem
durante 6 dias e nas plantas de milho durante 4 dias. Para manter os insetos nas
plantas, gaiolas cilindricas feitas de cano PVC e tela antiafidica foram colocados nos
vasos com as plantas. Apos a retirada dos insetos das plantas, foi avaliado a
porcentagem de desfolha e as lagartas foram pesadas novamente, ap0s outro jejum
de 3 horas, para obter o peso final. Com os dados de peso inicial (Pl), peso final (PF)
e 0 numero de dias que as lagartas se alimentaram na planta (ND), foi calculado o
ganho de peso (GP), peso médio (PM) e a taxa de crescimento relativo (RGR) das
lagartas. O RGR foi calculado pela férmula: (GP)/(PM x ND), onde GP=PF-Pl e PM=
PF+PI/2.

2.6. Quantificagdo da colonizagdo micorrizica nas raizes

Para confirmar que as raizes das plantas de soja e milho tratadas com o FMA-
G estavam colonizadas por R. irregulares, foi feito a contagem e observacdo de
estruturas do fungo (arbusculos e vesiculas) em microscopio no laboratério. A
colonizacgéo foi avaliada ap0s os experimentos em casa de vegetacao (plantas de soja

com 45 dias e plantas de milho com 30 dias).
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Para a coloracéo da raiz e do fungo foi usado o método de Azul de Tripano de
Koske e Gemma (1989). Foram coletadas amostras de raizes de trés plantas de soja
e milho de cada tratamento. As raizes foram lavadas para remover todas as particulas
do solo e em seguida foi retirado fragmentos finos de raizes de 2 cm de comprimento
como amostragem. As amostras das raizes foram postas em cassetes de
processamento de tecido (Ted Pella Inc, Redding, Califérnia, Estados Unidos), e
posteriormente colocadas em 10% KOH a 90° C por 20 minutos, para a eliminacao de
Impurezas.

As raizes limpas foram enxaguadas 5 vezes com agua, para remover o KOH,
e foram imersas em 2% HCI em temperatura ambiente por 20 minutos para a
acidificacdo, que € necessario para a coloracdo. Imediatamente os cassetes contendo
as raizes foram coradas com azul de tripano 0,05% (SigmaAldrich, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos) por incubacdo durante a noite e entdo transferidos para frascos
contendo a solucéo lactoglicerol a 4° C para evitar a descoloracao.

As amostras de raizes coradas foram armazenadas em lactoglicerol por 48
horas antes de ser montado as laminas na mesma solugédo. Para quantificar as
estruturas do fungo nas raizes de soja e milho, dez fragmentos de raiz de 2 cm de
comprimento foram montados paralelamente em cada lamina. Foi feito a contagem do
namero de arbusculos e vesiculas de cada fragmento em dez laminas por tratamento
(100 repeticdes), em um microscépio composto (Olympus, CH2, Téquio, Japdo) com
ampliacdo de 40 vezes. Fragmentos de raiz que também continham outras estruturas,
como hifas e esporos de R. irregulares, foram também considerados colonizados pelo

fungo.

2.7. Experimento em campo

O plantio da soja foi feito no dia 7 maio de 2020, com os seguintes tratamentos:
1) Controle (sem FMA e Si); 2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente com indculo
liguido dos fungos micorrizicos R. irregulares, F. mosseae, G. aggregatum e C.
etunicatum (FMA-TS); 4) Inéculo granular do fungo micorrizico R. irregulares (FMA-
G); 5) FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-G.
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Os tratamentos foram distribuidos em parcelas retangulares com 9,15 m de
comprimento e 1,50 m de largura, a area de cada parcela foi de 13,73 m2. O
espacamento entre as plantas foi de 3,8 cm e entre linhas de 50 cm. Em cada parcela
foi feito o plantio de 960 sementes e 240 sementes por linha (total de 4 linhas por
parcela). Cada tratamento possuia 4 repeticoes, totalizando 28 parcelas distribuidas
de forma aleatéria.

Para o plantio, 240 sementes foram colocadas em cada envelope (112
envelopes no total), a plantadeira disponivel exigia esse procedimento para
distribuicdo uniforme das sementes e do FMA-G no sulco de plantio. Foi usado uma
plantadeira sem adubadeira, os in6culos granuladas cairam no solo junto com as
sementes. Nos tratamentos com FMA-G, foi colocado 45 g do produto nos envelopes
junto com as sementes e nos tratamentos com FMA-TS as sementes foram tratadas.
Foi aplicado em cobertura 4,5 kg de volastonita (equivalente a 5 toneladas/ha) em
cada parcela para avaliar a influéncia do Si. Os FMA e a volastonita (Si) foram
aplicados no momento do plantio.

Foi feito a contagem do nimero de plantas na segunda e terceira fileira de cada
parcela aos 14 e 28 dias apo6s o plantio (DAP). Foi feito a medicéo da altura e estagio
fenologico de 5 plantas aleatérias por parcela, aos 14, 28, 35, 42 e 54 DAP. Foi
realizado o levantamento das espécies de insetos-praga com o uso de rede
entomoldgica aos 63 e 77 DAP em cada parcela. Apos a colheita foi avaliado a
qualidade de 450 sementes por parcela, totalizando 1800 por tratamento. Observando
a presenca de danos mecanicos, coloracdo, sintomas de patdgenos, presenca de

fungos, picada de percevejo, formato, peso e a umidade das sementes.

2.8. Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene,
respectivamente. Nos experimentos de casa de vegetacdo o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com 4 tratamentos e 15 repeticoes para
a soja e o milho. Na quantificagdo de micorrizas nas raizes foram 100 repeticées para

cada tratamento (contagem em 10 fragmentos de raizes em 10 laminas). Nos
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experimentos de campo com soja foi o delineamento em blocos casualizados, com 7
tratamentos e 8 repeti¢cdes para a contagem do namero de plantas por fileira (2 fileiras
em 4 parcelas); 20 repeticdes para contabilizar a altura e o estadio fenologico das
plantas (5 plantas em 4 parcelas); 4 repeticbes para o levantamento de insetos (1
coleta em 4 parcelas) e 18 repeticoes para a analise de sementes (18 amostras de
100 sementes, totalizando 1800 sementes por tratamento). Todos 0s parametros
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Teste F, sendo a comparagao
entre as médias dos tratamentos feita pelo teste de Tukey (5%). As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS® versdo 9.4 (SAS Institute,

2013).

3. Resultados

3.1. Experimento em casa de vegetacao

Nos experimentos em casa de vegetacao, as plantas de soja com 30 dias apés
o plantio (DAP) sem danos (controle) tratadas com FMA-G + Si e FMA-G tiveram
significativamente maior média de trifélios (F=11,67; p< 0,0001) e comprimento da
parte aérea (F=6,33; p= 0,0090) em relacdo as plantas controle e as tratadas
unicamente com Si. Aos 45 DAP, nos vasos que foram aplicados somente FMA-G as
plantas tiveram maior numero de trifélio, média de 12,47 (F=5,35; p= 0,0026) e maior
comprimento da parte aérea (126,47 cm). Onde foi aplicado a mistura de FMA-G e Si
o comprimento da parte aérea também foi significativamente maior (média de 125,67
cm) em relacdo ao controle e ao Si (F= 3,37; p= 0,0248). Esses dois tratamentos
também resultaram em plantas significativamente com maiores pesos secos na raiz
(F= 9,55; p< 0,0001) e parte area (F= 13,70; p< 0,0001) em relag&o ao controle e Si.
Os tratamentos FMA-G + Si e FMA-G proporcionaram medias de peso da raiz de 0,92
g e 0,97 g e peso da parte aérea de 4,61 g e 5,13 g, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Média (+ EP) de trifélios (NT), comprimento da parte aérea (CPA), peso seco
da raiz (R) e parte aérea (PA) de plantas de soja sem danos (controle) aos 30 e 45
dias apos o plantio (DAP). Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Inéculo
granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T 30 DAP 45 DAP Peso seco

NT (n°) CPA (cm) NT (n°) CPA (cm) R (9) PA (9)
1 5,00+0,24b 46,60+3,63ab 10,47+0,54ab 120,73+4,37ab 0,70+0,05b 3,63+0,30bc
2 4,60+0,21b 40,13+2,53b 9,33+0,57b 107,47+6,46b 0,68 + 0,06b 2,80+0,28c
3 6,20+0,26a 55,20+2,36a 12,47+0,69a 126,47+3,88a 0,97+0,03a 5,13+0,26a
4 5,87+0,13a 52,00+1,55a 10,13+0,48b 125,67+3,98a 0,92+0,05a 4,61+0,27ab
F 11,67 6,33 5,35 3,37 9,55 13,70
p <0,0001 0,0090 0,0026 0,0248 <0,0001 <0,0001

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Em plantas com dano mecanico prévio (retirada de 80% das folhas) ndo houve
diferenca significativa no comprimento da parte aérea e peso seco da raiz entre 0s
tratamentos. No entanto, houve diferenca significativa no namero de trifélios antes (30
DAP) (F=5,65; p=0,0019) e depois (45 DAP) (F= 4,83; p=0,0047) do dano mecanico,
com maiores valores, no tratamento FMA+G + Si. Foi observado também diferenca
no peso seco da parte aérea (F= 11,64; p< 0,0001), com maior indice, no tratamento
FMA+G + Si. Em vasos com aplicacdo de FMA-G + Si as plantas tiveram um maior
volume de folhas antes (média de 5,40 trifélios) e depois do dano (6,20).
Demonstrando que as plantas com esse tratamento se recuperaram melhor ao corte
das folhas em comparacdo com o controle (média de 3,87 trifélios). Diante disso, a
meédia do peso seco das plantas com FMA-G + Si foram significativamente maiores
(2,15 g) em relacéo as plantas controle (1,13 g) e as tratadas com apenas Si (1,36 Q)
(Tabela 2).
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Tabela 2. Média (+ EP) de trifolios (NT), comprimento da parte aérea (CPA), peso seco
daraiz (R) e parte aérea (PA) de plantas de soja com dano mecénico aos 30 e 45 dias
apos o plantio (DAP). Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Ino6culo granular
de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T 30 DAP 45 DAP Peso seco

NT (n°) CPA (cm) NT (n°) CPA (cm) R (9) PA (9)
1 4,40+0,19b 34,93+1,36a 3,87+0,35b 45,67+2,76a 0,42+0,03a 1,13+0,10c
2  4,40%+0,19b 36,93+1,54a 5,07+0,50ab 51,27+3,52a 0,49+0,03a 1,36+0,13bc
3  4,80+0,17ab 32,67+0,88a 5,07+0,51ab 42,00+1,12a 0,47+0,05a 1,75%0,17ab
4 5,40+0,23a 34,73+1,87a 6,20+0,34a 43,80+1,95a 0,54+0,04a 2,15+0,12a
F 5,65 1,43 4,83 2,57 1,83 11,64
p 0,0019 0,2450"s 0,0047 0,0637 " 0,1517" <0,0001

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). ns (n&o significativo).

Em relacdo ao desenvolvimento de S. frugiperda alimentadas com plantas de
soja, ndo houve diferenca entre os tratamentos no ganho de peso (GP), peso médio
(PM) e taxa de crescimento relativo (RGR) das lagartas. Porém, é importante destacar
gue as plantas que foram tratadas com a mistura de silicio e micorrizas tiveram as
menores médias de GP (228,76 mg), PM (124,05 mg) e RGR (0,3017 mg/mg/dia).
Além disso, as plantas com esse tratamento (FMA-G + Si) tiveram significativamente
a menor area foliar consumida pelas lagartas por 6 dias (19,33 %), seguidas em ordem
crescente por FMA-G (29,64 %), Si (32,00%) e controle com a maior porcentagem de
desfolha por S. frugiperda (40,71%) (F=9,13; p< 0,0001) (Tabela 3).

Tabela 3. Média (x EP) do ganho de peso (GP), peso médio (PM), taxa de crescimento
relativo (RGR) das lagartas (Spodoptera frugiperda) e porcentagem de desfolha (D)
de plantas de soja infestadas com S. frugiperda. Tratamentos (T): 1) Controle; 2)
Silicio (Si); 3) In6culo granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T GP (mg) PM (mg) RGR (mg/mg/dia) D (%)

1 267,65+26,41a 143,14+13,08a 0,3084+0,0029a 40,71+2,96a
2 262,99+20,20a 140,79+10,14a 0,3094+0,0021a 32,00+3,30ab
3 311,54+21,09a 164,88+10,82a 0,3143+0,0011a 29,64+1,70bc
4 228,76+22,47a 124,05+11,35a 0,3017+0,0056a 19,33+3,27c
F 2,25 2,16 2,29 9,13

p 0,0929 ™ 0,1028™ 0,0885"™ <0,0001

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo

teste de Tukey (p < 0,05). ns (ndo significativo).
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Em plantas de milho sem danos (controle) com 15 DAP e 30 DAP n&o houve
diferenca no numero de folhas e peso seco da parte aérea entre os tratamentos. No
entanto, houve diferenca significativa no comprimento da parte aérea aos 15 DAP (F=
4,52; p= 0,0086), aos 30 DAP (F= 3,46; p= 0,0262) e no peso seco das raizes (F=
3,32; p=0,0305). Nos vasos que foram aplicados apenas a volastonita (Si) as plantas
de milho com 15 dias tiveram a maior média de altura (CPA de 60,80 cm). Aos 30 DAP
as plantas tratadas com apenas FMA tiveram o maior comprimento da parte aérea
(média de 102,20 cm), seguidos em ordem decrescente por FMA-G + Si (99,80 cm),
Si (95,70 cm) e controle com apenas 91,90 cm. O tratamento apenas com adubacéo
de Si apresentou plantas com um maior peso seco de raiz (0,82 g), seguidos pela
aplicacado de FMA-G e Si (0,71 g), de apenas FMA-G (0,65 g) e sem a aplicagéao de
FMA-G e Si com 0,56 g de peso de raiz (Tabela 4).

Tabela 4. Média (x EP) de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), peso seco
da raiz (R) e parte aérea (PA) de plantas de milho sem danos (controle) aos 15 e 30

dias apos o plantio (DAP). Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Inéculo
granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T 15 DAP 30 DAP Peso seco

NF (n°) CPA (cm) NF (n°) CPA (cm) R (9) PA (9)
1 4,10+0,10a 56,70+1,33ab 7,10+0,10a 91,90+1,95b  0,56+0,04b 1,84+0,16a
2  4,40%#0,16a 60,80+1,71a 7,30%+0,15a 95,70+1,49ab 0,82+0,08a 2,00+0,12a
3  4,40+0,16a 53,40+1,49b 7,50+0,17a 102,20+2,53a 0,65+0,06ab 2,03%#0,11a
4  450+0,17a 54,00+1,77b  7,00+0,15a 99,80+3,38ab 0,71+0,06ab 2,00+0,14a
F 1,32 4,52 2,36 3,46 3,32 0,41
p 0,2839"™ 0,0086 0,0877"s 0,0262 0,0305 0,7466 "

Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). ns (ndo significativo).

Em plantas de milho com dano mecanico prévio (corte de toda a planta a 5 cm
do solo) ndo houve diferenca entre os tratamentos no comprimento da parte aérea
(altura) e numero de folhas antes (15 DAP) e depois (30 DAP) do dano. No entanto,
houve diferenca significativa no peso seco de raiz (F=6,43; p= 0,0013) e parte aérea
(F=4,13; p= 0,0129) entre os diferentes tratamentos. Foi observado que as plantas
danificadas mecanicamente tratadas apenas com silicio (volastonita) apresentaram a
maior média de peso das raizes (0,33 g) aos 30 DAP. Nas plantas que nado foram
aplicados Si e FMA-G (controle) foi visto um maior peso de caule e folhas (0,91 g)
seguidos por Si (0,86 g), FMA-G + Si (0,69 g) e FMA-G (0,61 g) (Tabela 5).
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Tabela 5. Média (+ EP) de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), peso seco
da raiz (R) e parte aérea (PA) de plantas de milho com dano mecéanico aos 15 e 30
dias apos o plantio (DAP). Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Inéculo
granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T 15 DAP 30 DAP Peso seco

NF (n®) CPA (cm) NF (n°) CPA (cm) R (9) PA (9)
1 4,40+0,16a 59,70+1,49a 4,00+0,00a 74,50+3,45a 0,29+0,02ab 0,91+0,09a
2  4,40%+0,16a 54,60+1,27a 4,00+0,00a 74,80+2,22a 0,33+0,03a 0,86+0,05ab
3  4,20+0,13a 55,90+1,49a 3,60+0,16a 69,00+3,8la 0,19+0,02c 0,61+0,07b
4 4,20+0,13a 54,60+1,89a 3,70+0,15a 69,20+3,81la 0,24+0,02bc 0,69+0,06ab
F 0,60 2,43 3,40 0,90 6,43 4,13
p 06192 0,0815" 0,0280"s 0,4518" 0,0013 0,0129

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). ns (n&o significativo).

No desenvolvimento biolégico de S. frugiperda alimentadas com plantas de
milho, ndo houve diferenca entre os tratamentos no ganho de peso (GP), peso médio
(PM), taxa de crescimento relativo (RGR) das lagartas e porcentagem de desfolha.
Entretanto, as plantas que foram tratadas com silicio individualmente e/ou em conjunto
com o fungo micorrizico arbuscular, tiveram as menores médias respectivamente de
GP (149,43 e 153,38 mg), PM (83,58 e 85,66 mg) e RGR (0,2969 e 0,2963 mg/mg/dia).
Além disso, nas plantas que foram aplicados o Si, foi observado a menor média de
area foliar consumida, com 45,71% de desfolha (Tabela 6).

Tabela 6. Média (x EP) do ganho de peso (GP), peso médio (PM), taxa de crescimento
relativo (RGR) das lagartas (Spodoptera frugiperda) e porcentagem de desfolha (D)

de plantas de milho infestadas com S. frugiperda. Tratamentos (T): 1) Controle; 2)
Silicio (Si); 3) Indculo granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T GP (mg) PM (mg) RGR (mg/mg/dia) D (%)

1 168,48+12,35a 93,08+6,16a 0,3005+0,0023a 50,83+6,33a
2 149,43+10,38a 83,58+5,38a 0,2969+0,0017a 45,71+4,16a
3 157,07+15,05a 87,19+7,58a 0,2977+0,0026a 63,57+7,38a
4 153,38+12,65a 85,66+6,60a 0,2963+0,0029a 64,62+6,37a
F 0,39 0,37 0,53 2,36

p 0,7583 ™ 0,7723™ 0,6646 " 0,0828

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). ns (ndo significativo).

Para confirmar que as raizes das plantas de soja e milho tratadas com o FMA-
G estavam colonizadas por R. irregulares, foi feito a contagem das estruturas do fungo

em microscopio (arbusculos e vesiculas). Nas plantas sem a aplicacdo do indculo
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(controle e Si) ndo foi observado nenhuma estrutura. No entanto, nas plantas de milho
e soja tratadas com o indculo granular de R. irregulares (FMA-G e FMA-G + Si) foram
observados a presenca de uma grande quantidade de arbusculos e vesiculas nas
raizes (Tabela 7).

Tabela 7. Média (+ EP) de arbusculos e vesiculas em raizes de milho e soja.

Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Inéculo granular de Rhizophagus
irregulares (FMA-G); 4) FMA-G + Si.

T Milho Soja

arbusculos vesiculas arbasculos vesiculas
1 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00c 0,00+0,00b
2 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00c 0,00+0,00b
3 240,27+49,32a  20,89+5,47b 395,28+28,98a  49,92+7,14a
4 228,89+37,10a 71,36+12,41a 288,99+42,65b  54,26+6,48a
F 18,88 24,61 61,53 39,07
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

3.2. Experimento em campo

Nos experimentos de campo, as plantas de soja com 14 dias apdés o plantio
(DAP) tratadas com os dois tipos de inéculos de micorrizas (FMA-TS + FMA-G)
tiveram significativamente a maior média de plantas germinadas e consolidadas por
fileira (156,75), o tratamento com FMA-G + Si teve a menor média com 107, o restante
dos tratamentos ficou com média entre 134,75 e 141,13 plantas por fileira (F= 2,23;
p=0,0591). Houve uma diminui¢cdo no numero médio de plantas por fileira aos 28 DAP
em todos os tratamentos, com isso ndo houve diferenca na comparacédo entre eles.
Comparando a média total de 14 DAP e 28 DAP, na parcela que foi aplicado FMA-TS
+ FMA-G continuou com a maior média de plantas estabelecidas por fileira (147)
seguido pelo tratamento de semente com indculo liquido de 4 espécies de fungos
micorrizicos (FMA-TS) com média de 139,44 plantas. O tratamento com indculo
granular de R. irregulares (FMA-G) misturado com volastonita (Si) manteve a menor
meédia de plantas por fileira, com apenas 103, 94 (F= 3,61; p= 0,0030). Os tratamentos
1) controle; 2) Si; 4) FMA-G e 5) FMA-TS + Si ficaram com média total intermediaria
entre 129,13 e 132,69 nao diferindo entre eles (Tabela 8).
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Tabela 8. Média (n° = EP) de plantas de soja na segunda e terceira fileira de cada
parcela. Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente com
in6culo liguido de Rhizophagus irregulares, Funneliformis mosseae, Glomus
aggregatum e Claroideoglomus etunicatum (FMA-TS); 4) In6culo granular de
Rhizophagus irregulares (FMA-G); 5) FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-
G.

Dias apés o plantio (DAP)

T Média total
14 DAP 28 DAP
1 134,88 + 16,74 ab 123,38 + 15,46 a 129,13+ 11,10 ab
2 137,13+ 8,79 ab 121,63 +7,69 a 129,38 £ 5,99 ab
3 141,13+ 7,51 ab 137,75+ 9,04 a 139,44 £ 5,69 a
4 137,25 + 14,05 ab 127,88 £ 11,99 a 132,56 £ 9,00 ab
5 134,75+ 11,76 ab 130,63 £ 10,08 a 132,69 £ 7,50 ab
6 107,00 £ 14,59 b 100,88 £ 12,05 a 103,94 +£9,18 b
7 156,75 + 14,52 a 137,25 + 16,09 a 147,00 + 10,77 a
F 2,23 1,41 3,61
p 0,0591 0,2330" 0,0030

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). ns = ndo significativo.

As plantas de soja com 14 DAP e 42 DAP tratadas com os 7 tratamentos
tiveram uma média de comprimento da parte aérea com pouca variagao, portanto ndo
houve diferenca significativa. Entretanto aos 28 DAP houve variagdo significativa,
onde foi aplicado apenas silicio as plantas estavam com a maior média de altura
(24,90 cm) e nas parcelas com FMA-G + Si as plantas apresentaram menor
comprimento, com 20,83 cm (F= 2,78; p=0,0148). Em 35 dias apés o plantio, também
houve discrepéncia entre os diferentes tratamentos, nas areas que foram aplicados
apenas o silicio (Si) e o inéculo granular de R. irregulares (FMA-G) as plantas estavam
maiores, com aproximadamente 8,6 cm mais altas que as plantas tratadas com a
mistura de FMA-TS e FMA-G (média de altura de 33,18 cm) (F= 4,78; p= 0,0002). Em
um estadio mais avancado, aos 54 DAP houve diferenca na altura das plantas (F=
3,28; p=0,0052). Onde foi adubado apenas Si teve a maior média com 74,70 cm e 0s
tratamentos FMA-TS + Si e FMA-G + Si as menores, 66,75 cm e 65,70 cm,
respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9. Média de altura (cm = EP) de plantas de soja. Tratamentos (T): 1) Controle;
2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente com indculo liqguido de Rhizophagus
irregulares, Funneliformis mosseae, Glomus aggregatum e Claroideoglomus
etunicatum (FMA-TS); 4) In6culo granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 5)
FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-G.

Dias ap6s o plantio (DAP)

! 14 DAP 28 DAP 35 DAP 42 DAP 54 DAP

1 8,95+0,38a 21,08+1,27b 36,63+1,32ab  45,70+1,53a 72,58 +1,48ab
2 9,08+0,50a 24,90+1,34a 41,73+1,25a 47,08+2,02a 74,70+2,18a
3 8,68+0,40a 23,15+1,42ab  39,15+1,25ab  44,75+1,63a 71,38+2,02ab
4 8,73+0,53a 23,78+1,45ab  41,80+1,46a 44,65+2,32a 70,53+2,67ab
5 8,43+0,56a 23,88+1,18ab  36,00+1,54ab  44,80+1,43a 66,75+2,39b
6 7,95+0,37a 20,83+1,00b 36,50+1,22ab  45,03+2,26a 65,70+2,02b
7 8,35+0,40a 22,73+0,89ab  33,18+2,07b 47,43+1,63a 70,88+1,60ab
F 0,90 2,78 4,78 0,5 3,28

p 0,5003 " 0,0148 0,0002 0,8095" 0,0052

Médias seguidas de diferentes letras minUsculas na coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). ns = ndo significativo.

Em relacéo a avaliacdo dos estadios fenologicos das plantas de soja, ndo foi
visto variacao significativa aos 14 DAP e aos 28 DAP entre os tratamentos. Porém
nas areas onde foi aplicado apenas o silicio por cobertura foi observado plantas em
estadios mais avancados. Em 14 dias ap6s o plantio, 65 % das plantas de soja ja
estavam no estadio vegetativo V1 e em 28 DAP, 50% delas ja tinham atingido o V5.
Nas parcelas fertilizadas apenas com Si as plantas com 35 dias continuaram mais
desenvolvidas, diferenca significativa ocorreu entre os tratamentos em V7 (F= 3,15;
p= 0,0272), onde 70 % das plantas estavam nesse estadio fenolégico e 20% em V8,
havendo também diferenca entre os estadios no mesmo tratamento (F=18,67; p<
0,0001) (Tabela 10). Apés 42 dias do plantio, as plantas de soja submetidas aos
diferentes tratamentos néo tiveram variacao significativa em relacéo aos estadios V5,
V6, V7, V8 e V9. A maioria das plantas estavam em V7, onde foi visto discrepancia
entre os estadios vegetativos no mesmo tratamento, em Si com 70 % (F=8,04; p=
0,0022), FMA-TS com 65% (F=15,55; p= 0,0001) e FMA-TS + FMA-G com 60%
(F=12,27; p= 0,0003). Apos 54 dias do plantio, todas as plantas estavam no estadio
reprodutivo R2 e R3, ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos, a

maioria das plantas estavam em R2, de 75% a 100% (Tabela 11).
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Tabela 10. Média de porcentagem (% + EP) de plantas de soja em cada estadio fenologico (V = vegetativo) aos 14, 28, e 35 dias
apos o plantio (DAP). Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente com inéculo liquido de Rhizophagus
irregulares, Funneliformis mosseae, Glomus aggregatum e Claroideoglomus etunicatum (FMA-TS); 4) InOculo granular de
Rhizophagus irregulares (FMA-G); 5) FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-G.

T 14 DAP 28 DAP 35 DAP
VO V1 V3 V4 V5 V3 V4 V5 V6 V7 V8
40,00 60,00 15,00 50,00 35,00 0,00 5,00 20,00 20,00 45,00 10,00

1 +16,33aA *16,33aA +9,57aA +17,32aA  +15,00aA +0,00aA +5,00aA *14,14aA  *8,16aA +17,08abA +5,77aA

35,00 65,00 5,00 45,00 50,00 0,00 0,00 0,00 10,00 70,00 20,00
2 $22,17aA +22,17aA  15,00aA +20,61aA +20,82aA +0,00aB *0,00aB +0,00aB +10,00aB +10,00aA  *+0,00aB

55,00 45,00 10,00 65,00 25,00 5,00 0,00 30,00 35,00 25,00 5,00
3 +22,17aA +22,17aA  15/77aA +17,08aA  +18,93aA +5,00aA +0,00aA +10,00aA  *12,58aA +15,00abA  +5,00aA

55,00 45,00 25,00 40,00 35,00 0,00 0,00 40,00 30,00 25,00 5,00
4 *22,17aA +22,17aA *+12,58aA +16,33aA +23,63aA +0,00aA +0,00aA +23,09aA +17,32aA +18,93abA +5,00aA

65,00 35,00 10,00 45,00 45,00 0,00 0,00 25,00 40,00 15,00 20,00
5 *22,17aA +22,17aA  15/77aA +17,08aA  +20,62aA +0,00aA +0,00aA +18,93aA  *14,14aA +5,00abA  +8,16aA

55,00 45,00 20,00 60,00 20,00 5,00 5,00 45,00 45,00 0,00 0,00
6 +20,62aA +20,62aA 18,16aA +8,17aA +11,55aA  +5,00aA +5,00aA +18,93aA  +17,08aA +0,00bA +0,00aA

60,00 40,00 15,00 55,00 30,00 0,00 10,00 25,00 30,00 30,00 5,00
7  *21,60aA  +21,60aA  +9,57aA +17,08aA +19,15aA  +0,00aA +10,00aA +15,00aA  *1291aA +12,91abA  +5,00aA

Médias seguidas de diferentes letras minusculas na coluna e maiusculas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05
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Tabela 11. Média de porcentagem (% + EP) de plantas de soja em cada estadio fenologico (V=Vegetativo; R=Reprodutivo) aos 42
e 54 dias apés o plantio (DAP). Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente com inéculo liquido de
Rhizophagus irregulares, Funneliformis mosseae, Glomus aggregatum e Claroideoglomus etunicatum (FMA-TS); 4) Inéculo granular
de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 5) FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-G.

T 42 DAP 54 DAP
V5 V6 V7 V8 V9 R2 R3

1 0,00+0,00aA 25,00+9,57aA 40,00+14,14aA 35,00+22,17aA  0,00+0,00aA 75,00+15,00aA 25,00+15,00aA
2 0,00+0,00aB 20,00+14,14aB 70,00+12,91aA 5,00+5,00aB 5,00+5,00aB 95,00+5,00aA 5,00+5,00aB

3 0,00+0,00aB 20,00+0,00aB 65,00+9,57aA 15,00+9,57aB 0,00+0,00aB 90,00+10,00aA 10,00+10,00aB
4 5,00+5,00aA 30,00+12,91aA 50,00+12,91aA 15,00+15,00aA  0,00+0,00aA 100,00+0,00aA 0,00+0,00aB

5 5,00+5,00aA 25,00+15,00aA 35,00+9,57aA 15,00+£9,57aA 20,00+11,55aA 95,00+5,00aA 5,00+5,00aB

6 0,00+0,00aA 15,00+5,00aA 50,00+19,15aA 20,00+14,14aA  15,00+£15,00aA 80,00+11,55aA 20,00+11,55aA
7 5,00+5,00aB 20,00+8,16aB 60,00+0,00aA 15,00+9,57aB 0,00+0,00aB 75,00+15,00aA 25,00+15,00aA
Médias seguidas de diferentes letras minasculas na coluna e mailsculas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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No levantamento de pragas no campo foi coletado com uma rede entomolégica
um total de doze espécies de insetos que causam danos as plantas de soja, dividas
em percevejos, lagartas, besouros e cigarrinhas. Foram encontradas as seguintes
espécies: Euschistus quadrator (Rolston, 1874) (Hemiptera: Pentatomidae); Nezara
viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae); Piezodorus guildinii (Westwood,
1837) (Hemiptera: Pentatomidae); Chrysodeixis includens (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae); Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera:
Erebidae); Spodoptera ornithogalli (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae);
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae); Diabrotica balteata
(LeConte, 1865) (Coleoptera: Chrysomelidae); Diabrotica undecimpunctata
(Mannerheim, 1843) (Coleoptera: Chrysomelidae); Spissistilus festinus (Say, 1830)
(Hemiptera: Membracidae); Hypena scabra (Fabricius, 1798) (Lepidoptera: Erebidae)
e Colaspis brunnea (Fabricius, 1798) (Coleoptera: Chrysomelidae).

N&do houve diferenca na quantidade de individuos encontrados (média de
insetos por tratamento) nas plantas com 63 e 77 dias. Entretanto € importante destacar
que nas plantas controle (sem aplicacdo de silicio e fungos micorrizicos) foram
encontrados uma maior quantidade de insetos-praga (80) com 57 cigarrinhas, 15
besouros e 8 percevejos. Nas parcelas com aplicacdo de silicio e indculo granular de
R. irregulares junto com silicio foram encontrados um menor nimero total de pragas,
47 e 41 respectivamente. Nas plantas tratadas com Si foram coletados 34 cigarrinhas,
7 besouros, 4 lagartas e 2 percevejos e as plantas tratadas com FMA-G + Si foram
encontrados 29 cigarrinhas, 10 besouros, 1 lagarta e 1 percevejo (Tabela 12).

Na analise da qualidade de sementes, ndo houve diferenca entre o0s
tratamentos na quantidade média de sementes danificadas e/ou inadequadas
(quebradas, roxas, verdes, com fungos e com picadas de percevejos) e adequadas.
Além disso, também ndo teve variacdo significativa na média de peso e na
porcentagem de umidade das sementes. Houve diferenca apenas na meédia de
sementes achatadas (F=2,15; p= 0,0545). Na parcela que foi feito o plantio de
sementes submetidas ao tratamento de semente com o inoculo liquido dos fungos R.
irregulares, F. mosseae, G. aggregatum e C. etunicatum foram colhidos uma
guantidade significativamente maior de sementes achatadas. Nas parcelas onde foi

feito o plantio das sementes tratadas com esse mesmo inéculo (FMA-TS) e
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adicionalmente foi aplicado por cobertura a volastonita (Si), as sementes resultantes

dessas plantas estavam menos achatadas (Tabela 13).
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Tabela 12. Média (n° + EP) de espécies de insetos-praga coletados em plantas de soja aos 63 e 77 dias apos o plantio (DAP).
Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente com inoculo liquido de Rhizophagus irregulares, Funneliformis
mosseae, Glomus aggregatum e Claroideoglomus etunicatum (FMA-TS); 4) In6culo granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G);
5) FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-G. Espécies de insetos-praga coletados: EQ = Euschistus quadrator; NV = Nezara
viridula; PG = Piezodorus guildinii; CI = Chrysodeixis includens; AG = Anticarsia gemmatalis; SO = Spodoptera ornithogalli; HZ =
Helicoverpa zea; DB = Diabrotica balteata; DU = Diabrotica undecimpunctata; SF = Spissistilus festinus; HS = Hypena scabra; CB =
Colaspis brunnea.

63 DAP . . 77 DAP . . Total de
T Média de insetos Média de insetos .

EQ NV PG ClI AG SO HZ DB DU SF EQ NV PG CI| AG HS DB CB SF INsetos
1 2 0 1 0 0 O O 3 0 9 4,25+1,31a 2 1 2 0 0 0 12 0 48 16,25+3,82a 80
2 2 0 0 0O 0 2 0 1 0 10 3,75+2,06a 0O 0 0 2 0 O 5 1 24 8,25+1,60a 47
3 6 0 2 0 0O O O O o0 4 3,0041,29a 1 0 0 1 3 O 10 0O 37 13,00+1,08a 64
4 0O 1 0 2 1 0 O O O 10 3,50+0,96a 2 1 0 0 1 0 5 1 34 11,00+1,63a 58
5 4 2 1 0 0 O O 1 0 11 5,00+1,35a 3 0 7 0 1 0 14 0 35 15,00+2,55a 79
6 1 0 0 0 O 0O 0O 1 0 5 1,75+1,18a 0O 0 0O 1 0 0O 9 0 24 9,00+2,12a 41
7 1 0 0 0 O 0 1 0 2 11 4,00+0,41a 2 0 2 2 3 1 5 1 21 9,25+2,21a 52
Médias seguidas de diferentes letras minasculas na coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 13. Média (+ EP) da qualidade de sementes de soja. Tratamentos (T): 1) Controle; 2) Silicio (Si); 3) Tratamento de semente
com indculo liquido de Rhizophagus irregulares, Funneliformis mosseae, Glomus aggregatum e Claroideoglomus etunicatum (FMA-
TS); 4) Inoculo granular de Rhizophagus irregulares (FMA-G); 5) FMA-TS + Si; 6) FMA-G + Si; 7) FMA-TS + FMA-G. Parametros
avaliados: SQ = sementes quebradas; SR = sementes roxas; SV = sementes verdes; SCF = sementes com fungos; SA = sementes
achatadas; SCP = sementes com picadas de percevejo; SAD = sementes adequadas; PID (SQ+SR+SV+SCF+SA+SCP) = peso de
sementes inadequadas; PAD (SAD) = peso de sementes sem danos; U = umidade das sementes.

T SQ (n°) SR (n°) SV (n°) SCF (n°) SA (n°) SCP (n°) SAD (n°) PID (g) PAD (g) U (%)
3,56 2,56 6,28 11,78 39,28 1,11 35,44 7,38 4,72 7,43

1 +0,61a +0,36a +1,85a +2 35a +1,92ab +0,29a +3,34a +0,52a +0,43a +0,07a
3,83 2,67 6,33 9,06 44,00 1,39 32,72 7,28 411 7,54

2 +0,62a +0,42a +1,89a +1,47a +1,63ab +0,37a +3,35a +0,45a +0,47a +0,10a
3,72 2,00 5,61 13,00 49,00 0,83 26,06 7,98 3,42 7,50

3 +0,64a +0,24a +1,46a +1,97a +2,75a +0,26a +3,62a +0,36a +0,47a +0,10a
5,00 2,44 4,55 9,83 42,72 1,06 34,39 6,84 4,43 7,52

4 +0,76a +0,43a +1,31a +1,49a +3,13ab +0,39a +4 82a +0,59a +0,55a +0,04a
5,88 2,50 6,78 10,33 38,89 1,50 34,11 7,51 4,30 7,30

5 +1,33a +0,43a +2,00a +1,47a +2.86b +0,37a +3,09a +0,45a +0,41a +0,15a
3,56 1,67 7,72 7,67 41,06 2,00 36,33 7,19 481 7,42

6 +0,61a +0,40a +2 01la +0,99a +1,75ab +0,34a +3,00a +0,28a +0,52a +0,06a
5,78 2,50 6,56 9,33 43,44 1,17 31,22 7,39 4,20 7,24

7 +0,63a +0,58a +1,59a +1,93a +2,64ab +0,26a +2 95a +0,53a +0,38a +0,06a

Médias seguidas de diferentes letras minusculas na coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4. Discussao

Os resultados de casa de vegetacdo demonstraram que a aplicacao de silicato
de calcio (Si) e do fungo micorrizico arbuscular R. irregulares (FMA-G) podem
influenciar no desenvolvimento e/ou tolerancia de soja e milho a S. frugiperda. As
plantas de soja aos 30 e 45 dias apoés o plantio (DAP) sem danos (controle) tratadas
com FMA-G e silicio e apenas FMA-G tiveram mais trifélios (maior area foliar) e um
comprimento da parte aérea superior as plantas controle e as tratadas unicamente
com Si, sugerindo que a micorriza R. irregulares contribuiu para o desenvolvimento
da soja. Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Zhao et al.
(2019), que mostraram que a inoculagio com R. irregulares promoveu
significativamente o crescimento das plantas de soja em comparagdo com outros
tratamentos sem essa espécie de micorrizas. Em um outro trabalho, Cely et al. (2016)
demonstrou que inoculacdo do fungo micorrizico Rhizophagus clarus (Nicolson e
Schenck, 1979) (Glomerales: Glomeraceae) também aumentou o crescimento e
produtividade de soja.

A funcd@o mais importante das associacdes entre planta e micorrizas envolve a
transferéncia de fosforo (P) e nitrogénio (N) dos FMAs para as plantas e carbono (C)
na forma de acucares e lipidios para os FMASs, esse processo de simbiose geralmente
promove o crescimento das plantas (Luginbuehl et al., 2017; Zhao et al., 2019).
Portanto, a inoculacéo de micorrizas no solo ou has sementes podem ser uma pratica
para o uso mais eficiente de diversos nutrientes nas lavouras (Kohl et al., 2016). No
estudo de Kobae et al. (2010), foram encontrados 5 genes transportadores de aménia
(nitrogénio) no genoma da soja induzidos por FMAs. Diante disso, esse estudo prop6s
um tratamento com indculos de FMAs misturado com o minério volastonita, que € um
silicato de célcio (CazSiO4) com 24% de silicio, para verificar se os FMAs aplicados
ajuda a planta na absorgéo desse elemento. De acordo com Paye et al. (2018) a planta
s6 consegue absorver o silicio na forma de acido monossilicico (HaSios). Ao atingir os
espacos intercelulares e paredes celulares da epiderme, o acido monossilicico é
polimerizado e depositado como silica amorfa (SiO2 nH20) (Meena et al., 2014),

formando uma barreira mecéanica (Massey e Hartley, 2009), que torna os tecidos das


https://link.springer.com/article/10.1007/s10340-020-01279-7#ref-CR20
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plantas mais resistentes e dificulta a alimentacéo e digestdo dos insetos herbivoros
(Alhousari e Greger, 2018).

Nos dois tratamentos com a micorriza (FMA-G e FMA-G + Si) as plantas de
soja tiveram também um maior peso seco de raiz e parte aérea. Resultado semelhante
foi encontrado no estudo de Qin et al. (2020), onde dois gendtipos de soja com 40 dias
inoculadas com a mesma espécie de FMA (R. irregulares) aumentaram
significativamente a altura e massa seca de raiz e parte aérea. Em outro estudo
realizado em campo, utilizando arroz como modelo, Bernaola e Stout (2021)
observaram que a inoculacdo com FMA aumentou a biomassa radicular em 35%, 43%
e 68% e da parte aérea em 19%, 45% e 46% em trés experimentos.

Associagbes com microrganismos do solo podem afetar positivamente a
capacidade de uma planta de se recuperar de injurias de insetos herbivoros
(Luginbuehl et al., 2017; Zhao et al., 2019; Putra et al., 2020; Bernaola e Stout,
2021). A capacidade de plantas cultivadas de tolerar e produzirem sob o ataque de
herbivoros é fundamental para a producéo agricola. Para avaliar o potencial de silicio
e micorriza na recuperacao e tolerancia das plantas de soja diante de uma desfolha,
foram retirados 80% das folhas. Antes do dano mecéanico (30 DAP) as plantas tratadas
com FMA-G também tiveram significativamente o maior numero de trifélios,
reforcando os resultados anteriores das plantas controle (sem danos), que de fato as
FMAs podem induzir o aumento da area foliar. Aos 45 DAP, ou seja, 15 dias apés o
dano mecanico, foi observado que as plantas tratadas com FMA-G misturado com Si,
tiveram significativamente o maior niumero de folhas e peso seco da parte aérea. Estes
dados demonstraram que o tratamento com micorrizas em conjunto com o elemento
silicio, podem ajudar as plantas a tolerar e regenerar de injurias mecanicas, tais como
a desfolha por insetos herbivoros mastigadores. Os dados sugerem que o fungo R.
irregulares ajudou as plantas de soja danificadas a absorverem maior quantidade de
silicio do solo.

Nos vasos que foram adicionados apenas Si e inoculados FMA-G
individualmente o peso seco (raiz e parte aérea) e o numero de trifdlios foram menores
gue o tratamento FMA-G + Si, porem foram maiores que o controle (sem Si e FMA-
G). E descrito na literatura que o Si desempenha um papel importante no crescimento,

nutricdo, tolerancia e resisténcia mecanica a doencas fangicas e a herbivoria de
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insetos (Epstein 1994; Ma e Yamaji, 2006; Kvedaras et al., 2007; Reynolds et
al., 2016). A tolerancia é definida como a capacidade das plantas de suportar lesdes
causadas por insetos sem que seu crescimento e producao sejam substancialmente
afetados (Sousa et al., 2021). Segundo Coskun et al. (2018), os efeitos benéficos
fornecidos pelo silicio sobre o crescimento das plantas sdo mais evidenciados em
situacdes de estresse.

Nas plantas de soja infestadas com as lagartas de S. frugiperda, resultados
interessantes foram observados. As plantas inoculadas com R. irregulares e tratadas
com silicato de célcio (FMA-G + Si) tiveram significativamente a menor porcentagem
de desfolha, ou seja, as lagartas se alimentaram menos em relacdo aos tratamentos
FMA-G, Si e o tratamento controle. Esse tratamento também foi o que teve menores
medias de ganho de peso, peso médio e taxa de crescimento relativo, afetando
negativamente a biologia do inseto (antibiose). Estes dados sugerem que a
colonizacdo da micorriza nas raizes favoreceu uma maior absorcéo do silicio pelas
plantas de soja. Os FMAs formam “redes” de hifas que podem crescer por dentro ou
fora das células das raizes, aumentando a area de absorcdo (Hoffmann e Lucena,
2006). A troca de nutrientes entre os simbiontes ocorre no interior das células do
cortex interno da raiz, através de uma estrutura altamente ramificada formada pelos
FMAs, chamada de arbusculos (Harrison, 2005; Parniske, 2008; Gutjahr e Parniske,
2013). Essa estrutura é formada durante o processo simbi6tico, ocorre a diferenciacao
da hifa em apresério e posterior penetracdo nas raizes por pressdo mecanica e
degradacdo enzimatica. Apés a penetracdo ocorre a colonizacdo do apoplasto e das
células do cértex formando os arbusculos através da penetracao das células corticais
pela hifa causando invaginac¢ao da plasmalema (Hoffmann e Lucena, 2006).

Alguns estudos ja demonstraram que plantas fertilizadas com Si apresentaram
maior resisténcia contra insetos mastigadores, incluindo a lagarta S. frugiperda
(Goussain et al., 2002; Alvarenga et al., 2017; Nascimento et al., 2017; Oliveira et
al., 2017). A silicificacdo (SiO2) da parede celular, aumenta a rigidez e dificulta a
alimentacdo dos insetos nos tecidos das plantas (Datnoff et al., 2001). Além desse
efeito mecanico/morfoldgico, o Si pode aumentar a atividade de enzimas e metabdlitos
envolvidos na defesa quimica da planta (Dixon et al., 1994; Fawe et al., 2001; Gomes

et al., 2005). Johnson et al. (2019) demonstraram que plantas de soja adubadas com
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o silicio efetivamente reduziu a taxa de crescimento relativo da Helicoverpa
punctigera. Sendo assim, a aplicacédo de fontes de Si pode ser uma alternativa viavel
e com baixo custo no manejo integrado de pragas de insetos com importancia
econdmica como a lagarta-do-cartucho (Nascimento et al., 2017; Oliveira et al., 2017).

Curiosamente, as lagartas alimentadas com plantas colonizadas por R.
irregulares sem a aplicacéao de volastonita, tiveram maior ganho de peso, peso médio
e taxa de crescimento relativo, favorecendo o desenvolvimento do inseto.
Contrariando algumas analises que mostraram que os FMAs predominantemente tem
efeitos negativos sobre o desempenho de insetos mastigadores generalistas, pois a
S. frugiperda é uma lagarta que se alimenta de diversas culturas (Koricheva et al.,
2009; Valicente, 2015; Bernaola et al., 2018; Eghrari et al., 2021). Entretanto foi
consistente com o estudo de Bhavanam e Stout (2021). Estes autores mostraram que
a lagarta do cartucho também apresentou maior ganho de peso quando alimentadas
com plantas de arroz colonizadas por R. irregulares. Esse efeito positivo do FMA na
biologia da lagarta também pode estar relacionado ao estdgio de colonizagéo
micorrizica, de acordo com o tempo pés-inoculacdo e o nivel de colonizacdo. Esses
dois fatores podem determinar alteracées no crescimento das plantas, qualidade de
nutrientes e defesa quimica e com isso o impacto das FMAs no herbivoro (Bhavanam
e Stout, 2021). Por exemplo, em soja, 0 crescimento das lagartas H. zea e S.
frugiperda foram negativamente correlacionados com o aumento dos niveis de
colonizacdo de FMAs nas raizes, os tempos de desenvolvimento larval aumentaram
e as taxas de crescimento diminuiram em ambas as espécies (Rabin et al., 1985).

A colonizacdo de raizes com FMAs pode alterar as interagdes com insetos
herbivoros, com efeitos positivos, negativos ou mistos (Gange, 2001; Bennett et al.,
2006; Koricheva et al., 2009; Kempel et al., 2011; Barber et al., 2013b; Yang et al.,
2015, He et al., 2017). Efeitos negativos de FMASs na resisténcia a insetos herbivoros
ja foram observados em outros experimentos (Bernaola et al., 2018 ; Cosme et
al., 2011; Roger et al., 2013; Simon et al., 2017; Bernaola e Stout, 2021). No estudo
de Bhavanam e Stout (2021) lagartas de S. frugiperda alimentadas em plantas jovens
de arroz cultivadas em solo inoculado com FMAs ganharam mais peso. No entanto,
esse efeito positivo dos FMA no crescimento dos insetos nao foi observado em plantas

micorrizicas submetidas a injarias por insetos. Os mecanismos especificos pelos
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quais os FMAs aumentam a suscetibilidade aos insetos ainda ndo sao
claros. Possiveis explicacdes incluem o aumento das concentracdes de nutrientes nas
plantas e consequentemente melhora a qualidade do alimento para os herbivoros,
melhorando o desenvolvimento biolégico. Além disso, podem ocorrer alteracdes
quimicas de defesa da planta ou vias de sinalizacdo, ou aumento da biomassa da
planta que influencia na atracdo do inseto herbivoro (Currie et al., 2011; Bernaola e
Stout, 2021). Existem evidéncias de plantas de tomate que mostraram que a
colonizagdo com micorrizas pode alterar a resisténcia vegetal alterando a defesa
vegetal, como as vias de acido jasmonico, que € um fitohormbnio regulador das
respostas de defesa induzida das plantas(Jung et al., 2012).

Visando testar gramineas e leguminosas, foi realizado os mesmos testes com
plantas de milho em casa de vegetacdo. A maioria dos estudos envolvendo o silicio,
se concentra nas monocotileddneas (Putra et al., 2020). Em geral, as gramineas
(monocotiledbneas) como o milho absorvem e acumulam mais silicio do que
dicotiledéneas como a soja (Ma e Yamaiji, 2015). Entretanto, alguns estudos apontam
gue algumas leguminosas (por exemplo, soja) possuem transportadores semelhantes
para absorcédo de silicio do solo como gramineas hiperacumulativas (Deshmukh et
al., 2013). Uma meta-analise mostrou que o feijdo comum e a soja podem acumular
concentracfes relativamente altas de silicio em seus tecidos foliares (Hodson et
al., 2005). O milho especificamente tem uma alta capacidade de acumular Si
(Marschener, 1995; Epstein, 1999).

Neste estudo, nos diferentes tratamentos, as plantas de milho aos 15 e 30 dias
apos o plantio (DAP) sem danos (controle) ndo tiveram diferenca significativa no
namero de trifélios. Entretanto, houve diferenca no comprimento da parte aérea e
peso, nos vasos que foram aplicados apenas a fonte de silicio, as plantas com 15 DAP
estavam maiores e com maior peso seco de raiz. Sugerindo que a adubacdo com
silicio aumentou a biomassa das plantas de milho em casa de vegetagédo. Resultado
semelhante foi encontrado nos estudos de Da Silva et al. (2021), onde a adicéo de
silicio resultou em maior producdo de massa seca da parte aérea de milho. Galindo
et al. (2020) demonstraram que a adubagé&o de silicato combinada com a inoculacao
da bactéria Azospirilum brasilense (Tarrand, Krieg e Ddobereiner, 1978)

(Rhodospirillales: Azozpirillaceae) aumentou a absor¢éo de N e a biomassa radicular
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e de parte aérea, com isso a produtividade de milho foi incrementada. Villegas et al.
(2017) demonstraram que a aplicacao de silicio no solo aumentou o crescimento e 0
rendimento de grdos em plantas de arroz, aumentando o nimero de paniculas e
espiguetas por panicula. Em relagdo a producdo, Semina et al. (2020) observaram
qgue plantas de milho tratadas com diferentes produtos a base de silicio tiveram um
aumento no namero de graos por espiga.

Nossos dados mostraram que aos 30 DAP as plantas de milho inoculadas com
FMA tiveram a maior altura da parte aérea, seguido pelas plantas fertilizadas com
silicio que também diferiram do controle. Bernaola et al., 2018 demonstraram que
plantas de arroz inoculadas com seis espécies de FMA (R. irregularis, F.
mosseae, Glomus deserticola (Trappe, Bloss e Meng, 1984) (Glomerales:
Glomeraceae), Rhizophagus fasciculatum (Schuessler e Walker,2010) (Glomerales:
Glomeraceae), Sclerocystis  dussii (Almeida e  Schenck,1990) (Glomerales:
Glomeraceae) e Glomus microaggregatum (Koske, Gemma e Olexia, 1986)
(Glomerales: Glomeraceae) aumentaram o crescimento das raizes e parte aérea,
apesar de terem sido mais suscetiveis a S. frugiperda. De fato, muitos estudos
anteriores indicaram que as micorrizas beneficiam culturas agricolas, como o milho e
a soja aumentando o crescimento, rendimento e a absor¢cédo de nutrientes essenciais
como fosforo e nitrogénio (Gavito e Miller, 1998; Isobe et al., 2014; Higo et al., 2019).
Apesar disso, de acordo com as andlises deste trabalho, a micorriza R. irregulares
parece nao ajudar de forma significativa as plantas de milho na absorcao do silicio
COMO na soja, pois o tratamento com a mistura de Si e FMA-G ndo apresentou muita
diferenca dos demais tratamentos.

Para avaliar o potencial de silicio e micorrizas na recuperacao das plantas de
milho diante de um dano fisico por herbivoros foi feito o corte de toda a plantaa 5 cm
do solo. N&o houve diferenca significativa no namero de folhas e altura das plantas
antes (15 DAP) e depois (30 DAP) do dano mecéanico. Apesar disso, houve diferenca
na biomassa das plantas nos diferentes tratamentos. As plantas fertilizadas com
apenas o silicio apresentaram maior peso seco das raizes e 0 segunda maior peso
seco da parte aérea, sugerindo que a adubagdo com esse elemento pode aumentar a

tolerancia das plantas aos danos causados por insetos mastigadores. Nos
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experimentos de Sousa et al. (2021), também foi observado maior massa seca de
raizes em plantas de milho fertilizadas com silicio e com herbivoria prévia.

Nas infestagOes das plantas de milho com S. frugiperda n&o houve variagdo
significativa, sugere-se portanto, aumentar o numero de lagartas confinadas em uma
planta, caso for repetir esses mesmos testes. Apesar disso, o desenvolvimento
bioldgico das lagartas foram piores nas plantas tratadas com silicio, sugerindo um
maior potencial desse elemento em induzir respostas de defesa por antibiose que
afeta negativamente a biologia dos insetos (Baldin et al., 2019; Boi¢a Junior et al.,
2019). Além disso, as plantas tratadas com volastonita tiveram a menor area foliar
consumida pelas lagartas, demonstrando que esse elemento tem potencial para
induzir a resisténcia por antixenose que é quando o inseto evita a planta para
alimentacao, geralmente é causado por caracteristicas morfolégicas da planta ou por
compostos volateis liberados por ela (Baldin et al., 2019; Boica Junior et al., 2019;
Ulhoa et al., 2020).

Diversos estudos demonstraram os beneficios da aplicacdo do elemento silicio
visando a resisténcia do milho a lagarta do cartucho. Sousa et al. (2021)
demonstraram que lagartas de S. frugiperda alimentas com plantas de milho tratadas
com silicio e submetidas a herbivoria prévia tiveram menor peso larval e as plantas
apresentaram menor porcentagem de danos e lesGes, em relacdo as plantas sem
herbivoria e tratadas com silicio, nesse estudo o Si teve também papel importante na
resisténcia induzida. Goussain et al. (2002) verificaram maior mortalidade de S.
frugiperda quando foram alimentadas com folhas de plantas de milho tratadas com
silicio, em comparacdo com a testemunha. Nesse mesmo estudo, observou-se que
as mandibulas das lagartas, apresentaram desgaste acentuado na regido incisora
quando em contato com folhas com maior teor de silicio. Nos testes de Alvarenga et
al. (2017), assim como nesse estudo nao foram observadas diferencas significativas
nos parametros biolégicos larval e pupal de S. frugiperda (duracdo, sobrevivéncia,
peso de larvas e pupas) em resposta a plantas tratadas com silicio. Entretanto, as
folhas desse tratamento foram significativamente menos consumidas e houve uma
reducéo de oviposicdo das fémeas originadas de lagartas que alimentaram de plantas
com Si. No estudo de Santos et al. (2017) verificou-se o efeito da adi¢cdo de silicio na

preferéncia alimentar e nas injurias causada pela lagarta do cartucho. Houve reducao
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das injurias causadas pela alimentacédo de S. frugiperda em milho Bt e convencional
medido em casa de vegetacdo. Também foi possivel verificar a reducdo da
sobrevivéncia larval e da biomassa de pupas em fun¢éo da adi¢éo do silicio no solo.
Nos experimentos de Bhavanam e Stout (2021) as lagartas de S. frugiperda
alimentadas com plantas de arroz com silicio ganharam 20% menos peso em
comparacao com as larvas alimentadas com plantas controle. Todos esses resultados
apontam para o potencial da adi¢cao de silicio em campo, como estratégia para o MIP
de S. frugiperda.

Para confirmar que as raizes das plantas de soja e milho tratadas com micorriza
(FMA-G) estavam colonizadas por R. irregulares, foi feito a contagem das estruturas
do fungo em microscépio (arbusculos e vesiculas). Nas plantas sem a aplicacédo do
indculo (controle e Si) ndo foi observado nenhuma estrutura. No entanto como
esperado, nas plantas de milho e soja tratadas com o in6culo granular de R.
irregulares (FMA-G e FMA-G + Si) foram observados a presenca de uma grande
quantidade de arbusculos e vesiculas nas raizes, demonstrando que a metodologia
de inoculacdo desse trabalho aumentou a colonizagdo e simbiose de R. irregulares
nas raizes de milho e soja. Na cultura da soja foi observado uma maior colonizagéo e
namero de arbusculos em relacdo ao milho, isso pode ser explicado pela maior
resposta das plantas de soja inoculadas com FMA-G nos experimentos. Os
arbusculos é uma estrutura altamente ramificada formada pelos FMAs, é o local onde
ocorre a troca de nutrientes entre os simbiontes (Harrison, 2005; Parniske, 2008;
Gutjahr e Parniske, 2013). Esta andlise € consistente com outros estudos que
mostram gue a inoculacdao com indculos de FMAs geralmente aumenta a colonizacao
radicular das micorrizas nas plantas (Janouskova et al., 2013; Boyer et al., 2016; Kohl
et al., 2016; Bernaola et al., 2018; Bernaola et al., 2019).

Nos experimentos de campo, as plantas de soja com 14 dias apds o plantio
(DAP) tratadas com os dois tipos de inéculos de micorrizas (FMA-TS + FMA-G)
tiveram significativamente a maior média de plantas germinadas e consolidadas por
fileira, o tratamento com FMA-G + Si teve a menor média. Houve uma diminui¢cao no
namero médio de plantas por fileira aos 28 DAP em todos os tratamentos, com iSso
nao houve diferenca na comparacao entre eles. Comparando a média total de 14 DAP

e 28 DAP, na parcela que foi aplicado FMA-TS + FMA-G continuou com a maior média
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de plantas estabelecidas por fileira seguido pelo tratamento de semente com indculo
liquido de 4 espécies de fungos micorrizicos (FMA-TS). O tratamento com inoculo
granular de R. irregulares (FMA-G) misturado com volastonita (Si) manteve a menor
média de plantas por fileira. Sugerindo que o inoculo liquido de 4 espécies de FMAs
(R. irregulares, F. mosseae, G. aggregatum e C. etunicatum) quando tratado nas
sementes de soja promove uma maior porcentagem de germinacdo e
estabelecimentos das plantulas em uma condicdo de campo. Segundo Bennett e
Meek (2020) os fungos micorrizicos arbusculares podem influenciar diretamente ou
indiretamente na germinacdo de sementes, no estabelecimento de plantulas e no
estande de plantas (densidade). Alguns estudos demonstraram que os FMA podem
aumentar a viabilidade e germinacdo de sementes (Stanley et al., 1993; Koide et al.,
1994; Wolfe et al., 2005). Na andlise de densidade de plantas de soja pode-se concluir
gue o tratamento de semente com inoculo liquido (FMA-TS) promoveu uma maior
resposta das plantas, sugerindo que esse método € mais eficaz na colonizacao e
contato com as raizes do que o inoculo granular (FMA-G) em situacdes de campo.
Mas é importante destacar que o in6culo FMA-TS tem 4 espécies de micorrizas e 0
FMA-G apenas uma espécie, de acordo com alguns estudos, solos com maior
diversidade de microrganismos sdo mais ricos e benéficos para as culturas (Oehl et
al., 2003, 2010; Hijri et al., 2006; Cofré et al., 2017). No tratamento de sementes
provavelmente os fungos tiveram um maior contato com a raiz das plantulas no
processo de germinacao.

O inoculo granular ficou mais espalhado e disperso no solo e talvez nem todas
as plantulas tiveram contato com o FMA-G. No experimento de campo foi usado uma
plantadeira sem adubadeira, os indculos granuladas cairam no solo junto com as
sementes, possivelmente ndo houve distribuicdo homogénea dos propagulos no solo
impedindo o contato com algumas plantas. Diferentemente do experimento feito em
casa de vegetacdo que os propagulos granulados foram colocados no sulco
manualmente em contato direto com a semente. Sendo assim, sugere-se a utilizacao
de plantadeiras adequadas para a distribuicAio homogénea dos granulos com
propagulos de FMAs no sulco de plantio da mesma forma que sédo aplicados os

adubos granulados.
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Nas areas (parcelas) onde foi aplicado apenas o silicio, as plantas de soja com
28, 35 e 54 DAP estavam com a maior média de altura e aos 35 e 42 DAP, a maioria
das plantas (70 %) estavam em estadio vegetativo mais avancado em relacdo aos
demais tratamentos (V7). Diversos estudos na literatura demonstraram que a
fertilizacdo com fontes de silicio pode ser benéfica para as plantas de soja (Putra et
al., 2020). Através de experimentos em casa de vegetacdo com duas cultivares de
soja, Steiner et al. (2018) demonstraram que a aplicacdo de silicato de calcio e
magnésio aumentou a quantidade de nddulos na cultivar convencional BRS-MG 800A.
Em relacdo ao tamanho do nddulo, nivel de clorofila e concentracao foliar de nitrogénio
foram observados aumento nas duas cultivares. A cultivar transgénica BRS 1074
IPRO foi mais responsiva que a BRS-MG 800A nos testes de crescimento e producao
de matéria seca. Portanto, o Si pode induzir a formagédo de nodulos radiculares em
plantas de soja e proporcionar aumentos significativos na fixacédo bioldgica de N e
conseguentemente no crescimento das plantas. Esses resultados ressaltam que o Si
ndo esta envolvido apenas na melhoria do crescimento das plantas, mas, também,
pode ser considerado um importante elemento para melhorar o desempenho
simbidtico com as bactérias do género Bradyrhizobium (Steiner et al., 2018; Putra et
al., 2020).

Aos 42 dias ap6s o plantio as plantas de soja originadas de sementes tratadas
com inéculo liquido de R. irregulares, F. mosseae, G. aggregatum e C. etunicatum
também apresentaram plantas mais desenvolvidas. Nos tratamentos FMA-TS 65% e
FMA-TS + FMA-G 60% das plantas estavam no estadio V7. Como na andlise de
densidade de plantas o tratamento de semente com as 4 espécies (FMA-TS)
promoveu um melhor desenvolvimento das plantas do que o inoculo granular (FMA-
G) de acordo com a metodologia feita no campo. Em uma ampla revisdo de
experimentos realizados com fungos micorrizicos, Berruti et al. (2016) demonstraram
gue o tratamento de semente com FMAs aumenta a colonizagao radicular e peso seco
das plantas. Além disso, foi demonstrado que plantas colonizadas com FMAs sao
mais bem nutridas, ou seja, aproveitam mais os fertilizantes aplicados e
consequentemente o desenvolvimento e produtividade de varias culturas sob diversas

condi¢gbes experimentais tendem a aumentar (Berruti et al., 2016).
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Para avaliar a preferéncia alimentar (antixenose) dos diferentes tratamentos
foram feito o levantamento de espécies de insetos-praga com uma rede entomolégica
no campo. Foram encontrados uma grande diversidade de insetos, porém ndo houve
diferenca na média de pragas encontradas nas diferentes parcelas. Entretanto as
plantas controle (sem aplicacdo de silicio e fungos micorrizicos) foram encontrados
uma maior quantidade de insetos-praga. Nas parcelas com aplicacdo de silicio e
in6culo granular de R. irregulares junto com silicio foram encontrados um menor
namero total de pragas. Sugerindo que a aplicacao de silicio contribuiu para que as
plantas fossem menos atrativas as diferentes pragas no campo. Diversos trabalhos
demonstraram que a aplicacdo no solo ou foliar de Si pode aumentar a resisténcia de
plantas a insetos-pragas mastigadores (Kvedaras et al., 2007; Han et al., 2015;
Alvarenga et al., 2017; Villegas et al., 2017; Nascimento et al., 2018, Sousa et al.,
2021) e sugadores (Dias et al., 2014; Almeida et al., 2015; He et al., 2015; Souza et
al., 2016). O acido monossilicico absorvido pelas plantas, também pode induzir as
defesas do tipo constitutiva (sem injuria) e induzida (com injuria) por processos
fisiolégicos e bioquimicos (Ma et al., 2004; Liang et al., 2015). O Si pode desencadear
a producao de fitohormoénios promotores de resisténcia, enzimas defensivas e volateis
gue repelem os insetos herbivoros e atraem seus inimigos naturais (Gomes et al.,
2005; Ranger et al., 2009; Kvedaras et al., 2010; Peixoto et al., 2011; Reynolds et al.,
2016).

O Sinédo é considerado essencial fisiologicamente para o desenvolvimento das
plantas, mas ha diversos relatos que esse elemento € benéfico para as mesmas. Além
de aumentar a resisténcia aos estresses bidticos, esse elemento ajuda as plantas a
resistirem a seca (Chen et al., 2011), a salinidade (Liu et al., 2015) e a deficiéncia ou
a toxicidade mineral (Farooq et al., 2016). Pode aumentar a qualidade e a fertilidade
do solo e a eficiéncia do uso de fertilizantes na agricultura (Agostinho, 2016). A
deposicdo de Si nos tecidos vegetais torna as folhas mais eretas, diminuindo o
sombreamento e aumentando a fotossintese (Epstein, 1994). Portanto, as culturas
tratadas com Si podem ter uma melhora no desenvolvimento e na produtividade no
campo (Walsh et al., 2018).

Em relacdo a andlise de sementes, ndo foi visto influéncia significativa dos

FMAs e silicio na qualidade das sementes colhidas no campo. Nao houve diferenca
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na quantidade média de sementes adequadas, quebradas, roxas, verdes, com fungos,
com picadas de percevejo, peso e na umidade das sementes. Entretando houve
diferenca apenas na média de sementes achatadas. Na parcela que foi feito o plantio
de sementes submetidas ao tratamento de semente com o inéculo liquido dos fungos
R. irregulares, F. mosseae, G. aggregatum e C. etunicatum foram colhidos uma
guantidade significativamente maior de sementes achatadas. Nas parcelas onde foi
feito o plantio das sementes tratadas com esse mesmo inoculo (FMA-TS) e
adicionalmente foi aplicado por cobertura a volastonita (Si), as sementes resultantes
dessas plantas estavam menos achatadas. Nesse sentido o silicio teve um papel
importante na diminuicdo de sementes com formato inadequado, pois o tratamento
FMA-TS teve a maior e FMA-TS + Si a menor quantidade de sementes achatadas.

Concluindo, os testes em casa de vegetacdo demonstraram que a inoculacao
e colonizacao do fungo micorrizico arbuscular R. irregulares nas raizes (FMA-G) e a
aplicacao de silicato de calcio (Si) no solo individualmente ou em conjunto (FMA-G +
Si) afetaram positivamente o desenvolvimento, resisténcia e tolerancia das plantas de
milho e soja. Nos testes em campo com soja observou-se melhores resultados com o
tratamento de semente com inoculo liquido de R. irregulares, F. mosseae, G.
aggregatum e C. etunicatum (FMA-TS) e com aplicacéo de silicato de calcio (silicio).
Esses tratamentos aplicados individualmente ou em conjunto (FMA-TS + Si)
influenciaram positivamente no desenvolvimento, resisténcia e tolerancia.

Os dados desse estudo fornecem informagbes importantes que poderao
auxiliar os produtores de soja e milho no cultivo e manejo integrado de pragas.
Considerando que o uso de inseticidas quimicos possui diversas desvantagens, a
busca de alternativas sustentaveis € essencial para o aumento da producdo de
alimentos. Foi demonstrado que o uso de FMAs e fontes de silicio possuem potencial
para 0 aumento da produtividade e na resisténcia e tolerancia a insetos-praga,
doencas e a estresses abidticos, como déficit hidrico, por exemplo. Existem diversos
materiais acessiveis e de baixo custo, que sdo fontes de silicio, tais como a
volastonita, residuos da industria siderargica e o pé de rocha que podem ser usados
pelos produtores. Ainda se tem um desafio em relagcédo ao uso de FMAS, pois existem
poucas empresas nho Brasil que comercializam indculos comerciais desses

microrganismos. Outros estudos ainda sdo necessarios, como avaliar a
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produtividade/producédo desses tratamentos no campo com diferentes gendtipos de

soja e milho.
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CAPITULO 5 - Consideracdes finais

A busca de alternativas de controle de insetos-praga que minimizam oS
impactos negativos na saude humana e no meio ambiente é essencial para a
ampliacdo da producéo sustentavel de alimento no mundo. Para reduzir o impacto das
pragas nas areas € importante adotar um programa de manejo integrado de pragas
(MIP) que visa usar diversas taticas de controle isoladamente ou em conjunto, levando
em consideracao o custo/beneficio para o produtor e também questdes ambientais e
sociais. Os resultados deste trabalho foram importantes para buscar alternativas no
cultivo dessas importantes culturas, como a selecdo de novas fontes de resisténcia
no feijdo e demonstracéo que a fertilizacdo com silicio (Si) e a inoculacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) nas raizes podem ser benéficos para a soja e o
milho.

Neste estudo foi selecionado gendtipos comerciais de feijao com fontes de
resisténcia constitutiva e induzida a Chrysodeixis includens (Walker,1858)
(Lepidoptera: Noctuidae). Os genotipos de feijdo resistentes constitutivamente foram:
BRS MG Madrepérola (antixenose e antibiose), BRS Sublime (antixenose) e IAC 1850
(antibiose). Os gendtipos de feijdo que apresentaram respostas de defesa apds o
dano de C. includens foram: BRS Sublime (antixenose), IAC 1850 (antixenose), Pérola
(antixenose e antibiose), IAC Sintonia (Nova sele¢céo) (antixenose e antibiose), BRS
FC 402 (antixenose e antibiose) e ANFC 9 (antibiose). Além disso, foi demonstrado o
potencial do silicio e dos FMAs de aumentar a resisténcia a insetos e melhorar o
desenvolvimento das plantas de soja e milho.

Foi demonstrado metodologias para a selecdo de gendtipos comerciais,
contribuindo para programas de melhoramento de plantas que visam identificar
materiais com caracteristicas de resisténcia a lagartas. Outros estudos ainda sao
necessarios, como identificar 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia
constitutiva e induzida a C. includens para aumentar sua expressao ou incorpora-los
em programas de melhoramento genético e identificar os diferentes compostos
quimicos que sdo produzidos pela inducdo por herbivoria. Além disso, avaliar a
resisténcia a outros tipos de estresse e produtividade no campo dos genoétipos

selecionados de feijdo e dos tratamentos com Si e FMAs na soja e no milho.



