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FATORES INTRINSECOS AS PLANTAS DE SOJA NA EXPRESSAO DA
RESISTENCIA CONSTITUTIVA E INDUZIDA A Spodoptera cosmioides
(WALKER, 1858) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - Entre as pragas que causam prejuizos a soja, Spodoptera
cosmioides assume importancia devido a ineficiéncia dos métodos atuais para o seu
controle, podendo causar reducdes significativas na producédo da cultura. Portanto,
métodos alternativos dentro do manejo integrado de pragas como a resisténcia de
plantas, tornam-se ferramentas fundamentais como taticas de controle a S.
cosmioides. Variacdes em fatores intrinsecos as plantas podem afetar a expresséao da
resisténcia ao atague de insetos e outros artropodes. Desse modo, a determinacao
de metodologias especificas e mais precisas, em trabalhos visando a selecdo de
genaotipos resistentes a um determinado inseto, sdo imprescindiveis para melhor
demonstrar possiveis variacdes nos niveis de resisténcia entre genétipos. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar alguns fatores relacionados as plantas de soja que
podem influenciar a expressao da resisténcia constitutiva e induzida a S. cosmioides.
Na primeira parte avaliou-se a influéncia dos seguintes fatores na expressao da
resisténcia constitutiva de dois gendtipos resistente e suscetivel a S. cosmioides em
testes de preferéncia alimentar com e sem chance de escolha: substrato alimentar
(disco foliar versus foliolo inteiro), posicao foliar/idade foliar (folha mais nova da parte
superior versus folha mais velha da parte inferior), e estrutura vegetal (folha versus
vagem). Além disso, avaliou-se os efeitos de antibiose para S. cosmioides pela
alimentacdo individual ou mista com folhas e vagens em teste sem chance de escolha.
A segunda parte teve como objetivo investigar se alguns fatores como o genotipo
(resistente e suscetivel) e posicao foliar (folhas da parte superior e folhas da parte
inferior) influenciam na expressao da resisténcia induzida por injaria prévia. Também
foram testados dois métodos de avaliacdo dos parédmetros biologicos de S.
cosmioides, oferecendo discos foliares ou foliolos inteiros aos insetos nos bioensaios.
Na primeira parte deste estudo, observou-se que o foliolo inteiro retirado da parte
inferior das plantas proporcionou a melhor diferenciagéo na expressao da antixenose
em gendtipos de soja. Além disso, o desenvolvimento larval de S. cosmioides foi
afetado em lagartas alimentadas apenas com vagem e quando alimentadas com
vagem até o quarto instar e foliolo a partir do quarto instar. Na segunda parte,
verificou-se que o gendtipo resistente expressou resisténcia induzida a S. cosmioides
em plantas de soja previamente injuriadas, enquanto que o genétipo suscetivel ndo
apresentou inducdo de resisténcia. Além disso, a posicdo foliar influenciou a
expressao da resisténcia induzida no gendtipo resistente, que foi melhor observada
com o disco foliar coletado da parte superior. Espera-se que 0s resultados obtidos
neste estudo, possam contribuir para o entendimento dos mecanismos de defesa em
soja, fornecendo metodologias especificas para trabalhos futuros com resisténcia
constitutiva e induzida, que poderao colaborar para 0 manejo integrado de pragas na
cultura da soja.

Palavras-chave: antibiose, interacao inseto-planta, lagarta das vagens, metodologia
de pesquisa, antixenose



FACTORS INHERENT TO SOYBEAN PLANTS INFLUENCING THE EXPRESSION
OF CONSTITUTIVE AND INDUCED RESISTANCE TO Spodoptera cosmioides
(WALKER, 1858) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT — Among the pests that cause damage to soybeans, Spodoptera
cosmioides takes importance due to inefficiency of current methods for their control
and may cause significant decreases in crop production. Therefore, alternative
methods within the Integrated Pest Management as the Host-Plant Resistance
become fundamental tools as control tactics against S. cosmioides. Variations on
factors inherent to plants may affect the expression of resistance to insects and other
arthropods. Thus, the determination of specific methodologies and most accurate in
studies aiming at the selection of genotypes resistant to a particular insect are essential
to better demonstrate possible variations in resistance levels between genotypes. This
study aimed to evaluate some factors related to soybean plants that can influence the
expression of constitutive and induced resistance to S. cosmioides. In the first part we
evaluated the influence of the following factors on expression of constitutive resistance
of two resistant and susceptible genotypes to S. cosmioides on feeding preference on
choice and no-choice tests: leaf discs versus entire leaflets; upper part versus lower
part of the plant; leaf versus pod. In addition, we evaluated the effects on larval
development to S. cosmioides by individually or mixed food with leaves and pods in
no-choice test. The second part aimed to investigate if some factors such as genotype
(resistant and susceptible) and leaf position (upper part versus lower part of the plant)
influence the expression of resistance induced by previous herbivory. We also tested
two methods of evaluation of biological parameters of S. cosmioides offering leaf disks
or entire leaflets insects in bioassays. In the first experiment, the entire leaflet removed
from the lower part of the plants showed the best differentiation in the expression of
antixenosis in soybean genotypes. The larval development of S. cosmioides was
affected in caterpillars fed only on pod and when fed on pod to the fourth instar and
leaflets from the fourth instar. In the second experiment, the resistant genotype
expressed induced resistance to S. cosmioides in previously injured soybean plants,
while the susceptible genotype showed no resistance induction. Furthermore, the
position influenced the expression of induced resistance in the resistant genotype,
which was better seen with leaf disc collected from upper part of the plant. We expect
the results of this study can contribute to the understanding of the defense mechanisms
of soybeans, providing specific methodologies for future works with constitutive and
induced resistance, contributing to the Integrated Pest Management of soybeans.

Keywords: antibiosis, plant-insect interaction, soybean pods armyworm, research
methodology, feeding preference
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

Entre os principais artropodes herbivoros que causam danos a cultura da soja,
estdo os insetos da familia Lepidoptera, os quais algumas espécies do género
Spodoptera destacam-se como importantes desfolhadores (MOSCARDI et al., 2012).
Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada praga
em expansao na cultura da soja no Brasil, atacando as plantas durante todo o ciclo.
Além das folhas, as lagartas também causam injurias as vagens, assumindo assim
importancia significativa para a cultura (SOSA-GOMEZ et al., 1993; GAZZONI;
YORINORI, 1995; SANTOS et al., 2005; MOSCARDI et al., 2012). Com o reduzido
namero de inseticidas registrados para seu controle (MAPA 2016) e a ineficiéncia de
cultivares transgénicas de soja (evento MON87701 X MON89788) (CTNBIO, 2010)
que expressam a proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis Berliner (SANTOS et al.,
2009; BERNARDI et al., 2014), o uso de organofosforados, carbamatos e piretroides
tem sido a principal estratégia de controle para espécies de Spodoptera em soja. No
entanto, a baixa eficacia do controle quimico para espécies do género Spodoptera é
comum devido & alta resisténcia natural aos inseticidas (DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001; HUANG; HAN, 2007; CARVALHO et al., 2013; SU; SUN, 2014,
SALEEM et al., 2016). Portanto, outros métodos de controle alternativos ao controle
guimico com inseticidas sao imprescindiveis para o sucesso do manejo de pragas em

soja.

As plantas desenvolveram ao longo de sua evolucao, sofisticados mecanismos
de defesa a estresses biodticos e abiodticos, os quais podem ser classificados em
constitutivos ou induzidos. Os componentes da defesa constitutiva sdo substancias
quimicas e/ou estruturas morfolégicas que dificultam a utilizagcdo dos tecidos das
plantas pelos artropodes fitéfagos, podendo afetar parametros biolégicos
relacionados ao crescimento e reproducdo (COLEY; BARONE, 1996; KARBAN;
BALDWIN, 1997). Esses componentes podem ser encontrados em diferentes partes
e estruturas da planta, e normalmente suas concentragdes variam em funcao do seu
estadio fenologico (COLEY; BARONE, 1996). A defesa induzida pode ser definida



como qualquer mudanca morfologica ou fisiologica resultante da exposicéo prévia a
algum estimulo elicitor, levando ao aumento dos niveis de resisténcia das plantas.
Dentre os estimulos que desencadeiam respostas induzidas de defesa estdo a
herbivoria por artropodes, injuria mecénica, temperatura, CO2, estresse hidrico
(KARBAN; BALDWIN, 1997; AGRAWAL, 1998; SMITH, 2005).

Alguns genotipos convencionais de soja, sendo duas linhagens e uma cultivar,
mostraram-se promissores contra S. cosmioides (BOICA JUNIOR et al., 2015a).
Experimentalmente em laboratério, os principais efeitos da resisténcia constitutiva por
antibiose nesses gendtipos foram a reducdo no peso e mortalidade durante a fase
larval. Pelo fato de a resisténcia ser de carater genético, variacbes em fatores
relacionados as plantas de soja, tais como idade da folha, estruturas da planta, e
herbivoria prévia por insetos, podem afetar a expresséo da resisténcia. Em estudo
realizado com genoétipos de soja, Spodoptera eridania (Cramer) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), Boica
Junior et al. (2015b) verificaram que alguns fatores intrinsecos as plantas
influenciaram significativamente a expressao da resisténcia em maior ou menor grau.
Porém, até o momento, ndo ha qualquer informacéo sobre a influéncia dos fatores
tipo de substrato, posicdo da folha/idade da folha, estrutura vegetal, e herbivoria
prévia na expressao da resisténcia a S. cosmioides.

Com a conducao do presente estudo, a expectativa € a de que os resultados
aqui encontrados possam contribuir para o conhecimento sobre o padréo de alocacao
vertical das defesas constitutivas e induzidas em soja a lagartas desfolhadoras,
elucidar sua preferéncia e desenvolvimento em diferentes estruturas vegetais, e
determinar um protocolo metodoldgico especifico para futuros estudos visando ao
manejo de S. cosmioides em plantas de soja. Desse modo, esse trabalho teve o
objetivo de avaliar a influéncia do substrato alimentar (disco foliar vs. foliolo inteiro),
posicéao foliar/idade foliar (folha mais nova da parte superior versus folha mais velha
da parte inferior), e estrutura vegetal (folha versus vagem) na expressao da
resisténcia constitutiva; avaliar o efeito da herbivoria prévia, gendtipo, substrato
alimentar (disco foliar versus foliolo inteiro) e posicéo foliar (parte superior vs. parte

inferior) em soja na expresséao da resisténcia induzida a S. cosmioides.



2. Revisao de literatura

2.1.A cultura da Soja

A soja, taxonomicamente pertence a classe das plantas dicotiledéneas, familia
Fabaceae, subfamilia Papiolionoideae, género Glycine, espécie Glycine max (L.)
Merril. O seu sistema radicular € do tipo pivotante, com ramificacdes e presenca de
nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio. A altura da planta varia de 30 a 200 cm
(MULLER, 1981).

A soja é uma planta autdgama, herbacea, anual, com caule ereto e porte
variavel de 0,60 cm a 1,50 m. E bastante ramificada, com os ramos inferiores mais
alongados e todos os ramos formando angulos variaveis com o caule principal
(SEDIYAMA et al., 1996; MISSAO, 2006). As folhas sio alternadas, longas,
pecioladas, compostas de trés foliolos ovalados ou lanceolados, de comprimento
variavel entre 0,5 e 12,5 cm. Na maioria das cultivares, as folhas amarelecem a
medida que os frutos amadurecem, e caem quando as vagens estdo maduras. As
flores sdo dispostas em racinios axilares e terminais, geralmente com 9 a 10 flores,
de coloracdo variada; dependendo da cultivar podem ser amarelas, brancas ou
violetas (MULLER, 1981; PIMENTEL GOMES, 1986; MISSAQ, 2006). Os frutos s&o
vagens achatadas, pubescentes, deiscentes, de cor cinza, amarelo-palha ou preta,
dependendo da cultivar. Apresentam duas a cinco sementes, sendo possivel
encontrar até 400 vagens por planta. Estas possuem formato liso, ovoide, globoso ou
eliptico, com hilo pequeno (BERGAMIN; CANCIAN; CASTRO, 1999; MISSAO, 2006)

O ciclo total pode ser dividido em fase vegetativa, que é o periodo da
emergéncia da plantula até a abertura das primeiras flores, e a fase reprodutiva,
denominada como o periodo do inicio da floracdo até a maturidade, com duracdo
meédia de 75 a 200 dias, influenciado pelas condi¢cbes ambientais da regido e da
cultivar utilizada (MULLER, 1981; NEUMAIER et al., 2000; BOREM, 2009). O sistema
proposto por Fehr e Caviness (1977) divide o desenvolvimento da soja em estadios
vegetativos, que sao representados pela letra “V”, e estadios reprodutivos,
representados pela letra “R”. A fase inicial da planta é definida pelos estadios “VE”

(emergéncia) e “VC” (folhas cotiledonares). As letras “V” e “R” sdo seguidas por



nameros que identificam os estadios especificos dentro das fases vegetativa e
reprodutiva.

Cultivada mundialmente, a soja é muito diferente dos ancestrais que Ihe deram
origem; espécies de plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia,
principalmente ao longo do Rio Amarelo, na China. Sua evolugdo comecou com o
aparecimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais, entre duas espécies de
soja selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China.
Sua importancia na dieta alimentar da antiga civilizagdo chinesa era tal que a soja,
juntamente com o trigo, 0 arroz, o centeio e o milheto, era considerada um gréo
sagrado, com direito a cerimoniais ritualisticos na época da semeadura e da colheita
(BONETTI, 1981; HYMOWITZ, 1987; EMBRAPA, 2004; FARIAS et al., 2007). Apesar
de conhecida e explorada no Oriente ha mais de cinco mil anos, seu cultivo foi
ignorado até a segunda década do século XX, quando os Estados Unidos iniciaram
sua exploracao comercial (EMBRAPA, 2004).

No Brasil, a soja foi introduzida na Bahia em 1882 por Gustavo Dutra na Escola
de Agronomia da Bahia e pelo Dr. Franz Wilhelm Daffert no Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC) em 1892, onde os primeiros genotipos introduzidos no pais oriundos
dos Estados Unidos foram testados (BONATO; BONATO, 1987; EMBRAPA, 2004;
2005). No Rio Grande do Sul, a soja teria sido cultivada pela primeira vez em Dom
Pedrito em 1900. Em 1901 teria sido publicado o primeiro trabalho com soja no Estado,
pelo Professor de Agronomia do Liceu Rio-Grandense Guilherme Minssen. Em 1914,
F. C. Craig, professor norte-americano que lecionou e realizou atividades de pesquisa
na Escola Superior de Agronomia e Veterinaria da entdo Universidade Técnica de
Porto Alegre, introduziu sementes de cultivares de soja e as distribuiu para as
diferentes estacBes experimentais que estavam subordinadas a Escola (EMBRAPA,
2004; 2005).

Na chamada regido pioneira, em Santa Rosa, RS, a soja foi semeada
experimentalmente pela primeira vez em outubro de 1921 na Estacdo de Agricultura
e Criacdo pelo Professor Gentil Coelho Leal e pelo técnico rural Floriano Peixoto
Machado, e assim as sementes foram repassadas aos agricultores que comecaram a
cultiva-la em 1924 (LEAL, 1967; COSTA, 1996;). A partir de 1941, a leguminosa se
destacou economicamente quando atingiu uma producéo de 450 toneladas em uma
area cultivada de 640 hectares, com produtividade de 700 kg ha' (EMBRAPA, 2004;
2005).



Apesar de a soja ter sido cultivada experimentalmente desde 1921, apenas
durante as décadas de 1960/1970 que a cultura da soja se tornou economicamente
importante para o Brasil, uma vez que foi beneficiada com a politica de incentivos
fiscais a triticultura no pais nessa época. Assim, cultivava-se trigo no inverno e soja
durante o verao, utilizando-se para ambas as culturas as mesmas areas de cultivo,
mao-de-obra e maquinaria (EMBRAPA, 2004; 2005).

A cultura da soja representa um dos produtos mais fortes da economia
brasileira (KLAHOLD et al., 2006), ocupando a maior area cultivada entre os produtos
agricolas (56%), cerca de 32 milhdes de hectares, com producédo média de 96 milhdes
de toneladas na safra 2014/2015, o equivalente a 48% do total da producao nacional
de gréos e 30,25% da producéo mundial de soja. Essa condi¢cdo confere ao Brasil 0
“status” de segundo maior produtor mundial da leguminosa, superado apenas pelos
Estados Unidos (CONAB, 2016).

Entre os fatores que limitam o potencial de produtividade da soja estdo as
pragas, que atacam as plantas desde a emergéncia até a maturacao fisioldgica. Dos
artropodes que causam desfolha, as lagartas compreendem um dos grupos de pragas
mais importantes. Nos Ultimos anos, a ocorréncia de lagartas do género Spodoptera
tem aumentado na cultura da soja, causando reducfes importantes na produtividade
(BUENO et al., 2010), e entre as espécies Spodoptera cosmioides (Lepidoptera:

Noctuidae) tem significativa importancia econdémica.

2.2.Spodoptera cosmioides

Originalmente descrita no género Prodenia Guenée, 1852, S. cosmioides foi
considerada sinonimia de Spodoptera latifascia (Walker, 1856) desde o inicio do
século XX por Hampson (1909) até 1997. Estudos sobre a morfologia da genitalia,
feromoénios e DNA mitocondrial de um complexo de espécies neotropicais do género,
revalidaram a identidade especifica de S. cosmioides. Sua ocorréncia restringe-se a
América do Sul, com excec¢édo do sul da Argentina, Chile e regiées do Peru situadas a
oeste dos Andes (SILVAIN; LALANNECASSOU, 1997).

As lagartas de S. cosmioides séo polifagas e alimentam-se de grande niamero
de plantas cultivadas e espontaneas. Sua ocorréncia tem sido relatada no Brasil desde
a década de 1980 (BERTELS, 1953; SILVA et al., 1968; SANTOS et al., 1980; HABIB



et. al., 1983; SPECHT et. al., 1996; BAVARESCO et. al., 2001; 2002; 2003; 2004).
Entre seus principais hospedeiros estdo o amendoim, batata-doce, girassol, palma
forrageira e soja. Além das culturas mencionadas, ataques de S. cosmioides também
ja foram observados em abacaxizeiro, alfafa, algodao, arroz, aspargo, aveia, batata,
berinjela, beterraba, cafeeiro, cebola, couve-nabo, ervilha, eucalipto, feijdo, feijao
caupi, fumo, fumo cheiroso, geranio, linho, macieira, mamona, mangueira, milheto,
pimentédo, tomate e trigo (GALLO et al., 2002; BAVARESCO et al., 2003; ZENKER et
al., 2007; SILVA et al., 2011; SILVIE et al., 2013).

Apesar da ampla gama de plantas hospedeiras, a ocorréncia de S. cosmioides
como praga é relatada em apenas algumas culturas, e geralmente esta relacionada a
desequilibrios provocados pelo uso excessivo de inseticidas de amplo espectro de
acdo (HABIB et al., 1983). Nos Estados de S&o Paulo, Parana e Santa Catarina, surtos
da praga causaram severos danos em culturas de interesse econémico, como o
algodoeiro e soja (BAVARESCO, et al., 2004; QUINTELA et al., 2007).

Os adultos de S. cosmioides sdo mariposas de habito noturno, com
envergadura média de 40 mm, e asas membranosas cobertas por escamas, sendo as
posteriores brancas e as anteriores pardas (mais amareladas nos machos), com
desenhos em mosaico (BAVARESCO et. al., 2002; GALLO et. al., 2002; BAVARESCO
et. al., 2003; 2004; ZENKER et. al., 2007). Ha dimorfismo sexual entre os adultos: o
macho difere da fémea pela presenca de uma mancha clara na asa anterior entre as
linhas antimedial e pés-medial e abaixo da nervura mediana. A longevidade dos
adultos média varia de 11 a 13 dias na faixa de temperatura entre 26 e 28°C (SANTOS
et al., 1980; HABIB et al., 1983).

As fémeas ovipositam nas folhas do terco inferior das plantas, em camadas de
ovos sobrepostas, o quais tém coloracao inicialmente amarronzada. As massas de
ovos sao irregulares, e uma fémea pode depositar até 500 ovos por dia em condi¢des
favoraveis. O periodo de incubacdo dos ovos € de aproximadamente trés a quatro
dias, em uma faixa de temperatura entre 25 e 28°C (BAVARESCO et al., 2003; 2004).

Lagartas recém-eclodidas apresentam coloragdo marrom clara e cabeca preta.
Com o passar dos instares, as lagartas passam a apresentar tonalidade parda a
negro-acinzentada, com trés listras longitudinais predominantemente alaranjadas,
sendo uma dorsal e duas laterais, com pontos brancos. Acima dos pontos brancos
estdo presentes triangulos pretos direcionados para o dorso do inseto. Ao atingirem o

altimo instar, as lagartas tornam-se pardas, com uma faixa mais escura entre o



terceiro par de pernas toracicas e o primeiro par de falsas-pernas abdominais, além
de outras duas faixas na extremidade do abdome. Lagartas desenvolvidas atingem 40
a 48 mm de comprimento, e geralmente passam por seis instares; no entanto, iSSo
pode variar entre quatro e oito dependendo da planta hospedeira (BAVARESCO et
al., 2002; 2003; 2004; ZENKER et al., 2007). A duracéo da fase larval € em média 15
a 19 dias, em uma faixa de temperatura de 25 e 28°C (BAVARESCO et al., 2002).
Posteriormente, as lagartas se transformam em pupas, proximo a superficie do solo,
permanecendo nessa fase por 14 a 18 dias (BAVARESCO et al., 2004), quando
emergem os adultos.

Spodoptera cosmioides é considerada uma praga em expansao na cultura da
soja, atacando as plantas principalmente na fase reprodutiva. Além das folhas
(MOSCARDI et al., 2012), também causam injarias as vagens, assumindo importancia
significativa devido aos danos diretos no produto final (SOSA-GOMEZ et al., 1993;
GAZZONI; YORINORI, 1995; SANTOS et al., 2005; PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012).
Essa espécie se destaca entre as demais do género Spodoptera devido a sua
voracidade durante a fase larval, pois consome aproximadamente o dobro de area
foliar em comparacédo as outras espécies de lepidopteros de importancia econémica
para a cultura da soja no Brasil (MOSCARDI et al., 2012).

Como ha poucos inseticidas registrados no Brasil para S. cosmioides em soja
(MAPA, 2016), seu controle normalmente é realizado indiretamente por aplicacfes
visando ao controle das lagartas Anticarsia gemmatalis Hibner, Crysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e Heliothis virescens (Fabricius, 1781). No entanto,
a baixa eficacia do controle quimico para espécies do género Spodoptera € comum
devido a alta resisténcia natural aos inseticidas (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001;
HUANG; HAN, 2007; CARVALHO et al., 2013; SU; SUN, 2014; SALEEM et al., 2016).
Recentemente, foi lancada a cultivar de soja transgénica (evento MON87701 X
MONB89788) (CTNBIO, 2010) que expressa a proteina CrylAc de Bacillus
thuringiensis Berliner. Porém, essa proteina apresenta baixa toxicidade para S.
cosmioides (SANTOS et al.,, 2009), e assim, outros métodos de controle mais

eficientes devem ser investigados.

2.3.Resisténcia de plantas a artrépodes-praga



A classe Insecta, com mais de um milhdo de espécies descritas, € a mais
diversa do grupo de animais na Terra, superando todas as outras formas de vida.
Quase metade de todas as espécies de insetos existentes séo fit6fagos, ou seja, se
alimentam de tecidos de plantas vivas. A capacidade das plantas em persistir em um
ambiente tdo hostil depende do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia,
permitindo-lhes escapar da infestacdo de insetos fitdfagos no tempo e espaco
(SCHALLER, 2008).

O cultivo de plantas que expressam alguma forma de resisténcia herdada
contra um artropode tem sido praticado ha centenas de anos (SMITH, 2005; FARHA-
REHMAN et al., 2010). Antes da domesticacdo de plantas com o propdsito agricola,
aquelas que eram suscetiveis a artrépodes morriam antes que pudessem produzir
sementes ou que suas sementes injuriadas pudessem germinar. Assim, as plantas
resistentes sobreviveram por adaptacdo e selecdo natural. E provavel que os
primeiros sistemas agricolas indigenas tenham selecionado e utilizado plantas
resistentes a artrépodes-pragas, uma vez que estes sistemas desenvolviam préticas
de producdo com base em diferentes espécies de plantas, e dentro das espécies,
eram selecionadas diferentes linhagens e cultivares locais (SMITH, 2005).

O melhoramento de plantas resistentes a artropodes formalizou-se no final do
século XIX, com a redescoberta dos principios basicos de hereditariedade e
hibridagdo de plantas de Gregor Mendel. No entanto, menos de 100 relatos sobre
resisténcia de plantas a artrépodes foram publicados nos Estados Unidos durante o
século XIX e inicio do século XX. Em uma das primeiras revisbes completas sobre
resisténcia de plantas a artrépodes, Snelling (1941) identificou 163 publicacdes que
tratam de resisténcia de plantas nos Estados Unidos de 1931 até 1940. Desde entao,
inumeros trabalhos tém mostrado o progresso dos cientistas que conduzem pesquisas
sobre resisténcia de plantas (PAINTER 1958; BECK, 1965; PAINTER 1968;
MAXWELL et al.,, 1972; HEDIN, 1978; HARRIS, 1980; GREEN; STONER, 1996;
SMITH, 1999 SMITH, 2005).

Por definicdo, a resisténcia de plantas € a soma das qualidades constitutivas
gue expressam caracteristicas fenotipicas fisicas, morfolégicas e/ou quimicas,
tornando-as menos infestadas ou injuriadas que outras (suscetiveis), em igualdade de
condicbes. As caracteristicas expressas pelas plantas resistentes, por sua vez,
proporcionam aos insetos, alteragbes no comportamento, fisiologia e biologia, ou

apresentam maior capacidade de suportar seu ataque (BOICA JUNIOR et al., 2013a).



A resisténcia de plantas a artropodes deve ser sempre medida em uma escala relativa,
utilizando o grau de resisténcia como base de comparacdo com plantas suscetiveis,
as guais sao severamente danificadas ou mortas sob condi¢cdes experimentais
semelhantes, além de plantas com niveis conhecidos de resisténcia (SMITH, 2005).

A literatura comumente descreve trés tipos ou categorias de resisténcia de
plantas a artropodes. Painter (1951) originalmente definiu a resisténcia como nao
preferéncia, antibiose e tolerancia. Kogan e Ortman (1978) sugeriram a substituicao
da nao preferéncia pelo termo antixenose, porque nédo preferéncia so6 diz respeito ao
comportamento de insetos e antixenose ocorre quando uma planta ou variedade é
menos utilizada pelos insetos para alimentacao, oviposi¢ao, ou abrigo em comparacao
com outras plantas em igualdade de condicdes.

A antixenose € caracterizada pela presenca de caracteristicas morfolégicas ou
guimicas da planta que causam altera¢cdes no comportamento de insetos, levando-os
a selecdo de um hospedeiro sem tais caracteristicas. A antibiose ocorre quando as
plantas afetam negativamente a biologia dos insetos. Tais efeitos variam de leves a
letais, e podem resultar de defesas fisicas, morfoldgicas e/ou quimicas presentes nas
plantas. A antibiose pode causar alongamento do periodo de desenvolvimento do
inseto, reducdes em seu tamanho e peso, mortalidade durante os estagios larvais ou
ninfais, reducdes na fecundidade, fertilidade, periodo de oviposicédo, etc. A tolerancia
pode ser definida como a capacidade da planta em recuperar-se de injarias causadas
por insetos, sem reducdes em sua produtividade (MORAIS; BALDIN, 2012).

O uso de cultivares resistentes possui entre as vantagens a reducao e
manutencao de populacdes de insetos fitfagos abaixo do nivel de dano econdmico,
reducdo do custo de producdo associado a aplicacdo de inseticidas e nos riscos de
desequilibrios no agroecossistema, persisténcia de controle em baixas popula¢des da
praga, além possibilitar na maioria das vezes sua utilizacdo harmoniosa com outras
taticas de controle dentro de um programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(BOICA JUNIOR et al., 2013a). Portanto, a avalia¢do da resisténcia em linhagens e
cultivares de soja a S. cosmioides para fins de selecdo e melhoramento torna-se
necessaria, uma vez que as demais taticas de controle tém mostrado baixa eficiéncia
ao inseto.

Alguns gendtipos de soja mostraram-se potencialmente eficientes para o
controle de lagartas de S. cosmioides. Experimentalmente em laboratério, os

principais efeitos da resisténcia constitutiva por antibiose nos genétipos foram a
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reducdo no peso e mortalidade durante a fase larval (BOICA JUNIOR et al., 2015a).
Assim, futuros estudos s&@o0 necessarios para verificar se a resisténcia nesses
genotipos é estavel em funcdo de variacdes de fatores relacionados as plantas de

soja.

2.3.1. Fatores que influenciam a expressao de resisténcia nas plantas

Ao avaliar a resisténcia em determinado grupo de plantas a insetos fitéfagos,
uma série de variacdes devem ser observadas, tais como a idade do inseto, a parte
do tecido da planta que sera utilizada, o tipo de ensaio que sera realizado, entre
outras. Essas variagbes devem ser minuciosamente observadas e controladas, pois
cada variavel pode influenciar na expresséao da resisténcia das plantas em laboratorio,
casa de vegetacdo e até mesmo em campo. Além disso, variagbes ambientais
exercem efeitos significativos na expressao da resisténcia a insetos. Tais condi¢cbes
estressantes podem afetar consideravelmente o crescimento e metabolismo das
plantas, e assim, os niveis de resisténcia expresso por elas. Portanto, um melhor
entendimento sobre as variacfes de fatores relacionados a planta, ao inseto, e
varidveis ambientais é necessario para o desenvolvimento de pesquisas na area de
resisténcia de plantas a insetos (SMITH, 2005; MORAIS; BALDIN, 2012).

Rossetto (1973) classificou a natureza dos fatores influentes na resisténcia de
plantas em trés grupos: plantas, insetos e ambiente. Baseado nessa classificacdo, as
variaveis podem ser sumarizadas da seguinte forma: (i) fatores relacionados com a
planta: idade, local de infestacdo, infestacdo prévia por outros insetos; (ii) fatores
relacionados com os insetos: fase e idade, espécie, raca e biétipo, condicionamento
pré-imaginal, populacdo e tamanho; e (iii) fatores ambientais: fatores climaticos e
edaficos (umidade, temperatura e nutrientes) e infestacdo por outros insetos
(predacéao e parasitismo, época de plantio, tamanho das parcelas, plantas adjacentes
e safra anterior).

Fatores relacionados as plantas que podem influenciar a expressdo da
resisténcia foram investigados por outros autores. Alguns estudos avaliaram o uso de
folhas inteiras ou partes do tecido vegetal nas diferencas dos niveis de resisténcia.
Por exemplo, East et al. (1992) compararam a resisténcia de plantas de meldo ao
acaro-rajado Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) usando folhas inteiras
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e discos foliares. Os resultados indicaram que os discos foliares foram igualmente
preferidos e podem ser usados para avaliar com precisdo o desenvolvimento do acaro.
Em outro estudo, Raina, Benepal e Sheikh (1980) ndo observaram qualquer diferenca
no consumo do besouro mexicano
Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) entre folhas intactas ou
excisadas de feijoeiro.

A resisténcia dos tecidos vegetais de plantas a injurias causadas por artrépodes
também pode variar consideravelmente durante o desenvolvimento da planta. Em
muitas interacdes entre plantas e artropodes onde as estruturas de frutificacdo séo
infestadas, fatores de resisténcia podem ocorrer mais tarde no desenvolvimento
fenoldgico da planta (fase reprodutiva) ou acumular nos tecidos vegetais mais velhos
como defesas aos artropodes (MORAIS; BALDIN, 2012).

Beland e Hatchett (1976) investigaram o ataque de Helicoverpa zea Boddie
(Lepidoptera: Noctuidae) na cultura da soja, e avaliaram alguns parametros
relacionados com o inseto nas fases de desenvolvimento de duas variedades, com
seis e nove semanas de idade. Os resultados mostraram que o efeito das variedades
de soja sobre as lagartas foi mais perceptivel quando as lagartas foram alimentadas
com folhas em plantas mais velhas. Esses autores sugerem que as variedades PI
229358 e ED 73-375, que foram altamente resistentes com nove semanas, podem
ocasionalmente se comportar como plantas suscetiveis durante a fase inicial do seu
desenvolvimento.

Em geral, os tecidos foliares mais jovens, e consequentemente menos
lignificados, sdo mais preferidos por insetos-praga do que os tecidos foliares mais
velhos. Os tecidos foliares mais jovens da soja, por exemplo, sdo atacados pela
lagarta H. zea e pelo acaro T. urticae com mais frequéncia do que os tecidos mais
velhos (MCWILLIAMS; BELAND, 1976; RODRIGUEZ et al., 1983). As folhas mais
proximas do apice de plantas de uma determinada cultivar resistente de soja também
foram mais preferidas por lagartas de C. includens (REYNOLDS; SMITH, 1985). Ao
avaliarem a preferéncia para oviposicdo de S. frugiperda em algodoeiro, outra
dicotiledbnea, com diferentes idades em teste com chance de escolha, Boi¢a Juanior
et al. (2013b) verificaram maior nimero de posturas em plantas com 60 dias em
comparacao com plantas com 30, 45, 75 e 90 dias.

Em varias espécies de gramineas, em contrapartida, a resisténcia ndo se

manifesta nas ultimas fases do desenvolvimento vegetal. Assim, a resisténcia pode
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ocorrer também na fase inicial do desenvolvimento fenoldgico para superar o
desenvolvimento de artrOpodes-pragas que sincronizam o seu desenvolvimento de
modo a coincidir com a abundancia de novos tecidos vegetais. Por exemplo, a
resisténcia a injurias provocadas por diversos lepidépteros em milho, incluindo Chilo
partellus Swinhoe (Lepidoptera: Crambidae) (KUMAR; ASINO 1993), H. zea
(WISEMAN; SNOOK, 1995), a broca-europeia-do-milho Ostrinia nubilalis (Hubner)
(Lepidoptera: Crambidae) (KLUN; ROBINSON, 1969) e a lagarta-do-cartucho S.
frugiperda (VIDELA et al., 1992) é maior em plantas mais jovens.

Pelo fato de diversos fatores influenciarem a expressdo de resisténcia nas
plantas, as metodologias de pesquisa empregadas nos ensaios de resisténcia devem
ser previamente avaliadas em funcéo do inseto e da planta de interesse. Os resultados
provenientes de ensaios que avaliem cuidadosamente tais fatores certamente
contribuirdo para a elaboracao de protocolos especificos de avaliacdo da resisténcia
de plantas em cada sistema inseto-planta hospedeira (SOUZA, 2014; BOICA JUNIOR
et al., 2015b). Portanto, espera-se que 0s resultados do presente estudo possam
contribuir para o conhecimento das varia¢des nos niveis das respostas de defesa das
plantas de soja sob influéncia dos fatores investigados, auxiliando na padronizacao
dos protocolos utilizados na selecdo de genotipos com caracteristicas de resisténcia

a S. cosmioides.
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CAPITULO 2 - FATORES INTRINSECOS AS PLANTAS DE SOJA QUE
INFLUENCIAM A EXPRESSAO DE RESISTENCIA
CONSTITUTIVA A Spodoptera cosmioides (WALKER, 1858)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - A lagarta-das-vagens Spodoptera cosmioides tem assumido
grande importancia na cultura da soja, uma vez que 0s principais métodos de controle
mostram-se ineficientes a praga. Portanto, a avaliacdo de métodos de controle
alternativos como a resisténcia de plantas torna-se fundamental para o manejo de S.
cosmioides. Diversas variacbes em fatores intrinsecos as plantas, podem afetar a
expressao da resisténcia ao ataque de insetos e outros artropodes. Desse modo, para
a realizacao de testes visando a sele¢do de gendtipos resistentes a um determinado
inseto, trabalhos prévios sdo imprescindiveis para a determinacdo metodologias que
sejam mais precisas em demonstrar variacdbes nos niveis de resisténcia entre
genadtipos. Assim, este trabalho comparou os efeitos do substrato de alimentacéo,
disco foliar versus foliolo inteiro; posicao foliar/idade foliar, folha nova da parte superior
versus folha velha da parte inferior das plantas; e estrutura vegetal, folha versus
vagem, na expressdo de antixenose em testes com e sem chance de escolha; e os
efeitos de antibiose em lagartas de S. cosmioides pela alimentacao individual ou mista
com folhas e vagens em teste sem chance de escolha. Nos experimentos foram
utilizados os genotipos previamente selecionados como resistente e suscetivel a S.
cosmioides Pl 227682 e Pionner 98Y11RR, respectivamente. O substrato alimentar,
posicdo foliar na planta, e estrutura vegetal afetaram significativamente a expressao
de antixenose a S. cosmioides, sendo o uso de foliolo inteiro da parte inferior das
plantas a metodologia mais adequada para melhor distingdo dos niveis de antixenose.
A alimentacédo das lagartas nos tratamentos que continham folhas proporcionou os
melhores parametros larvais em S. cosmioides, e seu uso se mostra mais adequado
para demonstrar a expressado de antibiose. Este estudo ressalta a importancia da
determinacdo de metodologias em estudos em resisténcia de plantas antes de
qualguer selecao de gendtipos, uma vez que diversos fatores podem afetar a
expressao da resisténcia. Além disso, o conhecimento sobre a posicao foliar/idade
foliar e estrutura mais preferidas e adequadas a S. cosmioides fornece suporte para
uso em estratégias de manejo da praga em campo.

Palavras-chave: Glycine max, lagarta-das-vagens, preferéncia alimentar, resisténcia
de plantas, antixenose, antibiose
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CHAPTER 2 — FACTORS INHERENT TO SOYBEAN PLANTS INFLUENCING THE
EXPRESSION OF CONSTITUTIVE RESISTANCE TO Spodoptera
cosmioides (WALKER, 1858) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - The soybean pods armyworm Spodoptera cosmioides has
assumed great importance in soybeans since the main control methods have proven
inefficient for this species. Therefore, the evaluation of alternative control methods
such as Host Plant Resistance is essential for management of this pest. Several
variations on factors inherent to plants may affect the expression of resistance to
insects and other arthropods. Therefore, for carrying out tests to select genotypes
resistant to an insect particular, previous studies are essential to determine
methodologies that are more accurate in showing changes in resistance levels
between genotypes. Thus, this study compared the effects of food substrate (leaf disc
versus entire leaflet), leaf position/leaf age (younger leaf from the upper part versus
older leaf from the lower part of plants), and plant structure (leaf versus pod) on the
expression of antixenosis in free-choice and no-choice assays; and the effects of
antibiosis through feeding with single and mixed diets with leaves and pods in no-
choice assays. In all assays we used the selected S. cosmioides resistant and
susceptible genotypes PI 227682 and Pionner 98Y1l RR, respectively. Food
substrate, leaf position/leaf age, and plant structure affected significantly the
expression of antixenosis, being the use of older leaves from the lower part of plants
the methodology more adequate for discriminating the levels of antixenosis. Feeding
of larvae on leaf-containing treatments yielded the best larval parameters in S.
cosmioides, and their use is more adequate for demonstrating expression of antibiosis.
Our study stresses the importance in determining optimal methodologies in Host Plant
Resistance before conduction of any genotype-screening assay since several factors
can influence expression of resistance. In addition, the knowledge about S. cosmioides
most preferred and suitable leaf position/leaf age and plant structure can help in the
use of strategies for managing the pest in the field.

Keywords: Glycine max, soybean pods armyworm, feeding preference, host plant
resistance, antixenosis, antibiosis
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1. Introducéo

A lagarta-das-vagens Spodoptera cosmioides (Walker, 1958) (Lepidoptera:
Noctuidae) € uma espécie amplamente distribuida na América do Sul, com excec¢éo
de algumas regiées como o sul da Argentina, Chile e regides no Peru situadas a oeste
dos Andes. Devido as semelhancas interespecificas do género Spodoptera e a grande
variabilidade intraespecifica, S. cosmioides foi considerada por muito tempo sinonimia
de Spodoptera latifascia (Walker, 1856) (Lepidoptera: Noctuidae), espécie restrita as
Américas do Norte e Central (SILVAIN; LALANNE-CASSOU, 1997).

As lagartas de S. cosmioides séo polifagas e alimentam-se de grande nimero
de espécies de plantas cultivadas (BERTELS, 1953; SILVA et al., 1968; SANTOS et
al., 1980; BAVARESCO et al., 2004) como soja e algodédo (HABIB et. al., 1983;
MIRANDA, 2010; MOSCARDI, 2012). No Brasil, S. cosmioides assume grande
importancia na cultura da soja, visto que, além de consumir folhas e vagens, a lagarta
se destaca pela alta voracidade na fase larval (BUENO et al., 2011) em relacédo as
lagartas de outras espécies de lepiddpteros de importancia econémica para a cultura
(MOSCARDI et al., 2012).

Entre os métodos de controle de lepidopteros pragas da cultura da soja estéao
as plantas geneticamente modificadas e a aplicacdo de inseticidas. O uso de plantas
geneticamente modificadas que expressam proteinas Cry da bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner tem sido amplamente adotado em diversos paises (JAMES,
2014) devido a alta eficiéncia no controle de espécies-praga e facilidade no cultivo (LU
et al., 2012). Diversos estudos associando o cultivo de plantas Bt as redu¢des no uso
de inseticidas séo relatados (QAIM, 2009; HUANG et al., 2010; KOUSER; QAIM,
2011), favorecendo indiretamente o controle biolégico natural (SISTERSON et al.,
2007).

Todavia, reducdes nas competicdes interespecificas e no uso de inseticidas
tém favorecido a ocorréncia de pragas secundarias ndo alvos da tecnologia Bt (ZHAO
et al., 2011), como S. cosmioides, que apresenta baixa suscetibilidade a proteina
CrylAc (BERNARDI et al., 2014) expressa na cultivar transgénica de soja (evento
MON87701 X MON89788) (CTNBIO, 2010) largamente cultivada no Brasil.

Dessa forma, o controle de S. cosmioides na cultura da soja tem sido realizado

principalmente através de aplicagdes com inseticidas sintéticos; no entanto, a baixa
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eficacia do controle quimico para espécies do género Spodoptera é comum devido a
alta resisténcia natural aos inseticidas (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; HUANG;
HAN, 2007; CARVALHO et al., 2013; SU; SUN, 2014; SALEEM et al., 2016). Além
disso, o niumero reduzido de inseticidas registrados na cultura da soja para o controle
de S. cosmioides (MAPA, 2016), aponta para o potencial desenvolvimento de
individuos resistentes em campo a estas moléculas quimicas. Diante disso, S.
cosmioides encontra condi¢cdes ideais para desenvolverem em lavouras de soja,
assumindo grande potencial em causar prejuizos a cultura, o que pode resultar em
perdas consideraveis na producéo de grdos (MOSCARDI et al., 2012).

A resisténcia de plantas € uma importante tatica de controle em programas de
manejo integrado de pragas (STOUT, 2013), e pode contribuir para que as densidades
populacionais de S. cosmioides atinjam niveis abaixo do nivel de dano econémico.
Além desse beneficio, o uso de cultivares resistentes em geral podem proporcionar
efeitos cumulativos e persistentes no ambiente, causar pouco ou nenhum impacto
negativo no agroecossistema, ndo gerar aumento no custo de producao relacionado
ao controle da praga, e permitir sua integracdo harmoniosa com outros métodos de
controle (SMITH, 2005; BOICA JUNIOR et al., 2013). Ap6s experimentos de selecao,
uma cultivar convencional comercial e duas linhagens de soja foram caracterizadas
com altos niveis de resisténcia por antibiose a S. cosmioides (BOICA JUNIOR, 2015a),
e podem constituir 6timas fontes de resisténcia para uso em programas de
melhoramento genético.

Para a realizacdo de testes visando a selecdo de genotipos resistentes a um
determinado inseto, trabalhos prévios devem ser conduzidos a fim de se determinar
metodologias especificas que sejam as mais acuradas e rapidas em demonstrar
variacbes nos niveis de resisténcia entre gendtipos. A comparacao criteriosa entre
metodologias por meio da investigacdo de diferentes formas de oferecimento do
alimento aos insetos, folhas de diversos estratos da planta, estruturas vegetais, e
idade da planta € fundamental em trabalhos de resisténcia de plantas a insetos, pois
diversos fatores biéticos e abidticos podem influenciar a expressao de caracteristicas
de resisténcia (SMITH, 2005; MORAIS; BALDIN, 2012).

Diferentes espécies de insetos fitoOfagos apresentam peculiaridades em sua
preferéncia alimentar e desenvolvimento mesmo em uma dada espécie vegetal
(BOICA JUNIOR et al., 2015b), e a utilizacdo de uma metodologia padrdo para

diversos insetos pode gerar resultados pouco satisfatorios. Além disso, o
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conhecimento sobre a variacdo de tais fatores na expressdao da resisténcia em
genotipos de soja pode fornecer subsidios para auxiliar no manejo da praga em
situacdes de campo.

Desse modo, este trabalho avaliou a influéncia de alguns fatores intrinsecos as
plantas de soja que podem modificar a expresséo de resisténcia constitutiva por nao
preferéncia alimentar e antibiose a S. cosmioides. Especificamente, foram
comparados os efeitos do substrato de alimentacao (disco foliar versus foliolo inteiro);
posicao foliar/idade foliar (folha mais nova da parte superior versus folha mais velha
da parte inferior das plantas); estrutura vegetal (folha versus vagem) na expresséao de
antixenose em testes com e sem chance de escolha; e os efeitos de antibiose pela

alimentacgao individual ou mista com folhas e vagens em teste sem chance de escolha.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Resisténcia de Plantas a
Insetos, do Departamento de Fitossanidade da UNESP/FCAV, Jaboticabal, SP. Todos
0s experimentos foram conduzidos em sala climatizada com temperatura de 25 + 1
°C, umidade relativa de 70 + 10%, e fotoperiodo de 12C:12E h.

Os genotipos de soja utilizados foram Pl 227682 e Pionner 98Y11 RR, 0s quais
foram previamente avaliados e classificados como resistente e suscetivel a S.
cosmioides, respectivamente (BOICA JUNIOR et al., 2015a). A semeadura dos
genatipos foi realizada em vasos de polietileno de 5 L de volume contendo substrato
a base de solo (Latossolo vermelho distréfico) (ANDRIOLI; CENTURION, 1999), areia
e composto organico, na propor¢cao de 2:1:1. Os vasos com as plantas de soja foram
mantidos em casa de vegetacdo vedada com tela antiafideo até sua utilizacdo nos
experimentos. A irrigacéo foi realizada de acordo com as necessidades hidricas da
planta.

Os individuos de S. cosmioides utilizados nos experimentos foram provenientes
de uma colbnia de laboratorio, iniciada a partir de ovos provenientes de uma linhagem
mantida em dieta artificial do Laboratério de Biologia de Insetos da ESALQ/USP,
Piracicaba, SP. Os insetos foram mantidos e criados em sala climatizada com
temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10%, e fotoperiodo de 12C:12E h.
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Para os experimentos, lagartas a partir da 4° geracdo foram obtidas de colbénias
criadas em laboratorio com dieta artificial elaborada segundo a metodologia de
Greene, Leppla e Dickerson (1976). Individuos coletados em campo, foram
adicionados anualmente a coldnia para preservacéao da variabilidade genética.

2.1. Influéncia de fatores intrinsecos as plantas de soja na expressao de
antixenose as lagartas de Spodoptera cosmioides

Para avaliar a influéncia de alguns fatores relacionados as plantas de soja, ha
expressao de antixenose as lagartas de S. cosmioides, testes de preferéncia alimentar
com e sem chance de escolha foram realizados em condigbes controladas de
laboratorio. Os gendtipos Pl 227682 e Pionner 98Y11 RR foram utilizados como
padrbes de resisténcia e suscetibilidade a S. cosmioides, respectivamente (BOICA
JUNIOR et al., 2015a).

Os fatores influentes na expressao da resisténcia foram testados em uma
determinada ordem cronol6gica, de modo que o fator que proporcionou a melhor
diferenciacdo nos niveis de antixenose entre os genotipos manteve-se no experimento
subsequente. Os experimentos avaliaram, na seguinte ordem, trés fatores que
potencialmente influenciam os resultados de preferéncia alimentar: (1) disco foliar
versus foliolo inteiro; (2) folhas retiradas da parte superior das plantas versus parte
inferior e (3) folha versus vagem. Em ambos 0s experimentos, a menos que
especificado, folhas da parte mediana (3° e 4° trifélios a partir do apice) das plantas
de soja em estadio R1-R2 (FHER; CAVINESS, 1977) foram utilizadas nos testes de
preferéncia alimentar.

Em todas as etapas do experimento, descritas a seguir, as estruturas vegetais
utilizadas foram coletadas das plantas de soja cultivadas em casa de vegetacdo. Apos
coleta, as estruturas vegetais foram imersas em solucédo de hipoclorito de sddio a
0,05% por dois minutos, enxaguadas em agua corrente, e em seguida secas em papel
toalha a temperatura ambiente.

Em todos os experimentos de preferéncia alimentar, para os testes com chance
de escolha, os tratamentos foram distribuidos em placas de Petri de 14 cm de diametro
forradas com papel filtro umedecido com agua deionizada. Uma lagarta de terceiro

instar de S. cosmioides por tratamento foi liberada no centro da placa de Petri com o
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auxilio de um pincel fino, e a escolha das lagartas entre os fatores sob investigacéao
dos gendtipos foi avaliada apos 1, 3, 6, 12 e 24 horas de sua liberagdo nas placas no
primeiro e segundo experimentos; e 1, 3, 6, 12, 24, e 36 horas no terceiro experimento.
Ao final de cada experimento, apds 24 horas ou quando cerca de 75% de area foliar
de um dos tratamentos foram consumidos, a area foliar consumida pelas lagartas foi
avaliada com o auxilio de um aparelho medidor de area foliar eletrénico (LI-COR,
modelo 3100A®, Lincoln, NE, EUA). Para o teste sem chance de escolha, em todos
0S experimentos os tratamentos foram individualizados em placas de Petri de 9 cm de
diametro, contendo papel filtro umedecido com agua deionizada. Em seguida, uma
lagarta de terceiro instar foi liberada por placa. As avaliacdes de preferéncia larval e
area foliar consumida foram semelhantes aquelas realizadas nos experimentos
anteriores. Em ambos os testes de preferéncia alimentar, o delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 (cultivar x fatores sob
investigacdo), com 10 repeticBes, sendo cada unidade experimental constituida por

uma placa de Petri.

2.1.1. Experimento 1. Preferéncia alimentar entre foliolo inteiro versus disco
foliar de gendtipos de soja

O primeiro experimento avaliou a preferéncia alimentar de lagartas de S.
cosmioides utilizando-se um foliolo inteiro e um disco foliar de 2,5 cm de diametro,
cortado por meio de um vazador, para cada genétipo de soja. Portanto, no teste com
chance de escolha foi utilizada 1 lagarta por tratamento (4 lagartas por placa), e uma
lagarta por tratamento (placa) no teste sem chance de escolha.

2.1.2. Experimento 2: Preferéncia alimentar entre folhas da parte superior
versus folhas da parte inferior de genétipos de soja

A partir dos resultados encontrados no experimento anterior, todos o0s
experimentos subsequentes utilizaram foliolos inteiros. No segundo experimento,
foliolos inteiros foram coletados da parte superior (folhas mais novas) e parte inferior
(folhas mais velhas) de plantas dos genétipos resistente e suscetivel de soja. As folhas

da parte superior foram coletadas do 1° e 2° trifdlios a partir do apice das plantas,
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enquanto as folhas mais velhas foram coletadas do 5° e 6° trifélios de plantas em
estadio R1-R2 (FHER; CAVINESS, 1977). Portanto, no teste com chance foi utilizada
1 lagarta por tratamento (4 lagartas por placa/repeticéo), e uma lagarta por tratamento
(placa/repeticdo) no teste sem chance de escolha.

2.1.3. Experimento 3: Preferéncia alimentar entre folha versus vagens novas
versus vagens velhas

As partes das plantas de soja utilizadas nesse experimento foram foliolos
inteiros coletados de folhas mais velhas (determinado a partir dos resultados dos
experimentos anteriores), vagens em desenvolvimento (vagem mais nova) de
genotipos no estadio fenologico R4 e completamente desenvolvidas (vagem mais
velha) no estadio fenolégico R6 (FHER; CAVINESS, 1977). Portanto, no teste com
chance de escolha foi utilizada uma lagarta por tratamento (6 lagartas por
placa/repeticdo), e uma lagarta por tratamento (placa/repeticdo) no teste sem chance
de escolha.

2.2. Experimento 4: Influéncia de fatores intrinsecos as plantas de soja na
expressédo da antibiose em lagartas de Spodoptera cosmioides

Para avaliar a influéncia de alguns fatores relacionados a resisténcia de plantas
de soja no desenvolvimento larval de S. cosmioides, foram utilizados foliolos inteiros
coletados da parte inferior (folhas mais velhas), e vagens em desenvolvimento dos
gendtipos Pl 227682 e Pionner 98Y11 RR, determinados a partir dos experimentos de
preferéncia alimentar conduzidos anteriormente. Os experimentos foram conduzidos
em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo papel filtro umedecido com agua
deionizada. O desenvolvimento larval de S. cosmioides foi avaliado nos seguintes
tratamentos: (1) foliolo; (2) vagem; (3) foliolo + vagem; e (4) foliolo até o 4° instar larval
seguido de vagem a partir do 4° instar até a pupacéo (foliolo/vagem). O tratamento 4
(foliolo/vagem) foi determinado de acordo com observagdes a campo relacionadas ao

comportamento desta espécie, uma vez que ela é comumente encontrada

consumindo vagens principalmente nos ultimos instares larvais.



29

Para cada tratamento, utilizou-se uma lagarta recém-eclodida de S. cosmioides
por placa, e o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2 x 4 (genétipos x estruturas), com 30 repeticdes. As estruturas
vegetativas e reprodutivas foram higienizadas conforme descrito anteriormente, e
oferecidas “ad libitum” durante todo o periodo larval de S. cosmioides. A retirada dos
excrementos das lagartas do interior das placas foi feita sempre que necessario, assim
como a umectacao ou troca do papel filtro das placas. Lagartas com 12 dias de idade
foram pesadas em uma balanca analitica de precisédo (0,0001 g) (Modelo Adventurer
AR2140, 2013, Ohaus Corporation, Florham, Park, NJ, EUA). Quando os insetos
atingiram a fase de pupa, o oferecimento do alimento foi interrompido. Ao final do
experimento foram registrados os dados de duracdo da fase larval, sobrevivéncia

larval e peso larval de S. cosmioides.

2.3. Andlise estatistica

Os dados de preferéncia alimentar e desenvolvimento biolégico foram
submetidos a analise exploratoria para identificar possiveis valores outliers ou
influentes, e analisados quanto a normalidade dos residuos pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk e Cramer Von Misses (a = 0,05) e homogeneidade
das variancias pelos testes de Bartlett e Levene (a = 0,05) através do software SAS
9.4 (Sas Institute, 2013). Quando necessario, os dados foram transformados em log(x)
ou (x)Y2 para atender aos pressupostos da andlise de variancia (ANOVA). Em
seguida, os dados foram submetidos a ANOVA fatorial (two-way ANOVA) para
analisar os efeitos principais dos fatores avaliados em cada experimento. Quando
significativo, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (a =
0,05).

3. Resultados

3.1. Experimento 1: Preferéncia alimentar entre foliolo inteiro versus disco
foliar de gendtipos de soja
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Diferencas significativas foram observadas para os efeitos de genotipo (3h, F1,36
=10,71, P = 0,0024), substrato alimentar [1h (F1,3s = 21,48, P < 0,0001); 3h (F1,36 =
44,01, P < 0,0001); 12h (F1,36 = 19,13, P < 0,0001); 24h (F1,3s = 6,08, P = 0,0186;)] e
para a interacdo desses fatores (3h, F1.36= 6,45, P = 0,0156;) na preferéncia larval de
S. cosmioides no teste com chance de escolha na avaliacdo entre disco foliar versus
foliolo inteiro (Tabela 1). No entanto, no teste sem chance de escolha ndo houve
diferencas significativas para genotipo, substrato, ou interacdo entre os fatores
(Tabela 1).

Tabela 1. Resultados da ANOVA para os efeitos de gendétipo (G) e substrato (S) na
preferéncia alimentar de lagartas de Spodoptera cosmioides entre discos
foliares e foliolos inteiros de plantas de soja em testes com e sem chance

de escolha.
1h 3h 6h 12h 24h
FonFes~de
variacao
F P F P F P F P F P
Com chance de escolha
G 0,03 0,8672 10,71 0,0024 0,20 0,6582 0,43 05172 3,20  0,0822
S 21,48  <0,0001 44,01 <0,0001 1,73 0,1964 19,13  0,0001 6,08  0,0186
GxS 3,60 0,0660 6,45 0,0156 0,06 0,8038 0,43 0,5172 0,39  0,5338
Sem chance de escolha
G 0,16 0,6882 0,00 1,0000 3,46  0,0710 1,21 0,2788 0,87 0,3569
S 0,47 0,2328 0,72 0,4018 1,25 0,2717 0,13 0,7161 0,87 0,3569
GxS 0,16 0,6882 0,00 1,0000 3,46  0,0710 0,13 0,7161 0,10 0,7575

* P <0,05; ** P <0,01; **P < 0,0001.

No teste com chance de escolha, houve diferenca significativa entre o0s
genatipos resistente e suscetivel apenas 3 horas apés o inicio dos experimentos. Em
relacdo aos substratos, diferencas foram observadas apo6s 1, 3, 12 e 24 horas apés a
liberacdo das lagartas. A interacao entre genotipo e substrato alimentar foi significativa
3 horas do inicio do experimento (Figura 1), de modo que maior nimero de lagartas

foi observado nos foliolos inteiros de plantas dos gendétipos resistente e suscetivel em
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relacdo aos discos foliares, porém, mais lagartas foram encontradas se alimentando
nos foliolos do gendtipo suscetivel em relacéo aos foliolos do gendtipo resistente.

Em relagdo a éarea foliar consumida, no teste com chance de escolha houve
diferenga significativa entre genotipos (Fi3s = 7,21; P = 0,0109) e substratos
alimentares (F1,36 = 34,52; P < 0,0001) (Tabela 2). Houve ainda efeito significativo da
interacdo genotipo x substrato (Fi3s = 10,66; P = 0,0024) no consumo foliar. O
gendtipo suscetivel foi significativamente mais consumido quando as lagartas foram
alimentadas com foliolos inteiros do que discos foliares (Figura 1). Além disso, os
foliolos das plantas suscetiveis foram cerca de duas vezes mais consumidos que 0s
foliolos das plantas resistentes.

O gendtipo resistente ndo apresentou diferencas na area foliar consumida entre
disco foliar e foliolo inteiro. Além disso, as lagartas consumiram a mesma quantidade
em area foliar dos genétipos suscetivel e resistente quando oferecido disco foliar como

alimento (Figura 1).
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Figura 1. Numero médio (tEP) de lagartas de Spodoptera cosmioides em
discos foliares e foliolos de gendtipos resistente e suscetivel de soja
em teste com chance de escolha. R Disco: disco foliar do genétipo
resistente; R Foliolo: foliolo do gendtipo resistente; S Disco: disco
foliar do gendtipo suscetivel; S Foliolo: foliolo do genétipo suscetivel.
Diferentes letras minusculas indicam diferenca significativa (P <
0,05) entre gendtipos e diferentes letras mailsculas entre substratos
alimentares em cada tempo de avaliagdo. " nao significativo.
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A area foliar consumida no teste sem chance de escolha diferiu entre os
genotipos (F1.36 = 35,88; P = 0,0001), enquanto entre substratos alimentares nao foi
observada diferenga significativa (F1,3s = 0,96; P = 0,3329) (Tabela 2). A interagéo
entre os fatores genotipo e substrato nao foi significativa (F1,36 = 2,26; P < 0,1414).
Para o gendtipo suscetivel, tanto o disco foliar como o foliolo proporcionaram maior
consumo foliar em relacdo ao gendtipo resistente, ndo havendo diferencas entre os
substratos para esse genatipo.

Em geral, o uso de foliolos inteiros permitiu melhor diferenciagcdo entre os
genotipos resistente e suscetivel para a preferéncia larval e consumo foliar de S.
cosmioides nos testes com e sem chance de escolha. Portanto, o substrato foliolo

inteiro foi utilizado nos experimentos subsequentes desse estudo.

Tabela 2. Area foliar consumida (cm2, + EP) por lagartas de Spodoptera cosmioides
em discos foliares e foliolos inteiros de gendtipos de soja, em testes com e
sem chance de escolha.

Substratos (S)

Gendtipos (G) Média
Disco foliar Foliolo inteiro

Com chance de escolha
Resistente 1,47 £ 0,25 aA 2,23 £ 0,30 bA 1,85+0,21 b
Suscetivel 1,29 + 0,19 aB 5,20+ 0,76 aA 3,24+ 0,59 a
Média 1,38+0,15 B 3,71+£052 A
G F=721 P =0,0109 *
S F =34,52 P < 0,0001 Hokk
GxS F = 10,66 P =0,0024 o

Sem chance de escolha
Resistente 0,29+0,07 bA 0,16+0,02 bA 0,23+0,04 b
Suscetivel 0,54+0,07 aA 0,57+0,04 aA 0,55+0,04 a
Média 0,42+0,05 A 0,36+0,05 A
G F =35,88 P <0,0001 i
S F=0,96 P =0,3329 ns
GxS F=2,26 P =0,1414 ns

Médias seguidas de diferentes letras minlsculas na coluna ou

maiusculas na linha diferem

significativamente pelo teste de Tukey. * P < 0,05; ** P < 0,01; ***P < 0,001. " ndo significativo.
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3.2. Experimento 2: Preferéncia alimentar entre folhas da parte superior versus
folhas da parte inferior de gendétipos de soja

No experimento 2, que utilizou foliolos coletados das partes superior e inferior
das plantas de soja (Tabela 3), diferencas significativas foram observadas para a
preferéncia de lagartas de S. cosmioides entre 0s genotipos nos testes com e sem
chance de escolha, havendo intera¢6es significativas de genotipos x partes da planta
para alguns parametros. Diferencas significativas para a preferéncia larval entre as
partes superior e inferior das plantas de soja foram observadas no teste sem chance
de escolha. Além disso, a area foliar consumida diferiu entre os gendétipos nos testes
com e sem chance (Tabela 4), assim como as partes da planta e a interacao entre os

fatores diferiram no teste sem chance de escolha.

Tabela 3. Resultados da ANOVA para os efeitos de gendtipo (G) e substrato (S) na
preferéncia alimentar de lagartas Spodoptera cosmioides alimentadas com
foliolos inteiros da parte superior e parte inferior das plantas de soja em
testes com e sem chance de escolha.

1h 3h 6h 12h 24h
Fontes de
variacao
P F P F P F P F P
Com chance de escolha
G 1,53 0,2240 12,90™ 0,0010 13,33™ 0,0008 25,98  <0,0001 29,56™ 0,0001
S 1,53  0,2240 0,64 0,4300 0,00 1,0000 2,40 0,1299 2,14 0,1525
GxP 0,06  0,8060 0,64 0,4300 0,13 0,7171 0,02 0,8757 6,92 0,0125
Sem chance de escolha
G 1,11 02992 3,13 0,0800 13,50"  0,0008 2,25 0,1423 15,52  0,0004
S 6,04° 10,0189 0,78 0,3800  13,50™  0,0008 2,25 0,1423 0,62 0,4359
GxP 0,12 0,7275 0,00 1,0000  13,50"  0,0008 2,25 0,1423 0,00 1,0000

*P <0,05; * P <0,01; **P < 0,001.
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No teste com chance de escolha (Figura 2a), foram verificadas diferencas
significativas entre genotipos as 3 (Fi3s = 12,90; P = 0,0010), 6 (F13s = 13,33; P =
0,0008), 12 (F1,36 = 25,98; P < 0,0001) e 24 horas (F1,3s = 29,56; P < 0,0001) apds o

inicio do experimento.
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Figura 2. Namero meédio (xEP) de lagartas de Spodoptera cosmioides em foliolos
da parte superior e inferior de genotipos resistente e suscetivel de soja
em testes com chance (a) e sem chance (b) de escolha. R Superior:
foliolo da parte superior do gendtipo resistente; R Inferior: foliolo da parte
inferior do gendtipo resistente; S Superior: foliolo da parte superior do
genotipo suscetivel; S Inferior: foliolo da parte inferior do genotipo
suscetivel. Diferentes letras minusculas indicam diferenca significativa
(P < 0,05) entre gendtipos e diferentes letras mailsculas entre estruturas
vegetais em cada tempo de avaliagdo. " ndo significativo.
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Houve interacdo significativa (Figura 2a) entre os fatores genotipo e parte da
planta no tempo de 24 horas (F1,36 = 6,92; P = 0,0125), de modo que maior preferéncia
larval de S. cosmioides ocorreu nos foliolos coletados da parte superior de plantas do
genotipo suscetivel em relacdo aos foliolos da parte superior do genétipo resistente.
Por outro lado, a preferéncia larval por foliolos coletados da parte inferior foi igual entre
0S genotipos apds 24 horas. Além disso, os foliolos da parte superior do genaétipo
suscetivel foram mais preferidos que os foliolos da parte inferior das plantas de soja.

Para o teste sem chance de escolha (Figura 2b), foram observadas diferencas
significativas entre os genotipos para a preferéncia das lagartas de S. cosmioides
apos 6 (Fi3s = 13,50; P = 0,0008) e 24 horas (F1,36 = 15,52; P < 0,0004), sendo os
foliolos do gendtipo suscetivel mais preferidos as lagartas do que os foliolos do
gendtipo resistente.Observou-se diferenca significativa entre as partes da planta
(foliolo superior x foliolo inferior) apds 1 (F1,3s = 6,04; P = 0,0189) e 6 horas (F1,36 =
13,50; P = 0,0008) quando, sendo o gendtipo suscetivel mais preferido que o gendtipo
resistente.

Houve efeito significativo da interacdo gendtipo x parte da planta apds 6 horas
(F136 = 13,50; P = 0,0008) do inicio do experimento (Figura 2b). O foliolo da parte
inferior do gendtipo resistente foi significativamente menos preferido que o foliolo da
parte inferior do gendtipo suscetivel, e enquanto o foliolo da parte superior ndo diferiu
entre os genétipos de soja.

Em relacédo ao consumo foliar (Tabela 4), houve diferenca significativa entre os
gendtipos (F1,36 = 7,97; P = 0,0077) no teste com chance de escolha no experimento
2. Por outro lado, ndo houve diferencas significativas entre os foliolos da parte superior
e os foliolos da parte inferior (F1,36 = 4,87; P = 0,0388). Os efeitos de gendtipo e partes
da planta ndo foram significativamente dependentes no teste com chance de escolha
(F136 =1,66; P =0,2062).

No teste sem chance de escolha (Tabela 4), houve diferencga significativa entre
as partes da planta (F1,36 = 12,23; P = 0,0013), e os efeitos desses fatores no consumo
foliar de S. cosmioides foram dependentes (Fi13s = 15,70; P = 0,0003). N&o foram
observadas diferencas na area foliar consumida entre genoétipos quando as folhas
foram provenientes da parte superior das plantas, enquanto o genotipo resistente foi
cinco vezes menos consumido que o genotipo suscetivel com folhas da parte inferior
das plantas. Pelo fato de os foliolos da parte inferior das plantas terem proporcionado

melhor distingdo entre os niveis de resisténcia em gendtipos resistente e suscetivel
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de soja a alimentacado de S. cosmioides, o0 uso de foliolos da parte inferior foi mantido
nos experimentos seguintes.

Tabela 4. Area foliar consumida (cm2, + EP) em foliolos genétipos (G) de soja por
Spodoptera cosmioides, utilizando-se folhas (F) da parte superior ou
inferior da planta, em testes com e sem chance de escolha.

. Partes de planta (P) o
Gendtipos (G) : — Media
Parte superior Parte inferior

Com chance de escolha

Resistente 1,89+0,51aA 0,44+0,12aB 1,17+0,30b
Suscetivel 2,69+0,71aA 2,23+0,55bA 2,46+0,44a
Média 2,29+0,46 A 1,34+0,34 B -
G F=7,97 P =0,0077 *x
P F=4,87 P =0,0388 *
GxP F=1,66 P =0,2062 ns

Sem chance de escolha

Resistente 2,31+0,30aA 0,72+0,14bB 1,48+0,24a
Suscetivel 1,44+0,17bA 1,53+0,22aA 1,49+0,13a
Média 1,85+0,19 A 1,13+0,15 B -

G F=0,02 P =0,8786 ns

P F=12,23 P =0,0013 *x
GxP F=15,70 P =0,0003 *k

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna ou mailsculas na linha diferem
significativamente pelo teste de Tukey. ** P < 0,01; " ndo significativo.

3.3. Experimento 3: Preferéncia alimentar entre folha versus vagens novas
versus vagens velhas

No experimento 3, que utilizou foliolos inteiros, vagens novas (em
desenvolvimento) e vagens velhas (completamente desenvolvidas) de plantas
resistentes e suscetiveis de soja (Tabela 5), diferencas significativas foram
observadas para os efeitos de genotipo e estruturas vegetal nos testes com e sem

chance de escolha na preferéncia alimentar de lagartas de S. cosmioides.
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No teste com chance de escolha (Tabela 5), houve diferencas significativas na
preferéncia larval entre genotipos apos 6 (Fi54 = 17,83; P < 0,0001) e 12 horas (F154
=10,49; P = 0,0021) do inicio do experimento.

As estruturas vegetais diferiram quanto a preferéncia larval de S. cosmioides
durante toda a avaliacdo do experimento [1h (Fz254 = 13,67; P < 0,0001), 3h (F254 =
18,80; P < 0,0001), 6h (F2,54 = 57,35; P < 0,0001), 12h (F2554 = 21,62; P < 0,0001); 24
(F2,54 = 18,06; P < 0,0001) e 36 horas (Fz54 = 8,51; P = 0,0006)] (Tabela 5).

Houve diferenca significativa da interacdo genotipo e estrutura vegetal na
preferéncia larval apos 6 (Fz254 = 17,30; P < 0,0001) e 12 horas (F254 = 10,59; P <
0,0001) (Figura 3a). Maior numero de lagartas foi observado as 6 e 12 horas em
foliolos da parte inferior do gendtipo suscetivel em relacdo aos foliolos do gendtipo
resistente. O mesmo nao ocorreu nos tratamentos utilizando vagens novas vagens
velhas, uma vez que os genadtipos nao diferiram nestes tempos (Figura 3a).

No teste sem chance de escolha (Tabela 5), os gendtipos diferiram quanto a
preferéncia larval somente apos 36 horas (Fis4 = 5,07; P = 0,0284) do inicio do
experimento. A escolha das lagartas de S. cosmioides entre as estruturas vegetais
diferiu significativamente apos 1 (F254 = 7,34; P = 0,0015), 3 (F2554 = 3,87; P = 0,0269),
6 (F254 = 12,54; P < 0,0001), 12 (F2554 = 12,68; P < 0,0001) e 36 horas (F2,54 = 14,90;
P < 0,0001). O efeito de gendtipo e estrutura vegetal na preferéncia de S. cosmioides

ao longo do tempo foram independentes entre si.



Tabela 5. Resultados da ANOVA para os efeitos de gendtipo (G) e substrato (S) na preferéncia alimentar de lagartas
de Spodoptera cosmioides entre foliolos inteiros, vagens novas e vagens velhas de plantas de soja em testes
com e sem chance de escolha.

Fontes 1h 3h 6h 12h 24h 36h
de

variagao F P F P F P F P F P F P
Com chance de escolha

G 0,00 0,9445 0,78 0,3825 17,83™ <0,0001 10,49" 0,0021 0,34 0,5638 0,96 0,3323

S 13’*67** <0,0001 18,80™ <0,0001 57,35 <0,0001 21,62 <0,0001 18,06™ <0,0001 8,51" 0,0006

GxS 0,00 0,9995 2,29 0,112 17,30™ <0,0001 10,59™ 0,0001 0,41 0,6681 0,98 0,3830
Sem chance de escolha

G 2,18 0,1452 1,26 0,2660 1,71 0,1960 1,64 0,2063 1,12 0,2936 5,07 0,0284

S 7,34" 0,0015 3,87 0,0269 12,54™ <0,0001 12,68™ <0,0001 1,97 0,1495 14,90™ <0,0001

GxS 0,35 0,7066 0,08 0,9242 0,11 0,8986 0,41 0,6663 1,97 0,1495 1,66 0,2006

*P <0,05; ** P <0,01; **P < 0,001.

8¢
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Figura 3. Numero médio (xEP) de lagartas Spodoptera cosmioides em foliolos,
vagens em desenvolvimento e vagens completamente desenvolvidas de
gendtipos resistente e suscetivel de soja em testes com chance (a) e sem
chance (b) de escolha. R Foliolo: foliolo da parte superior do gendtipo
resistente; R Vagem Nova: vagem em desenvolvimento do gendtipo
resistente; R Velha: vagem completamente desenvolvida do genétipo
resistente; S Foliolo: foliolo da parte superior do gendtipo suscetivel; S
Vagem Nova: vagem em desenvolvimento do gendtipo suscetivel; S Vagem
velha: vagem completamente desenvolvida do gendtipo suscetivel;
Diferentes letras minusculas indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre
genaotipos e diferentes letras maildsculas entre estruturas vegetais para
cada genotipo em cada tempo de avaliacdo. " ndo significativo.

A porcentagem de injuria diferiu entre gendtipos (Fis4 = 11,47; P = 0,0013) no

teste com chance de escolha, e entre estruturas vegetais nos testes com chance (F2,59
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=69,08; P <0,0001) e sem chance (Fz50 = 74,82; P < 0,0001) de escolha (Tabela 6).
N&o houve interacao significativa entre gendtipos e estruturas vegetais nos testes com
chance (Fz554 = 2,00; P = 0,1662) e sem chance de escolha (Fzs4 = 0,15; P = 0,8621)

para a area foliar consumida por lagartas de S. cosmioides. Com base nos resultados

obtidos no experimento 3, o uso de foliolo inteiro permitiu melhor distincdo da

preferéncia alimentar pelo inseto entre 0s genotipos resistente e suscetivel de soja em

relacdo as vagens em desenvolvimento e completamente desenvolvidas (Tabela 6).

Como ambas as idades das vagens foram semelhantes quanto & preferéncia e

consumo de S. cosmioides, foram utilizadas vagens em desenvolvimento no posterior.

Tabela 6. Porcentagem de injuria (%, +EP) por lagartas de Spodoptera cosmioides

em foliolos, vagens novas e vagens velhas de gendtipos resistente e
suscetivel de soja em testes com chance e sem chance de escolha.

Estruturas vegetais (E)

Genotipos Média
(G) Foliolo Vagens novas Vagens velhas
Com chance de escolha
Resistente 19,90£2,01bA 3,30+2,15bB L 7,76x1,87b
Suscetivel 31,50+2,63aA 8,10+2,74aB - 13,20+2,76a
Média 25,70+2,09 A 5,70+1,78 B -
G F=11,61 P =0,0016 *x
E F =69,08 P < 0,0001 ok
GxE F=2,00 P =0,1662 ns
Sem chance de escolha
Resistente 17,60+2,07aA 9,10+2,62aB 2,30+1,14aC 9,66+1,62a
Suscetivel 19,70+2,58aA 9,00+2,38aB 1,60+0,45aC 10,1041,79a
Média 18,65+1,63 A 9,05+1,72 B 1,95+0,60 C
G F=192 P=0,1721 ns
E F=74,82 P < 0,0001 ok
GxE F=0,15 P =0,8621 ns

1 Estruturas néo injuriadas. Médias seguidas de diferentes letras mindsculas na coluna ou mailsculas
na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey. ** P < 0,01; ***P < 0,0001. " ndo significativo.
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3.4. Experimento 4: Influéncia de fatores intrinsecos as plantas de soja na
expressédo da antibiose em lagartas de Spodoptera cosmioides

Com relacdo aos aspectos bioldégicos do desenvolvimento larval de S.
cosmioides alimentadas com foliolos; vagens; foliolos + vagens, e foliolos oferecidos
até o 4° instar e vagens até a pupacao, coletados de genoétipos de soja, verifica-se
que os tratamentos que ofereceram somente vagens e naqueles que ofereceram
foliolos até o 4° instar e vagens até a pupacgao proporcionaram mortalidade total de S.
cosmioides (Tabela 7).

Lagartas alimentadas com foliolos tiveram a duracdo da fase larval
significativamente afetada (Fi24 = 28,70; P < 0,0001) pelos gendtipos de soja,
enquanto os substratos foliolo e foliolo + vagem n&o influenciaram significativamente
(Fs24 = 0,40; P = 0,5337) o periodo larval de S. cosmioides. Nao houve diferenca
significativa da interacao (Fs324 = 0,89; P = 0,3526) entre gendtipo e estrutura vegetal
(Tabela 7).

Tabela 7. Médias (= EP) de duracao (dias) da fase larval de Spodoptera cosmioides
alimentada com foliolos, vagens, foliolos + vagens, e foliolos até o 4° instar
larval seguidos de vagens até a pupacdo de gendtipos resistente e
suscetivel de soja.

Estruturas vegetais (E)

Gefzgt;pos Foliolo Vagem Foliolo + Foliolo / Média
Vagem Vagem
Resistente 23,75+0,52aA -1 25,00+1,00aA - 24,37+0,57a
Suscetivel 20,25+0,72bA - 20,00+0,84bA - 20,12+0,54b
Média 22,00+0,62A - 22,50+0,90A -
G F=28,70 P < 0,0001 ek -
E F=0,40 P =0,5337 ns -
GxE F=0,89 P =0,3526 ns -

! ntmero de individuos insuficiente para andlise estatistica. Médias seguidas de diferentes letras

mindsculas na coluna ou mailsculas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey. ™P <
0,001; " ndo significativo.
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Diferencas significativas também foram observadas entre os genétipos (F1,24 =
57,58; P < 0,0001) para o peso larval de S. cosmioides (Tabela 8). No entanto, n&o
foram observadas diferencas significativas entre estruturas vegetais (Fz24 =0,83; P =
0,3657) e a interacdo entre genotipo e estrutura vegetal (Fz24 = 1,66; P = 0,2007).
Lagartas alimentadas com foliolos e foliolos + vagens de plantas do gendtipo
suscetivel tiveram cerca de 2 vezes maior ganho de peso que aquelas alimentadas

com plantas do gendtipo resistente.

Tabela 8. Médias (+ EP) de peso (mg) larval de Spodoptera cosmioides alimentada
com foliolos, vagens, foliolos + vagens, e foliolos até o 4° instar larval
seguidos de vagens até a pupacao de genotipos resistente e suscetivel de

soja.
. Estruturas vegetais (E)
Gendtipos Médi
i édia
©) Foliolo Vagem Foliolo + Vagem Foliolo /
Vagem
Resistente 150,79+16,37bA -1 152,87+14,66bA - 151,83+10,86b
Suscetivel 354,02+25,23aA - 297,54+25,81aA - 325,78+18,35a
Média 252,40+21,47 A - 225,20+18,35 A -
G F=57,58 P < 0,0001 fakald
E F=0,83 P =0,3657 ns
GxE F=1,66 P =0,2007 ns

L ntmero de individuos insuficiente para andlise estatistica. Médias seguidas de diferentes letras

mindsculas na coluna ou mailsculas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey. ™P <
0,001; " ndo significativo.

Diferencas significativas foram observadas para o efeito de genoétipos (Fi,24 =
20,87; P = 0,0002) na sobrevivéncia larval de S. cosmioides (Tabela 9). Nao houve
diferenca significativa para os efeitos de estrutura vegetal (Fs24 = 0,14; P = 0,7074) e
para a interacdo entre genotipo e estrutura vegetal (Fs24 = 0,58; P = 0,4553). Lagartas
alimentadas tanto com foliolos quanto foliolos + vagens de plantas do gendétipo
suscetivel tiveram indices de sobrevivéncia cerca de 2 vezes maiores em relacdo aos

observados no genotipo resistente.
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Tabela 9. Médias (+ EP) de sobrevivéncia (%) larval de Spodoptera cosmioides
alimentada com foliolos, vagens, foliolos + vagens, e foliolos até o 4° instar
larval seguidos de vagens até a pupacdo de gendtipos resistente e
suscetivel de soja.

Estruturas vegetais (E)

Gendtipos Média
(G) . Foliolo + Foliolo /
Foliolo Vagem
Vagem Vagem

Resistente 36,67+6,14bA -1 26,67+6,67bA - 31,67+4,58b
Suscetivel 70,00+11,25aA - 73,34+9,89aA - 71,67+7,16a
Média 53,34+7,91 A - 50,00+£9,04 A -
G F =20,87 P =0,0002 i
E F=0,14 P =0,7074 ns
GxE F=0,58 P =0,4553 ns

1 ntmero de individuos insuficiente para andlise estatistica. Médias seguidas de diferentes letras

minUsculas na coluna ou mailsculas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey. "P < 0,01;
ns ndo significativo.

4. Discussao

Os resultados deste trabalho demonstram que alguns fatores intrinsecos as
plantas de soja, como o tipo de substrato (disco foliar/foliolo inteiro), posi¢cao foliar na
planta (parte superior/inferior), e estrutura vegetal (folha/vagem) afetam diretamente
a expressdo da resisténcia em soja a S. cosmioides. Este estudo ressalta a
importancia da determinacdo de metodologias prévias a estudos em resisténcia de
plantas, ja que a metodologia empregada pode ser fundamental na visualizacdo dos
niveis de resisténcia entre os genaotipos avaliados.

Dada a importancia da espécie S. cosmioides nos ultimos anos em soja no
Brasil devido ao seu comportamento altamente voraz frente a outras espécies-praga
(BUENO et al., 2011), a determinacdo de uma metodologia especifica na cultura da
soja torna-se fundamental para futuros trabalhos na selecdo de gendtipos para o
manejo da praga. Além disso, o conhecimento sobre a posicdo e a idade na qual a

planta € mais preferida ou suscetivel a lagartas de S. cosmioides fornece suporte para
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0 manejo da praga em campo, concentrando-se esfor¢cos de controle nos periodos de
maior suscetibilidade das plantas.

Foi demonstrado que o uso de foliolo inteiro permite melhor evidenciar
diferengas quanto a preferéncia alimentar entre genotipos resistente e suscetivel de
soja a S. cosmioides em relacdo ao disco foliar. De acordo com os resultados
encontrados, o genadtipo suscetivel foi menos arrestante/estimulante quando oferecido
como disco foliar em relacao a foliolo inteiro nos testes com chance de escolha, e por
isso, ndo diferiu do gendtipo resistente em relacao a preferéncia larval. Além disso,
folhas do gendtipo suscetivel foram menos consumidas quando oferecidas como disco
foliar no teste com chance de escolha, apresentando reducéo em cerca de 4 vezes na
area foliar consumida em relacéo a foliolo inteiro. Com isso, ambos os genétipos foram
igualmente consumidos quando as lagartas foram alimentadas com disco foliar. Este
fato pode estar relacionado com a maior deterréncia observada no disco foliar em
funcdo da duracdo do experimento e a consequente reducdo no consumo foliar.

Estudos em resisténcia de plantas comumente utilizam foliolos inteiros e discos
foliares em experimentos de preferéncia alimentar; no entanto, o melhor substrato a
ser utilizado deve ser determinado em funcéo da espécie da planta e inseto devido a
variabilidade nas respostas encontradas em diversos trabalhos. De Bortoli et al.
(2012), avaliando o efeito na composicdo quimica em foliolos inteiros de dois
genotipos injuriados e nao injuriados de soja nos aspectos biolégicos da lagarta da
soja Anticarsia gemmatalis Hiubner (Lepidoptera: Erebidae) e do percevejo verde
pequeno Piezodorus guildinii (Westwood) (Hemiptera: Pentatomidae), observaram
que o gendtipo Embrapa 4 quando ndo injuriado apresentou alguns compostos
secundéarios nas plantas como: pinitol, genistina, daidzeina, gliceolinas e as
saponinas.

Assim, mesmo 0 genotipo suscetivel (Pionner 98Y11l RR) utilizado neste
trabalho pode apresentar constitutivamente alguns compostos secundarios em baixas
concentracdes, e a menor preferéncia pelo disco foliar em relacéo ao foliolo pode estar
relacionada com a possivel exsudagdo dessas substancias deterrentes quando as
folhas foram seccionadas, promovendo maiores estimulos negativos que resultaram
em menor consumo foliar. No trabalho subsequente a este (apresentado no capitulo
3), avaliando a inducédo de resisténcia induzida em soja a S. cosmioides, verificou-se
gue a expressao da resisténcia induzida também é influenciada pelo tipo de substrato,

sendo que o disco foliar permitiu melhor distingdo da resposta induzida em plantas de
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soja em relacdo ao foliolo inteiro. Contudo, o foliolo inteiro demonstrou melhor
expressdo da resisténcia constitutiva no genotipo resistente, permitindo maior
diferenciac@o nos niveis de resisténcia, corroborando os resultados deste trabalho.

Por outro lado, Boiga Junior et al. (2015b), avaliando a preferéncia alimentar de
lagartas de A. gemmatalis e S. frugiperda em soja, verificaram maiores diferengas no
consumo foliar entre genotipos oferecidos como discos foliares em relacdo aos foliolos
inteiros. Os autores também observaram que o0 genoétipo suscetivel foi mais
consumido quando oferecido como disco foliar do que foliolo inteiro. Diversos
trabalhos encontrados na literatura comparando o uso desses dois substratos tambéem
diferem quanto ao seu uso em diferentes plantas e artropodes-praga (LIN; KOGAN,
1990; BI; FELTON; MUELLER, 1994; UNDERWOOD, 1998; HUANG et al., 2003).
Portanto, devido as variacfes na fisiologia das espécies de plantas e insetos, somado
a outros fatores que potencialmente afetam a expressdo da resisténcia, torna-se
fundamental o estudo de metodologia especifica em soja a S. cosmioides.

A posicao foliar influenciou a preferéncia alimentar de S. cosmioides em ambos
0s gendtipos de soja. No teste sem chance de escolha, o foliolo inferior diferiu entre
genatipos no inicio das avaliagdes e em geral foi menos preferido que o foliolo superior
em relacdo ao genotipo resistente, enquanto o foliolo da parte superior foi igualmente
preferido pelas lagartas entre gendtipos. A area foliar consumida do foliolo superior
também foi semelhante entre os gendtipos, enquanto que no foliolo inferior observou-
se diferengca no consumo entre as plantas resistente e suscetivel em cinco ordens de
magnitude. Além disso, no teste sem chance de escolha, o genoétipo resistente teve
numericamente maior consumo foliar que o gendtipo suscetivel quando oferecido o
foliolo superior, o que evidencia a influéncia da posicdo da folha na planta na
expressao de antixenose. Em contrapartida, o foliolo inferior do gendtipo resistente foi
2 vezes menos consumido em relacdo ao foliolo inferior do gendtipo suscetivel.
Portanto, o foliolo inferior apresentou melhores resultados quanto a preferéncia de
lagartas de S. cosmioides em soja, demonstrando com maior distingdo nos niveis de
resisténcia entre os gendtipos resistente e suscetivel.

Folhas mais jovens proximas ao apice das plantas sdo em geral mais preferidas
por artropodes do que folhas da parte inferior (SMITH, 2005). Em soja, as folhas da
parte superior das plantas sdo mais preferidas por Helicoverpa zea (Boddie)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)
(MCWILLIAMS; BELAND 1977; RODRIGUEZ et al. 1983). Os diferentes tecidos
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vegetais variam consideravelmente quanto ao balanco de aminoacidos e conteudo
total de nitrogénio; folhas mais velhas normalmente apresentam baixas concentracdes
de nitrogénio, enquanto folhas mais novas e proximas ao apice das plantas tendem a
ter maiores concentragbes (WALDBAUER; FRIEDMAN, 1991; BEHMER, 2009). Além
disso, segundo Rose et al. (1988), no caso da resisténcia em soja h& evidéncias de
gue os aleloquimicos em genotipos resistentes tendem a se acumular em folhas mais
velhas da parte inferior das plantas, atuando como deterrentes a alimentagcédo de
artropodes. Por isso, a menor preferéncia alimentar no foliolo inferior do genotipo
resistente pode estar associada com a maior concentracao de compostos secundarios
nas folhas mais velhas.

Com resultados semelhantes aos deste trabalho, Smith (1985) concluiu que o
gendtipo de soja Pl 227687 conferiu resisténcia a Crysodeixis includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae) apenas nas folhas a partir do terceiro trifélio, enquanto as
folhas da parte superior ndo diferiram do gendétipo suscetivel Davis. Souza (2014)
avaliando a resisténcia induzida em soja a S. frugiperda ndo observou diferencas
significativas em relacéo ao consumo foliar de lagartas de S. frugiperda entre as partes
superior e inferior das plantas de soja em plantas ndo injuriadas, no entanto, o
consumo foliar de lagartas de S. frugiperda foi ligeiramente maior em folhas da parte
inferior das plantas de soja. Devido a grande variabilidade na expressao da resisténcia
mesmo entre plantas da mesma espécie, € fundamental o estudo sobre a influéncia
de alguns fatores como as partes da planta na resisténcia a diferentes espécies de
insetos.

Em relacdo ao tipo de estrutura vegetal (vegetativa/reprodutiva), o uso de foliolo
permitiu melhor distincdo da resisténcia constitutiva as lagartas de S. cosmioides em
relacdo ao uso de vagens em desenvolvimento e vagens completamente
desenvolvidas em testes de preferéncia alimentar. Apesar de o foliolo, assim como a
vagem em desenvolvimento, terem diferido entre os gendétipos quanto a porcentagem
de injuria, a quantidade de injaria no foliolo foi substancialmente maior em ambos os
genadtipos de soja. Esses resultados fornecem importantes caracteristicas sobre a
preferéncia larval de S. cosmioides em soja, evidenciando sua preferéncia por folhas
em relacdo a vagens.

O desenvolvimento larval de S. cosmioides foi influenciado pelo tipo de
substrato alimentar oferecido. Os maiores efeitos negativos foram observados em

lagartas alimentadas durante todo o ciclo apenas com estrutura reprodutiva (vagens
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em desenvolvimento) e em lagartas alimentadas com vagens a partir do quarto instar,
onde a mortalidade chegou a 100% dos individuos. As lagartas alimentadas apenas
com foliolo, e com foliolo mais vagem durante a fase larval tiveram os parametros
larvais significativamente afetados pelo genétipo, porém n&o houve diferenca entre
estruturas vegetais. Apesar da nao significancia, verifica-se que no genotipo resistente
as lagartas apresentaram ligeiro prolongamento do periodo de larval (cerca de um
dia), e reducdo em 10% da sobrevivéncia quando alimentadas com foliolo e vagem
em relacdo as lagartas alimentadas somente com foliolo.

Apesar de S. cosmioides ser relatada atacando estruturas reprodutivas de
plantas de soja, verificou-se que o seu desenvolvimento é altamente afetado quando
alimentada com vagens em desenvolvimento e completamente desenvolvidas. O
conhecimento dessa informacédo € fundamental para determinar a parte e estrutura da
planta preferidas na fase larval, uma vez que tipos de substratos menos preferidos
guando utilizados erroneamente em trabalhos avaliando a resisténcia de plantas, pode
influenciar a expresséo de possiveis niveis de resisténcia entre diferentes genotipos.
Além disso, o conhecimento sobre da estrutura na qual a espécie tem preferéncia para
se alimentar e se desenvolve melhor pode possibilitar a adocao de taticas de manejo
mais precisas, uma vez que S. cosmioides tem sido relatada como praga importante
na fase reprodutiva associada a danos causados em vagens (GAZZONI & YORINORI,
1995; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; TEODORO et al., 2013) na cultura da soja.

O presente estudo contribui para futuros estudos em manejo integrado de
pragas em soja por estabelecer uma metodologia adequada a ser utilizada em
experimentos de selecdo de gendtipos resistentes a S. cosmioides, uma das pragas
de maior importdncia na cultura da soja atualmente no Brasil. Além disso, o
conhecimento da parte da planta e estrutura vegetal de maior preferéncia sugere que
0 monitoramento da praga em campo deve ser intensificado nas folhas a partir da fase
vegetativa até o inicio da fase reprodutiva em plantas de soja.

A partir dos resultados encontrados neste estudo, sugere-se que em condi¢cdes
de campo a injuria das lagartas de S. cosmioides em vagens em desenvolvimento e
completamente desenvolvidas pode se dar eventualmente quando a disponibilidade
de folhas € limitada, em funcdo da competicdo entre lagartas conspecificas ou entre
outras lagartas desfolhadoras. Apesar dessas ocorréncias frequentemente
observadas em campo (MOSCARDI et al., 2012), foi demonstrado no teste sem

chance de escolha que lagartas alimentadas somente com vagens tiveram parametros
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de alimentacéo e desenvolvimento larval afetados, atingindo 100% de mortalidade no
final da fase larval. Portanto, a ocorréncia de S. cosmioides na fase reprodutiva ao fim
do ciclo da cultura possivelmente esta associada com altas infestacdes ainda na fase
vegetativa, que, somado ao monitoramento incorreto resulta em alta densidade
populacional na fase reprodutiva, podendo levar a baixa disponibilidade de folhas e

consequentemente eventuais ataques as estruturas reprodutivas.
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CAPITULO 3 — A INDUCAO DE DEFESAS EM SOJA PELA HERBIVORIA DE
Spodoptera cosmioides (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E
DEPENDENTE DO GENOTIPO E POSI(;AO FOLIAR DAS
PLANTAS

RESUMO - As plantas desenvolveram uma diversidade de mecanismos de
defesa a estresses bibticos e abibticos, 0s quais podem ser constitutivos ou induzidos.
Variacdes em fatores intrinsecos as plantas, tais como o genotipo e a posicao foliar
podem afetar consideravelmente a expressao da resisténcia a insetos. Neste estudo
foi investigado se a inducibilidade de defesas em soja apds herbivoria por lagartas de
Spodoptera cosmioides varia em funcéo do gendtipo e posicao foliar. Essa hipotese
foi testada em dois bioensaios com discos foliares/foliolos inteiros das partes superior
e inferior de plantas de gendtipos constitutivamente resistente e suscetivel, injuriados
ou nao por S. cosmioides. As respostas induzidas de defesa foram dependentes do
gendtipo de soja e posigao foliar na planta. Os efeitos induzidos por S. cosmioides
foram observados apenas em folhas da parte superior de plantas do gendtipo
resistente, evidenciados pela reducdo nas taxas de consumo e crescimento de
lagartas de S. comioides. O gendtipo suscetivel ndo apresentou inducibilidade de
defesas. O substrato alimentar oferecido como disco foliar permitiu melhor distincao
da resisténcia induzida em plantas de soja injuriadas por lagartas de S. cosmioides,
sendo com foliolos inteiros os efeitos induzidos menos expressivos. Os resultados
desse trabalho apontam para a potencial importancia que os efeitos induzidos de
defesa em soja podem exercer na distribuicdo e competicéo intra e interespecifica de
insetos fitéfagos em um agroecossistema, instigando futuros estudos a investigarem
tal comportamento.

Palavras-chave: Glycine max, interagcbes planta-inseto, lagarta-das-vagens,
resisténcia induzida, teoria da defesa 6tima
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CHAPTER 3 — INDUCIBILITY OF DEFENSES IN SOYBEANS TO Spodoptera
cosmioides (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) HERBIVORY IS
DEPENDENT ON PLANT GENOTYPE AND LEAF POSITION

ABSTRACT - Plants developed a diverse array of defensive mechanisms
against biotic and abiotic stresses, which can be constitutive and induced. Variation in
plant-intrinsic factors such as genotype and leaf position can considerably affect the
expression of resistance to insects. In this study we investigated if the inducibility of
defenses in soybeans triggered by herbivory of Spodoptera cosmioides larvae varies
in function of the genotype and leaf position. This hypothesis was tested in two
bioassays using leaf discs/entire leaflets collected from the upper and lower parts of
S. cosmioides-injured and uninjured plants of constitutively resistant and susceptible
genotypes. The induced defensive responses were dependent on the soybean
genotype and leaf position. The induced effects to S. cosmioides were observed only
in leaves of the upper part of plants of the resistant genotype, evinced by reductions in
rates of consumption and growth of the larvae. The susceptible genotype did not show
defense inducibility. The food offered as leaf disc was better at demonstrating the
induced resistance in soybeans injured by S. cosmioides larvae, whereas offering
entire leaflet the induced effects were less pronounced. The results found herein point
out to the potential importance that induced defensive responses to herbivory could
exert on the distribution and intraspecific and interspecific competition of phytophagous
insects in an agroecosystem, warranting further studies to investigate this issue.

Keywords: Glycine max, plant-insect interactions, soybean pods armyworm, induced
resistance, optimal defense theory
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1. Introducéao

As plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de defesa a estresses
bidticos e abidticos, os quais podem ser constitutivos e/ou induzidos. As defesas
constitutivas séo definidas como herancas quantitativas ou qualitativas de
mecanismos expressos constantemente nas plantas, sem depender do
reconhecimento de elicitores. Os componentes da defesa constitutiva sdo substancias
quimicas el/ou estruturas morfolégicas que dificultam a utilizacdo dos tecidos das
plantas por insetos fitéfagos, podendo afetar parametros biologicos relacionados ao
crescimento e reproducdo (COLEY; BARONE, 1996; KARBAN; BALDWIN, 1997). Por
outro lado, as defesas induzidas sédo definidas como as herancas quantitativas e/ou
qualitativas de mecanismos de defesa das plantas (mudancas morfolégicas ou
fisioldgicas) contra insetos fitéfagos em resposta a estimulos extrinsecos fisicos ou
guimicos. Dentre os principais estimulos que desencadeiam respostas induzidas de
defesa nas plantas estédo a herbivoria por artrépodes, injaria mecéanica, temperatura
COz, e estresse hidrico (KARBAN; BALDWIN, 1997; AGRAWAL, 1998; SMITH, 2005).

Os mecanismos de defesa sdo encontrados em diferentes partes e estruturas
das plantas, e normalmente suas concentracdes variam em funcdo do estadio
fenologico (COLEY; BARONE, 1996). Variacdes em fatores intrinsecos as plantas,
tais como o gendétipo, a idade da folha/posicéo foliar, a estrutura vegetal, e a idade da
planta/estadio fenol6gico podem afetar a expressdo da resisténcia ao ataque de
insetos (SMITH, 2005).

Em soja, Boica Junior et al. (2015b) verificaram que alguns fatores relacionados
as plantas, como o tipo de substrato oferecido aos insetos, idade da folha/posicéo
foliar, e idade da planta/estadio fenolégico influenciaram significativamente a
expressao de resisténcia constitutiva em maior ou menor grau ao inseto especialista
Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Erebidae) e ao generalista Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Estudos avaliando possiveis fatores
gue influenciam a resisténcia induzida sé&o pouco frequentes e, portanto, devem ser
investigados com diversos sistemas planta-inseto para confirmar o padrdo de
expressao de defesa das plantas.

A resisténcia induzida ja foi observada em diversas espécies de plantas, como
tomate (THALER et al., 1996), arroz (HAMM et al., 2010), trigo (EL-WAKEIL et al.,
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2010) e soja (LIN; KOGAN, 1990; BOICA JUNIOR et al., 2015b). Apesar de o0s
processos bioquimicos serem complexos e ainda ndo estarem totalmente elucidados,
sabe-se que a inducgéo de resisténcia em soja ocorre em funcao de alteracdes das
enzimas oxidativas peroxidase e polifenol oxidase apés a herbivoria (SOUZA, 2014).
Estas enzimas catalisam a oxidacédo de compostos fendélicos para quinonas, as quais
sao toxicas para microrganismos e insetos (STOUT et al., 1994).

Devido a varias limitagcbes fisioloégicas, a indugdo sistémica ndo €
necessariamente distribuida uniformemente por toda a planta, podendo os niveis de
resisténcia variar em relacao ao local da planta e a posicdo em que a injdria ocorreu
(STOUT et al., 1996). Estes autores observaram que os niveis de resisténcia induzida
em tomateiro tiveram maior variacdo espacial nas plantas injuriadas do que nas
plantas nao injuriadas, além disso, verificaram que as alteracdes quimicas e o padrao
espacial da expresséao de resisténcia sdo dependentes de diversos fatores como tipo
de injuria, limitacdes fisiologicas da planta e intensidade de injuria. Apesar da
distribuicdo espacial nos niveis de resisténcia apés a injuria ter sido observada em
outras espécies vegetais, este € o0 primeiro estudo a avaliar se a capacidade de
inducdo de defesas por herbivoria de insetos em soja esta relacionada com outros
fatores intrinsecos as plantas, como o gendétipo e posicao foliar.

Entre os principais artrépodes herbivoros que causam danos a cultura da soja,
estdo os insetos da familia Lepidoptera, os quais algumas espécies do género
Spodoptera destacam-se como importantes desfolhadores (MOSCARDI et al., 2012).
Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma espécie polifaga e
considerada praga em expansdo na cultura da soja no Brasil. Além das folhas, as
lagartas de S. cosmioides também danificam as vagens e grédos em formacao, o que
pode comprometer significativamente a produtividade das plantas por se tratar de
danos diretos no produto final (SANTOS et al., 2005; MOSCARDI et al., 2012). Além
disso, lagartas de S. cosmioides apresentam o dobro da voracidade de outras
espécies de lagartas desfolhadoras que ocorrem na cultura da soja (BUENO et al.,
2011). Aimportancia de S. cosmioides se agrava ainda mais pelo reduzido numero de
inseticidas registrados para seu controle (MAPA 2016) e ineficiéncia das cultivares
transgénicas de soja (evento MON87701 X MON89788) (CTNBIO, 2010) que
expressam a proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis Berliner (SANTOS et al., 2009;
BERNARDI et al., 2014).
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Os resultados desse estudo contribuem por demonstrar as variagdes nos niveis
das respostas de defesa das plantas de soja sob a influéncia dos fatores investigados,
com potenciais implicagdes nas interagdes planta-inseto em um agroecossistema. O
presente trabalho avaliou os efeitos da herbivoria, genotipo de soja e posigéo foliar na
expressdo da resisténcia induzida (antixenose/antibiose) a S. cosmioides. Também
foram testados dois métodos de avaliacdo dos parametros biolégicos de S.

cosmioides, oferecendo discos foliares ou foliolos inteiros aos insetos nos bioensaios.

2. Material e Métodos

2.1. Condicdes gerais do experimento

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, em Jaboticabal, SP, Brasil, durante o periodo de
marco a junho de 2015. Os ensaios em laboratorio foram conduzidos sob condi¢Bes
controladas de temperatura (26 + 1°C), umidade relativa (70 = 10%), e fotoperiodo
(12C:12E h). Os ensaios que objetivaram avaliar alguns fatores possivelmente
influentes na expressao da resisténcia em soja foram instalados em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 2, correspondendo aos efeitos
principais de genotipo, injuria, e posi¢ao foliar na planta, respectivamente, totalizando
oito tratamentos. Além disso, dois métodos foram avaliados separadamente na
investigacdo desses fatores, utilizando-se discos foliares e foliolos inteiros destacados

das plantas.

2.2. Lagartas de Spodoptera cosmioides

As lagartas de S. cosmioides utilizadas nos ensaios foram provenientes de uma
colénia mantida no laboratério, iniciada com cerca de 200 individuos cedidos pelo
Laboratério de Entomologia Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, SP. As lagartas foram criadas com
dieta artificial, preparada de acordo com a metodologia de Greene et al. (1976).

BN

Individuos selvagens foram adicionados anualmente a colonia para manter a
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diversidade genética da espécie. Nos ensaios foram utilizados individuos a partir da

geracao 3° geracéo.

2.3. Genotipos de soja

Os gendtipos de soja Pl 227682 e P98Y11RR foram escolhidos com base em
suas carateristicas constitutivas de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente, a
S. cosmioides de acordo com uma selecéo prévia realizada por Boica Junior et al.
(2015a). As plantas de soja foram cultivadas em vasos de polietileno de 3 L de volume,
contendo substrato a base de solo (latossolo vermelho distréfico; Andrioli e Centurion
1999), areia e composto organico, na propor¢cdo de 2:1:1. As plantas foram
acondicionadas em casa de vegetacédo vedada com tela antiafideo até a utilizacao nos
ensaios a fim de evitar qualquer tipo de estresse ambiental. Os vasos foram
preenchidos com o substrato até 2cm abaixo da borda. A irrigacdo foi realizada
sempre que necessario, e cada vaso recebeu quantidade uniforme de agua (lamina

de 2 cm de altura), evitando variacdes entre as plantas.

2.4. Infestacao artificial com lagartas de Spodoptera cosmioides

Em casa de vegetacao, plantas de soja de ambos os gendtipos em estadio
vegetativo V3 (FHER; CAVINESS 1977) (aproximadamente 35 dias apés a
emergéncia), foram selecionadas e atribuidas ao acaso a um dos oito tratamentos.
Em dois deles, plantas dos gendétipos resistente e suscetivel foram infestadas com
uma lagarta de quinto instar de S. cosmioides no primeiro trifolio a partir da base das
plantas, e confinadas em uma gaiola de tecido “voile” (10 x 15 cm) presa ao peciolo
com um clipe plastico (Figura la). As lagartas permaneceram nas plantas durante
cerca de 20 h, periodo em que consumiram em média 50% de todo o trifélio onde
foram confinadas (UNDERWOOD, 1998). As lagartas foram privadas de alimento por
3 h antes de serem infestadas nas plantas para assegurar que consumissem essa
guantidade de tecido foliar no periodo de tempo previsto. Em seguida, as lagartas de

S. cosmioides e as gaiolas foram removidas das plantas. As plantas utilizadas como
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testemunhas (sem injuria) tiveram o primeiro trifélio a partir da base das plantas

coberto apenas com gaiolas de tecido “voile”.

7
.

a %{i@; |

Figura 1. Representacao ilustrativa de plantas de soja submetidas a herbivoria
por lagartas de Spodoptera cosmioides em gaiolas de tecido “voile”
no primeiro (a) e segundo trifélios (b) a partir da base das plantas.

ApoOs trés dias da remocdao das lagartas das plantas, os dois foliolos simétricos
do segundo trifélio a partir da base das plantas foram destacados, acondicionados em
sacos plasticos identificados, e levados ao laboratério para realizacao dos ensaios. O
periodo de trés dias apoOs a injuria foi escolhido com base nos resultados de
Underwood (1998), como sendo o momento em que plantas injuriadas de soja
apresentaram 0s maiores niveis de resisténcia induzida ao besouro-mexicano
Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae). Dos foliolos laterais
coletados de cada trifolio, um foi oferecido as lagartas como foliolo inteiro e o outro
como disco foliar em dois ensaios separados. O foliolo central dos trifélios de cada
tratamento foi utilizado como aliquota no calculo dos indices nutricionais. Os discos
foliares foram preparados com o auxilio de um vazador de 2,5 cm de diametro,
representando uma area foliar de 4,91 cm?. Os foliolos inteiros tiveram a area foliar
total quantificada pelo aparelho medidor de area foliar eletrénico LI-COR 3100A (LI-

COR, Lincoln, NE, EUA). A area foliar média dos foliolos do trifélio superior do
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genoétipo P1227682 foi 11,78 cm? nas plantas injuriadas e 9,66 cm? nas plantas néo
injuriadas, e no genétipo Pionner 98Y11RR area foliar média foi 22,72 cm? nas plantas
injuriadas e 25,14 cm?nas plantas néo injuriadas.

Em outros dois tratamentos, representando plantas dos genétipos resistente e
suscetivel, uma lagarta de quinto instar de S. cosmioides foi infestada no segundo
trifélio a partir da base da planta e confinada em uma gaiola de tecido “voile” (Figura
1b), como descrito previamente com excec¢ao da posicéo foliar na planta. As plantas
utilizadas como testemunhas (sem injaria) tiveram o segundo trifélio a partir da base
das plantas revestido com a gaiola de “voile”, sem a infestagdo das lagartas. Apos trés
dias da remocdo das lagartas das plantas de soja, os dois foliolos simétricos do
primeiro trifélio foram destacados da planta, acondicionados em sacos plasticos
identificados, e levados ao laboratorio para a realizacéo dos ensaios. Dos dois foliolos
coletados, um foi oferecido como foliolo inteiro e outro como disco foliar (2,5 cm de
diametro). O foliolo central dos trifolios de cada tratamento foi utilizado como aliquota
no célculo dos indices nutricionais. Os foliolos inteiros tiveram a area foliar total
quantificada por um aparelho medidor de é&rea foliar eletrénico LI-COR 3100A (LI-
COR, Lincoln, NE, EUA). A area foliar média dos foliolos do primeiro trifélio do
genoétipo P1227682 foi 10,11 cm? nas plantas injuriadas e 8,28 cm? nas plantas néo
injuriadas, e no gendtipo Pionner 98Y11RR a area média foi 26,37 cm? nas plantas

injuriadas e 21,63 cm?nas plantas ndo injuriadas.

2.5. Avaliacdo de indices nutricionais em lagartas de Spodoptera cosmioides

Os foliolos inteiros e discos foliares provenientes de diferentes posicdes nas
plantas injuriadas e nao injuriadas dos gendtipos resistente e suscetivel de soja foram
preparados como previamente descrito. A area foliar dos foliolos inteiros foi
qguantificada por meio de um medidor de area foliar eletrénico, e em seguida os foliolos
e discos foliares foram transferidos para placas de Petri (9 cm de diametro) forradas
com papel filtro umedecido com agua deionizada. Dos foliolos centrais retirados dos
trifélios em cada tratamento, trinta foram utilizados como amostras adicionais por
genotipo, pesados em balanca analitica de precisao (Ohaus, Parsippany, NJ, EUA), e

mantidos nas mesmas condicdes dos tratamentos para posteriormente serem
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utilizadas como aliquotas do peso seco inicial para o calculo do peso seco consumido
dos indices nutricionais segundo metodologia de Waldbauer (1968).

Lagartas de terceiro instar de S. cosmioides foram coletadas da colbnia de
manutencdo, privadas de alimentagdo por 3 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 um dia nos tratamentos que utilizaram discos
foliares, e durante dois dias nos tratamentos que utilizaram foliolos inteiros como
substrato alimentar. Utilizaram-se tempos diferentes de alimentacdo para discos
foliares (24 horas) e foliolos inteiros (48 horas) para adequar ao tempo necessario
para gue os tratamentos fossem consumidos em aproximadamente 80%. Os ensaios
foram realizados em uma sala climatizada com as condi¢cdes ambientais de 25 + 2°C
de temperatura, 70 £ 10% de umidade relativa, e 12:12 h de fotoperiodo (claro:escuro).

Apos o término do ensaio, as lagartas, a sobra do alimento oferecido, e os
foliolos/discos foliares separados como aliquotas foram secos em uma 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. Esses valores baseados
no peso seco foram utilizados para o calculo dos seguintes indices nutricionais: taxa
de consumo relativo (RCR), taxa de crescimento relativo (RGR), e eficiéncia de
conversao do alimento ingerido (ECI) (WALDBAUER, 1968).

2.6. Anéalise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise exploratéria para identificar
possiveis valores outliers ou influentes, e analisados quanto a normalidade dos
residuos (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade das variancias (teste de
Levene). Quando necessario, os dados dos indices nutricionais foram transformados
em log(x) para atender aos pressupostos da normalidade e homocedasticidade. Em
seguida, os dados foram submetidos a andlise de variancia fatorial (three-way
ANOVA) para analisar os efeitos principais de genétipo (G), injuria (), posigéo foliar
(P), e a interacdo desses fatores (G xI; G x P; I x P; e G x | x P). Na ocasido de efeito
significativo da ANOVA, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey (a = 0,05).
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3. Resultados

3.1. Disco foliar

N&o foram observadas diferencas significativas para genaotipo, injuria e posicao
foliar para a taxa de consumo relativo (RCR) (G, F1,56=2,51; P = 0,1189; I, F1,5 =
0,49; P = 0,4878; P, F1,56 = 1,58; P = 0,2136) e taxa de crescimento relativo (RGR)
(G, F1,56 =2,19; P = 0,1447; |, F1,56 = 0,00; P = 0,9547; P, F1,56 = 0,1; P = 0,7499)
de lagartas de terceiro instar de S. cosmioides alimentadas com discos foliares de
plantas de gendtipos resistente e suscetivel de soja submetidas ou nédo a herbivoria
(Tabela 1). A eficiéncia de conversdao de alimento ingerido (ECI) diferiu
significativamente para a posi¢cdo foliar (F1, ss = 6,84; P = 0,0115). N@o foram
observadas diferencas significativas na eficiéncia de conversdo do alimento ingerido
para genotipo e injaria (G, F1,56=0,39; P = 0,5331; I, F1,56 = 0,14; P = 0,7058).

Houve efeito significativo da interacdo genoétipo x injuria para a taxa de

consumo relativo (F1,56 = 6,09; P = 0,0166) de S. cosmioides, enquanto o efeito dessa

interacdo nao diferiu significativamente para a taxa de crescimento relativo (F1, se

0,06; P = 0,8034) e eficiéncia de conversado de alimento ingerido (F1, 56 = 0,04; P
0,8433) (Tabela 1). As intera¢des gendtipo x posicao foliar e injaria x posicao foliar
foram significativas para a taxa de consumo relativo (F1,s6 = 17,27; P = 0,0001), taxa
de crescimento relativo (F1, s6 = 14,75; P = 0,0003) e eficiéncia de conversao de
alimento ingerido (F1, ss = 13,07; P = 0,0007). Foram observadas diferencas
significativas para as interac¢des injuria x posicao foliar para a taxa de consumo relativo
(F1, 56 = 15,63; P = 0,0002), taxa de crescimento relativo (F1,56 = 5,64; P = 0,021), e
eficiéncia de conversédo de alimento ingerido (F1, 56 = 14,34; P = 0,0004). A interacéo
gendtipo x injuria x posicao foliar ndo afetaram significativamente as variaveis

avaliadas.
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Tabela 1. Resultados da ANOVA para os efeitos de gendtipo, injuria, e posicao foliar
nos parametros bioldgicos/nutricionais de lagartas de terceiro instar de
Spodoptera cosmioides alimentadas com discos foliares e foliolos inteiros.

indices Nutricionais

Fontes de
variagio RCR RGR ECI

F P F P F P
Disco foliar
Genotipo (G) 2,51 0,1189 2,19 0,1447 0,39 0,5331
Injuria (1) 0,49 0,4878 0 0,9547 0,14 0,7058
Posicéo (P) 1,58 0,2136 0,10 0,7499 6,84* 0,0115
Gxl 6,09* 0,0166 0,06 0,8034 0,04 0,8433
GxP 17,27**  0,0001 14,75** 0,0003 13,07** 0,0007
IxP 15,63** 0,0002 5,64* 0,021 14,34** 0,0004
GxIxP 0,02 0,8807 0,87 0,3539 1,40 0,2417
Foliolo inteiro
Genotipo (G) 7,36%* 0,0088 38,18*** <0,0001 25,13%* 0,0001
Injuria (1) 3,53 0,0654 1,23 0,2728 1,92 0,1718
Posicéo (P) 0,23 0,6333 0,05 0,8214 4,58* 0,0368
Gxl 5,31* 0,0250 1,75 0,1918 0,59 0,4462
GxP 6,48* 0,0137 0,85 0,3611 1,21 0,2768
IxP 7,39** 0,0087 2,44 0,1241 0,00 0,9675
GxIxP 2,53 0,1172 1,82 0,1831 0,53 0,4701

Taxa de consumo relativo (RCR); taxa de crescimento relativo (RGR); eficiéncia de conversdo do
alimento ingerido (ECI). Médias significativamente diferentes pelo teste de Tukey. * P<0.05; ** P<0.01;
***P<0.0001.

N&o houve diferenca significativa na RCR entre plantas do gendtipo resistente
injuriadas e nédo injuriadas por lagartas de S. cosmioides (Figura 2), ou entre plantas
injuriadas e néo injuriadas do gendtipo suscetivel. Entretanto, quando comparadas
apenas as plantas injuriadas entre os genaétipos, a RCR foi significativamente menor
no gendtipo resistente, enquanto entre plantas nao injuriadas os genétipos foram
igualmente consumidos.

Plantas de soja do gendtipo resistente proporcionaram a mesma RCR em
lagartas de S. cosmioides alimentadas com discos foliares coletados dos trifélios
superior e inferior. Em plantas do genotipo suscetivel, observa-se diferenca
significativa em relagéo a posicao foliar; lagartas alimentadas com discos do trifolio
superior das plantas obtiveram maior RCR que lagartas alimentadas com discos
foliares do trifélio inferior (Figura 3). Diferenca significativa também foi observada entre

plantas de soja resistente e suscetivel quando as lagartas de S. cosmioides foram
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alimentadas com discos do trifolio superior; o genaotipo resistente proporcionou menor
RCR em lagartas de S. cosmioides, enquanto as lagartas que se alimentaram com

discos foliares da parte inferior apresentaram a mesma RCR entre genaotipos.
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Figura 2. Taxa de consumo relativo (RCR) de lagartas de Spodoptera cosmioides
alimentadas em discos foliares retirados de plantas resistentes e
suscetiveis de soja submetidas ou ndo a herbivoria. Barras com diferentes
letras minasculas indicam diferenca significativa entre plantas injuriadas e
sem injaria em cada genotipo e com diferentes letras mailsculas indicam
diferenca significativa entre genoétipos para plantas injuriadas/sem injaria
(P <0,05).

Ainda em relacdo aos efeitos dependentes entre genoétipo e posicao foliar,
observa-se que no gendétipo resistente a menor RGR ocorreu em lagartas de S.
cosmioides que foram alimentadas com discos foliares do trifolio superior (Figura 3);
0 mesmo ndo ocorreu para lagartas alimentadas com plantas suscetiveis, que nao
diferiram entre as posicoes foliares para a RGR, apesar de esse indice ter sido
numericamente superior no trifolio superior. Os discos foliares da posi¢ao superior das
plantas promoveram menores RGR em lagartas de S. cosmioides alimentadas em
plantas resistentes do que aquelas alimentadas em plantas suscetiveis.

A eficiéncia de conversao de alimento ingerido (Figura 3) diferiu entre posi¢cfes
foliares nas plantas resistentes. Lagartas alimentadas com discos foliares do trifélio
superior tiveram menores ECI do que lagartas alimentadas com discos do trifélio
inferior. Nao houve diferenca na ECI entre lagartas alimentadas das partes superior e

inferior de plantas suscetiveis.
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Figura 3. Taxa de consumo relativo (RCR), taxa de crescimento relativo (RGR),
e eficiéncia de conversao do alimento ingerido (ECI) de lagartas de
Spodoptera cosmioides alimentadas com discos foliares das posicdes
superior e inferior de plantas de genotipos resistente e suscetivel de
soja. Barras com diferentes letras minasculas indicam diferenca
significativa entre as partes superior e inferior em cada genétipo e com
diferentes letras mailsculas indicam diferenga significativa entre
genotipos para a mesma parte da planta (P < 0,05).

Diferencas significativas ndo foram observadas para a RCR entre plantas de
soja injuriadas no trifélio superior ou inferior; entretanto, lagartas de S. cosmioides
tiveram maior RCR quando alimentadas com discos foliares do trifélio superior de
plantas nédo injuriadas do que com discos coletados do trifdlio inferior (Figura 4). A
taxa de crescimento relativo (RGR) ndo diferiu significativamente entre lagartas
alimentadas nos trifélios superior e inferior em plantas injuriadas ou sem injaria (Figura

4).



67

3 1,5 -
OSuperior ®Inferior OSuperior W Inferior

fn aA —~
52 aA S 1
o =
£ aB bA £ aA A
(@] D
E E bA aA
x 4 ]
@ 1 ?D: 0,5
x x

0 0

Injuriada N&o injuriada Injuriada N&o injuriada

[o2}
o
)

OSuperior W Inferior

a
o
1

aA aA

N
o
1

ECI (%)
8

N
o
1

[N
o
1

Injuriada Né&o injuriada

Figura 4. Taxa de consumo relativo (RCR), taxa de crescimento relativo (RGR),
e eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) de lagartas de
Spodoptera cosmioides alimentadas com discos foliares das posi¢cdes
superior e inferior de plantas de soja submetidas ou ndo a herbivoria.
Barras com diferentes letras mindsculas indicam diferenca
significativa entre as partes superior e inferior de plantas
injuriadas/sem injuria e com diferentes letras maiusculas indicam
diferenca significativa entre plantas injuriadas/sem injuria para a
mesma parte da planta (P < 0,05).

Por outro lado, observa-se que as lagartas alimentadas com discos do trifélio
superior de plantas injuriadas tiveram a RGR negativamente afetada em comparacao
as lagartas alimentadas em discos coletados do trifolio inferior (Figura 4). Nas plantas

nao injuriadas, ndo houve diferenca na RGR entre posi¢des foliares.

Verificou-se diferenca significativa na ECI em S. cosmioides para a interacao

injuria x posigao foliar (Figura 4). Lagartas alimentadas com discos do trifolio superior
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de plantas injuriadas apresentaram menores ECI do que lagartas alimentadas com
discos coletados do trifélio inferior. O mesmo efeito ndo foi observado em plantas nao
injuriadas, onde as lagartas alimentadas com discos de ambos os trifélios (superior e
inferior) tiveram a mesma ECI. Portanto, é possivel afirmar que apenas o genétipo PI
227682 expressou resisténcia induzida apds herbivoria, e os efeitos negativos da
inducdo de resisténcia sobre S. cosmioides ocorreu de forma sistémica no trifolio da

porcdo apical da planta quando a injaria ocorreu no trifélio inferior.

3.2. Foliolo inteiro

Houve diferencas significativas para o efeito de genétipo na RCR (F1, 56 = 7,36;
P = 0,0088), RGR (F1, 5 = 38,18; P = 0,0001), e ECI (F1,5 = 25,13; P = 0,0001) e
posicdo para ECI (F1, s6 = 4,58; P =0,0368) em lagartas de terceiro instar de S.
cosmioides alimentadas em foliolos inteiros de genotipos resistente e suscetivel de
soja (Tabela 1). Diferengas também foram observadas para o efeito da posicdo na ECI
(F156 = 4,58; P = 0,0368). Os efeitos principais de injuria ndo foram significativos em
relacdo a RCR (F1,56 = 3,53; P = 0,0654), RGR (F1,56 = 1,23; P = 0,2728), e ECI (Fu,
s6 = 1,92; P = 0,1718) e posicao foliar para RCR (F1,56 = 0,23; P = 0,6333) e RGR (F1,
s6 = 0,05; P = 0,8214).

Os efeitos de gendtipo e injuria foram significativamente dependentes para a
RCR (F1,56 = 5,31; P = 0,025) de lagartas de S. cosmioides. Por outro lado, a RGR
(F1,56 = 1,75; P = 0,1918) e ECI (F1,5 = 0,59; P = 0,4462) n&o foram influenciadas
pela interacdo gendtipo x injuria (Tabela 1). A interacdo genotipo x posicao foliar
apresentou efeito significativo apenas na RCR (F1,56 = 6,48; P = 0,0137), enquanto a
RGR (F1, 56 = 0,85; P = 0,3611) e ECI (F1, 56 = 1,21; P = 0,2768) nao foram
significativamente afetadas pelos efeitos dependentes entre gendtipo e posicao foliar.
A interacao injuria x posicao foliar apresentou diferenca significativa para RCR (Fz1, se
=7,39; P=0,0087). ARGR (F1,56 = 2,44; P =0,1241) e ECI (F1,56 = 0,00; P = 0,9675)
em lagartas de S. cosmioides alimentadas em plantas de soja resistentes e
suscetiveis ndo foram significativamente afetadas pelos efeitos de injuria x posi¢ao
foliar. A interagéo genotipo X injuria x posigéo foliar ndo foi significativa para nenhuma
das variaveis.

As plantas do gendétipo resistente submetidas a herbivoria proporcionaram

menores RCR em lagartas de S. cosmioides do que plantas néo injuriadas (Figura 5).
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Em contrapartida, lagartas que consumiram foliolos do gendtipo suscetivel tiveram

RCR semelhantes entre plantas injuriadas e nao injuriadas.
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Figura 5. Taxa de crescimento relativo (RCR) de lagartas de Spodoptera cosmioides
alimentadas com foliolos inteiros de plantas de soja submetidas ou ndo a
herbivoria. Barras com diferentes letras minusculas indicam diferenca
significativa entre plantas injuriadas e sem injdria em cada genétipo e com
diferentes letras mailsculas indicam diferenca significativa entre
genaotipos para plantas injuriadas/sem injaria (P < 0,05).

Lagartas de S. cosmioides apresentaram menores RCR (Figura 6) quando
alimentadas com foliolos da parte superior de plantas do genétipo resistente do que
lagartas alimentadas com foliolos da parte superior do genoétipo suscetivel. Lagartas
gue consumiram o foliolo inferior tiveram a mesma RCR entre plantas resistentes e
suscetiveis. Em ambos os gendétipos, ndo houve diferenga significativa para a RCR

em lagartas que consumiram foliolos da parte superior e inferior.
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Figura 6. Taxa de consumo relativo (RCR) de lagartas de Spodoptera cosmioides
alimentadas com foliolos inteiros das posi¢Bes superior e inferior de
plantas de genotipos resistente e suscetivel de soja submetidas ou néo
a herbivoria. Barras com diferentes letras mindsculas indicam diferenca
significativa entre as partes superior e inferior em cada genétipo e com
diferentes letras mailsculas indicam diferenca significativa entre
gendtipos para a mesma parte da planta (P < 0,05).

Em plantas injuriadas, ndo foram verificadas diferencas significativas para RCR
em lagartas que consumiram foliolos coletados do trif6lio superior do que em lagartas
que se alimentaram de foliolos do trifélio da parte inferior das plantas (Figura 7).

Nas plantas ndo injuriadas, ndo houve diferenca para a RCR entre lagartas que
consumiram foliolos da parte superior e inferior. Menores RCR foram observadas em
lagartas de S. cosmioides alimentadas no foliolo superior de plantas injuriadas em

relacdo as lagartas alimentadas no foliolo superior de plantas ndo injuriadas.
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Figura 7. Taxa de consumo relativo (RCR) de lagartas de Spodoptera cosmioides
alimentadas com foliolos inteiros das posi¢des superior e inferior de
plantas de soja submetidas ou ndo a herbivoria. Barras com diferentes
letras mindsculas indicam diferenca significativa entre as partes
superior e inferior de plantas injuriadas/sem injaria e com diferentes
letras mailsculas indicam diferenca significativa entre plantas
injuriadas/sem injuria para a mesma parte da planta (P < 0,05).

Verificou-se diferenca quanto a RGR apenas entre os gendtipos (Figura 8), ndo
havendo efeito significativo para as interacdes genétipo, injuria e posi¢do. Lagartas de
S. cosmioides alimentadas em plantas do gendétipo resistente foram afetadas
negativamente quanto a RGR em relacdo as lagartas alimentadas em plantas do

genaotipo suscetivel.
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Figura 8. Taxa de crescimento relativo (RGR) de lagartas de Spodoptera
cosmioides alimentadas com foliolos inteiros de plantas de genotipos
resistente e suscetivel de soja. Barras com diferentes letras maiusculas
indicam diferenca significativa entre os genotipos resistente e suscetivel
(P < 0,05).
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Com relacéo a ECI (Figura 9), diferencas significativas foram observadas entre
0s genotipos e posicao de injuria. Lagartas alimentadas no genotipo resistente tiveram
menor porcentagem de ECI em relacéo as lagartas alimentadas em folhas do gendétipo

suscetivel.
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Figura 9. Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) de lagartas de
Spodoptera cosmioides alimentadas com foliolos inteiros dos genétipos
resistente e suscetivel de soja. Barras com diferentes letras mailsculas
indicam diferenca significativa entre os genotipos resistente e suscetivel
(P < 0,05).

Além disso, observa-se que as lagartas alimentadas em foliolos retirados da
parte superior nos genétipos resistente e suscetivel apresentaram menor ECI em
relacdo as lagartas que consumiram foliolos da parte inferior de ambos os genétipos

(Figura 10).
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Figura 10. Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) de lagartas de
Spodoptera cosmioides alimentadas com foliolos inteiros retirados das
partes superior e inferior dos genaotipos resistente e suscetivel de soja.
Barras com diferentes letras maiusculas indicam diferenca significativa
entre 0s genotipos resistente e suscetivel (P < 0,05).

4. Discussao

Este estudo demonstrou de forma consistente que, além dos efeitos induzidos
pela injuria de lagartas de S. cosmioides, fatores intrinsecos as plantas de soja como
0 gendtipo (resistente ou suscetivel) e a posicédo da folha na planta (parte superior ou
inferior) afetam substancialmente os niveis de resisténcia (antixenose/antibiose).
Também ficou evidente que o uso de diferentes métodos de oferecimento do substrato
alimentar (discos foliares ou foliolos inteiros) aos insetos pode resultar em ligeiras
variacfes nas respostas obtidas. Tais resultados contribuem para o entendimento da
alocacdo das defesas constitutivas e induzidas em plantas de soja ao ataque de
lagartas desfolhadoras de uma espécie altamente polifaga, aléem de apontarem
possiveis implicacdes que esses fatores podem proporcionar nas interagées planta-
inseto em um agroecossistema.

Foi demonstrado que folhas de plantas injuriadas do genoétipo resistente
afetaram consideravelmente a taxa de consumo larval (RCR) de S. cosmioides em
relacdo as lagartas alimentadas com folhas de plantas néo injuriadas; porém, a RCR

nao foi afetada em plantas injuriadas do gendtipo suscetivel. As lagartas que foram
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desenvolvidas em ambos 0s genotipos sem injuria demonstraram similares taxas de
consumo relativo. Portanto, pode-se inferir que as plantas de soja com caracteristicas
de resisténcia constitutiva (Pl 227682) também expressaram resisténcia induzida a S.
cosmioides quando infestadas com lagartas conspecificas. Interessantemente, o
mesmo nao foi observado para as plantas constitutivamente suscetiveis (Pionner
98Y11RR), que ndo apresentaram respostas induzidas por herbivoria.

Alguns trabalhos ja relataram a ocorréncia de inducao de resisténcia em plantas
de soja injuriadas por algumas espécies de artrépodes, com destaque para
Crysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), E. varivestis (LIN; KOGAN
1990), Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) (BROWN et al., 1991),
Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) (Bl et al., 1994; FELTON et al.,
1994), e A. gemmatalis (FORTUNATO et al.,, 2007). Em alguns casos, plantas
constitutivamente suscetiveis manifestaram respostas induzidas quando submetidas
a herbivoria; por exemplo, Underwood (1998), ao avaliar quatro gendétipos de soja
constitutivamente suscetiveis ao besouro-mexicano E. varivestis, observou que todos
0S genotipos apresentaram resisténcia induzida apdés injaria por larvas do besouro-
mexicano.

Dois gendtipos de soja constitutivamente suscetiveis a Cerotoma trifurcata
(Foster) (Coloptera: Chrysomelidae) apresentaram resisténcia induzida aos adultos,
ndo diferindo do gendtipo constitutivamente resistente (SRINIVAS; DANIELSON,
2001). Underwood et al. (2000) concluiram que ndo ha uma correlacao positiva entre
a resisténcia constitutiva e resisténcia induzida em genotipos de soja a E. varivestis,
diferindo dos achados do presente estudo onde apenas 0 gendtipo com resisténcia
constitutiva expressou resisténcia induzida a S. cosmioides. Divergentes resultados
apontando correlacdes significativas positivas, negativas, ou mesmo sem qualquer
correlacdo entre resisténcia constitutiva e induzida ja foram relatadas (KARBAN;
BALDWIN, 1997).

A posicao foliar influenciou as taxas de consumo (RCR) e crescimento (RGR)
de lagartas de S. cosmioides em plantas de soja de ambos os gendtipos. As lagartas
apresentaram maior consumo foliar e ganho de peso em folhas da parte superior
(trifélio superior) de plantas injuriadas e nado injuriadas do genotipo suscetivel
PO98Y11RR em relacdo as lagartas alimentadas na parte inferior (trifolio inferior).
Segundo Smith (2005), geralmente as folhas jovens sdo mais preferidas para a

alimentacao de artrépodes do que as folhas mais velhas. Na cultura da soja, foliolos
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mais jovens e mais suculentos de folhas mais proximas ao apice sao preferidos por
H. zea e T. urticae em relagéo as folhas da parte inferior das plantas (MCWILLIAMS;
BELAND, 1977; RODRIGUEZ et al., 1983). Folhas totalmente expandidas dos dois
primeiros trifdlios do apice das plantas do genadtipo resistente s&o menos resistentes
a C. includens do que folhas da parte inferior (REYNOLDS; SMITH, 1985). Nault et al.
(1992) confirmaram essa tendéncia em folhas de gendtipos resistentes de soja a H.
zea e a A. gemmatalis. Diferentes partes das plantas podem diferir quanto a
composicao nutricional.

Os diferentes tecidos vegetais variam consideravelmente no balanco de
aminoacidos e conteudo total de nitrogénio; folhas mais velhas normalmente
apresentam baixas concentracdes de nitrogénio, enquanto folhas mais novas e
proximas ao apice das plantas, tendem a ter maiores concentracdes de nitrogénio
(WALDBAUER; FRIEDMAN, 1991; BEHMER, 2009).

O nitrogénio presente nas plantas € um dos principais componentes dos
aminoacidos necessarios para a dieta dos insetos (PARRA, 1990), sendo
imprescindivel para seu crescimento e reproducdo (ELDEN; KENWORTHY, 1994).
Rose et al. (1998) relacionaram a resisténcia em plantas de soja com o maior acumulo
de aleloguimicos em tecidos de folhas mais velhas e a deterréncia alimentar a
artropodes. Souza (2014) também observou efeito negativo no desenvolvimento de
lagartas de A. gemmatalis e S. frugiperda quando alimentadas na parte inferior de
plantas dos gendtipos Pl 227687 e IGRA RA 626 RR; as folhas da parte inferior
apresentaram menores concentracdes dos nutrientes N, P, K, S e Cu, e maiores
teores dos flavonoides rutina, isoquercetrina, daidzina, daidzeina e hesperidina, ao
contrario das folhas da parte superior das plantas, que apresentaram maiores
concentracdes de nutrientes e menores de flavonoides. Os flavonoides sdo compostos
de polifendis que estao presentes em varias espécies vegetais (HARBORNE, 1967),
e desempenham papel de defesa a insetos-pragas entre suas principais funcdes para
a planta (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; SIMMONDS, 2001; SIMMONDS, 2003).

A injaria causada por S. cosmioides no genotipo PI1227682 proporcionou
resposta induzida as lagartas que foram alimentadas nas folhas da parte superior das
plantas, resultando em menores taxas de consumo e crescimento, aléem de menor
eficiéncia de conversédo do alimento ingerido em ganho de biomassa do que lagartas
criadas com folhas da parte inferior. Todavia, as lagartas alimentadas nas folhas da

parte inferior do gendtipo Pl 227682 tiveram taxas de consumo, crescimento e
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eficiéncia de conversdo do alimento ingerido semelhantes entre plantas injuriadas e
nao injuriadas. Isso demonstra dois fendmenos interessantes: apenas o genotipo Pl
227682 apresenta capacidade de inducdo apoés injaria por S. cosmioides, e essas
defesas séo alocadas para as folhas mais novas do apice das plantas, inicialmente
mais preferidas e adequadas para a alimentacao e crescimento larval.

As defesas induzidas sdo produzidas principalmente no local e proximo aos
tecidos injuriados por herbivoros (resposta local), e em seguida as defesas também
podem ocorrer em tecidos distantes e diretamente ndo injuriados da planta (resposta
sisttmica) (HOWE; SCHALLER, 2008; HAMMERSCHMIDT, 2014). Entre as
respostas induzidas aos herbivoros estéo a expresséo de genes envolvidos na sintese
de flavonoides, alcaloides, terpenos, e outros compostos de defesa, além de genes
envolvidos na reparacdo de danos, incluindo calose sintases e peroxidases
(SCHALLER, 2008; KANT; WILLIAMS 2013). A injuria também induz a acumulacao
de proteinas ou demais compostos com propriedades anti-nutritivas, incluindo
inibidores de proteinase que interferem em enzimas proteoliticas intestinais das quais
os herbivoros necessitam para o processo de absorcdo de nutrientes (KANT,;
WILLIAMS 2013).

Vérios trabalhos observaram que o aumento da atividade das enzimas
oxidativas peroxidase e polifenol oxidase esté relacionado com a resisténcia induzida
a lagartas de lepidopteros (FELTON et al., 1989; 1992; 1994; SOUZA, 2014). Essas
enzimas sao responsaveis por catalisar a oxidacdo de compostos fendlicos para
guinonas, as quais sao toxicas para microrganismos e insetos (STOUT et al., 1994).
Embora o presente trabalho ndo tenha avaliado compostos quimicos que sirvam como
indicativos do aumento da resisténcia nas folhas da parte superior das plantas do
gendtipo Pl 227682, um estudo complementar avaliara a concentracdo de alguns
compostos candidatos a proporcionar tais respostas, incluindo enzimas oxidativas,
inibidores de proteinase, flavonoides, ou mesmo o desbalango nutricional entre as
folhas.

O substrato oferecido como disco foliar permitiu melhor distingdo da resposta
induzida em plantas de soja infestadas por lagartas de S. cosmioides, diferentemente
do foliolo oferecido inteiro, no qual a resisténcia induzida foi menos pronunciada e
influenciou menos parametros biolégicos/nutricionais do inseto; utilizando-se foliolos

inteiros ndo foi possivel verificar os efeitos significativos da injlria sobre a taxa de
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crescimento larval e eficiéncia de converséao de alimento ingerido proporcionados pelo
uso de discos foliares.

Compostos secundarios presentes nas plantas geralmente ficam acumulados
separadamente do citoplasma da célula (como em vacuolos, parede celular, células
da epiderme, etc.) a medida que sao produzidos pelos diversos processos
metabodlicos durante o desenvolvimento vegetal (PANDA; KHUSH 1995). Na
preparacao dos discos foliares com o vazador, possivelmente ocorre a ruptura de
células ou organelas que armazenam 0s compostos secundarios, resultando na sua
liberacdo e consequentemente maior exposicao aos insetos durante o ensaio (BOICA
JUNIOR et al., 2015b). Os efeitos devem ser menos pronunciados com foliolos inteiros
pelo fato de as lagartas terem que primeiramente romper as estruturas que
armazenam os compostos secundarios para entdo entrar em contato com 0s mesmos.
Desse modo, é bem provavel que os melhores resultados obtidos com discos foliares
para distinguir a resisténcia induzida tenham ocorrido em funcdo da maior e mais
rapida exposicdo dos compostos secundarios as lagartas de S. cosmioides durante o
ensaio, principalmente considerando o gendtipo resistente Pl 227682.

Ambos os usos de discos foliares e foliolos inteiros sdo comuns em estudos de
resisténcia de plantas, porém, variacbes nas respostas podem ocorrer entre 0s
métodos em funcao da espécie da planta e/ou inseto. Huang et al. (2003) verificaram
gue maiores niveis de resisténcia constitutiva em gendtipos de alface a Diabrotica
balteata LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae) foram observados utilizando folhas
intactas em relacdo as folhas excisadas das plantas. Além disso, quando o genaétipo
resistente foi oferecido como disco foliar a resisténcia constitutiva ndo foi expressa
(HUANG et al., 2003). Boica Junior et al. (2015b) avaliaram a preferéncia alimentar de
lagartas de A. gemmatalis utilizando gendétipos resistente e suscetivel de soja
oferecidos como discos foliares e foliolos inteiros, e verificaram que maiores
diferencas no consumo foliar entre genoétipos ocorreram com discos foliares. Os
autores também observaram que o genotipo suscetivel foi mais consumido quando
oferecido como disco foliar do que foliolo inteiro. Em um estudo avaliando a resisténcia
induzida em genotipos de soja ao besouro-mexicano E. varivestis, foi possivel
observar os efeitos proporcionados pela injaria com larvas de E. varivestis em
subsequentes testes de preferéncia alimentar utilizando discos foliares
(UNDERWOOD, 1998). Resultados diferentes dos encontrados no presente trabalho

foram verificados por Lin e Kogan (1990), que verificaram a expressao de resisténcia
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induzida em plantas de soja injuriadas por C. includens utilizando foliolos intactos.
Lagartas de H. zea também tiveram o ganho de peso afetado em genoétipos de soja
injuriados por lagartas conspecificas utilizando foliolos inteiros (Bl et al., 1994). Esses
variaveis resultados reportados na literatura reiteram a importancia de se conhecer
todos os fatores que podem influenciar a resisténcia nos diversos sistemas planta-
inseto (BOICA JUNIOR et al., 2015b).

Os resultados encontrados nesse trabalho quanto as respostas induzidas por
herbivoria estdo de acordo com a teoria da 6tima defesa (MCKEY, 1979). Essa teoria
prediz que as defesas apresentam um custo de investimento para a planta, e que
folnas mais novas possuem mais mecanismos de defesa que folhas mais velhas
devido a importancia dos diferentes tecidos para o crescimento vegetal e
probabilidade de ataques por insetos fitofagos. Portanto, o valor de um tecido para a
planta pode ser determinado através da redugao do vigor ou “fitness” resultante da
perda desse tecido.

Resultados obtidos em outros trabalhos corroboram essa pressuposicéo da
teoria da 6tima defesa (STAMP, 2003). Em plantas de Brassica juncea, a alocac¢ao do
sistema de defesa glicosinolatos-mirosinases nos cotilédones segue modelo da
defesa 6tima quanto ao investimento de defesas para os tecidos em funcéo do seu
valor para o “fitness” da planta (WALLACE; EIGENBRODE, 2002). Durante os
periodos em que os cotilédones sdo essenciais para o crescimento vegetal, a
atividade das enzimas mirosinases e as concentracdes de compostos secundarios do
grupo dos glicosinolatos foram mais elevadas, enquanto o0s niveis das defesas
diminuem quando a importancia dos cotilédones para o crescimento vegetal também
diminui. O fato de plantas de soja apresentarem caracteristicas de inducibilidade e
variacdo nos niveis de defesa intra-planta, pressupostos da teoria da defesa 6tima
(STAMP, 2003), torna essa espécie uma planta-modelo ideal para investigar
detalhadamente o padrdo de alocacdo das defesas a insetos especialistas e
generalistas.

Sob uma perspectiva ecoldgica, os efeitos induzidos por herbivoria
principalmente nas folhas novas das plantas de soja sugerem que a distribuicao
vertical de lagartas de S. cosmioides pode ser possivelmente alterada em um
agroecossistema. A inducdo de resisténcia também poderia afetar a dinamica
populacional de outras espécies de artropodes fitbfagos que compartilham o mesmo

ou diferentes nichos, com potenciais efeitos na competicdo intra e interespecifica. Em
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culturas de interesse econdmico, a resisténcia induzida apresenta entre outras
vantagens a possibilidade de afetar os padrées de injuria nas plantas, e finalmente a
dindmica das popula¢bes. Ha evidéncias de que, além da quantidade de alimento
disponivel, a resisténcia induzida decorrente de ataques por insetos afeta as
caracteristicas de desempenho e dinamica populacional, tais como taxas de
nascimento, crescimento e sobrevivéncia (KARBAN; BALDWIN, 1997; ABBOTT et al.,
2008). A limitacdo dos recursos alimentares resulta em geral na dispersdo do
herbivoro, levando a repulsdo co-especifica sem 0s mecanismos de inducéo,
enquanto na ocasido de inducdo de resisténcia os herbivoros apresentam
comportamento de agregacdo (ANDERSON et al., 2015). Underwood et al. (2005)
também verificaram o potencial de agregacéao de fitéfagos em um estudo investigando
interacdes planta-inseto. Portanto, a inducdo de resisténcia em genétipos de soja
decorrente da injUria imposta por lagartas de S. cosmioides deve ser investigada em
futuros trabalhos em casa de vegetacdo e subsequentes ensaios em campo,
buscando elucidar o seu papel na distribuicdo vertical de espécies que apresentam o
mesmo ou diferentes nichos. Como consequéncia, tais modificacao fisiolégicas e
realocacdo das defesas poderiam alterar os padrdes de preferéncia alimentar na
planta, resultando em competi¢do intra e/ou interespecifica, 0 que também merece
futura investigagéo.

Esse trabalho demonstra de forma consistente que a inducibilidade das defesas
em soja a lagarta desfolhadora S. cosmioides é dependente do gendtipo e posicao
foliar na planta. Também foi determinado que, ao se avaliar genotipos quanto a
resisténcia constitutiva e induzida, o emprego de diferentes formas de oferecimento
do substrato alimentar aos insetos pode resultar em variagcbes nas respostas
bioldgicas. Os resultados aqui encontrados sugerem que esses fatores intrinsecos das
plantas e possiveis efeitos que podem ocasionar nos insetos devem ser levados em
consideracdo ao categorizar uma planta quanto a resisténcia, visto a plasticidade
fenotipica das plantas de soja e de outras espécies vegetais relatadas na literatura
frente a agentes de estresse. Por fim, reitera-se a importancia que as respostas
induzidas por herbivoria podem exercer na regulagéo populacional de insetos fitofagos
em um agroecossistema, instigando futuros estudos a investigarem a influéncia da
resisténcia induzida sobre a distribuicdo e competicdo em populacdes de insetos que

compartilham semelhantes e distintos nichos.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Considerada uma das culturas mais importantes no mundo, a soja € produzida
em mais de 70 paises (HARTMAN, 2011), sendo o Brasil o segundo maior produtor
desta oleaginosa (USDA, 2016). Entre os fatores limitantes da producéo de graos,
estdo os artropodes-praga, que atacam as plantas durante todo o ciclo. Entre as
pragas que causam prejuizos a cultura da soja, Spodoptera cosmioides (Walker,
1858) (Lepdodptera: Noctuidae) tem provocado redugbes significativas na sua
produtividade (MOSCARDI et al.,, 2012) em consequéncia da ineficiéncia dos
principais métodos de controle utilizados atualmente, como o cultivo da soja Bt
(BERNARDI et al., 2014), aliado ao comportamento voraz desta espécie comparado
a outros lepidopteros pragas da soja (BUENO et al.,, 2011). Portanto, métodos
alternativos dentro do manejo integrado de pragas como a resisténcia de plantas a
insetos, tornam-se ferramentas fundamentais como taticas de controle para S.
cosmioides.

Ao longo de sua evolucao as plantas desenvolveram mecanismos de defesa a
estresses bibticos e abidticos, que sdo classificados em constitutivos e/ou induzidos.
As defesas constitutivas sdo herancgas quantitativas ou qualitativas de mecanismos de
resisténcia a diversos organismos expressos constantemente nas plantas, sem
depender do reconhecimento de elicitores. As defesas induzidas sdo herancas
guantitativas e/ou qualitativas de mecanismos de defesa das plantas produzidos em
resposta a estimulos extrinsecos fisicos ou quimicos. Estes mecanismos de defesa
podem ser encontrados em diferentes partes e estruturas das plantas (COLEY;
BARONE, 1996; KARBAN; BALDWIN, 1997; SMITH, 2005). No entanto, diversas
variacbes em fatores intrinsecas as plantas, tais como o genoétipo, a idade da
folha/posicéao foliar, a estrutura vegetal, e a idade da planta/estadio fenol6gico podem
afetar a expressédo da resisténcia ao ataque de insetos e outros artropodes (SMITH,
2005).

Desse modo, para a realizacdo de testes visando a selecdo de genotipos
resistentes a um determinado inseto, trabalhos prévios sdo imprescindiveis para a
determinacao de metodologias que sejam mais precisas em demonstrar variagdes nos

niveis de resisténcia entre genotipos.
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Portanto, este estudo buscou avaliar alguns fatores relacionados as plantas de
soja que podem influenciar a expressao da resisténcia constitutiva e induzida a S.
cosmioides. Na primeira parte, observou-se que a expressdo da resisténcia
constitutiva é influenciada pelo tipo de substrato oferecido para alimentacdo das
lagartas, posicéao foliar/idade foliar, e estrutura vegetal. A melhor distincdo dos niveis
de resisténcia entre os gendtipos resistente (Pl 227682) e suscetivel (Pionner
98Y11RR) foi observada em foliolos coletados da parte inferior das plantas. A vagem,
além de menos preferida para alimentagéo, afetou negativamente o desenvolvimento
larval de S. cosmioides.

A partir desses resultados, foi possivel determinar uma metodologia adequada
que permite melhor distincdo dos possiveis niveis de resisténcia entre diferentes
gendtipos de soja a serem avaliados em trabalhos posteriores que tenham o intuito de
avaliar gendtipos de soja quanto a resisténcia constitutiva a S. cosmioides.

Na segunda parte, verificou-se que as respostas induzidas de defesa foram
dependentes do gendtipo de soja e posicéo foliar na planta. O gendtipo resistente
expressou resisténcia induzida a S. cosmioides quando as plantas foram previamente
injuriadas por lagartas dessa espécie, enquanto que o0 genotipo suscetivel néo
apresentou inducéo de resisténcia. Além disso, a expressao de resisténcia induzida
no genatipo resistente foi melhor observada utilizando-se disco foliar coletado da parte
superior do que com o uso de foliolo inteiro nos ensaios.

Visto as variacfes quanto a influéncia de alguns fatores intrinsecos as plantas
de soja na resisténcia constitutiva e induzida a S. cosmioides, este estudo reitera a
importancia da determinacédo de metodologias prévias em estudos em resisténcia de
plantas. Nesse contexto, os resultados aqui encontrados apontam para novas
perspectivas no manejo de S. cosmioides na cultura da soja.

Em primeiro lugar, o conhecimento a respeito da posi¢cao na planta e estrutura
vegetal onde as lagartas de S. cosmioides preferem se alimentar em plantas de soja
direciona o0 monitoramento da praga nos periodos de maior probabilidade de
ocorréncia dessa espécie, possibilitando maior eficiéncia na amostragem e no
controle. Além disso, os resultados evidenciam a potencial influéncia que os efeitos
de defesa induzidos podem exercer na distribuicdo espacial e competicédo intra e
interespecifica de insetos fitofagos, o que pode afetar o estabelecimento e dispersao
das lagartas de S. cosmioides em lavouras de soja. Portanto, este trabalho fornece

subsidios para novos estudos relacionados as interagfes planta-inseto, sobre o papel
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da resisténcia de plantas na dinamica populacional entre espécies de lagartas
desfolhadoras da soja, e manejo integrado de S. cosmioides em cultivares
transgénicas Bt e n&o transgénicas, 0s quais certamente se tornardo mais frequentes
devido ao gradual aumento populacional e importancia econémica da espécie nas

principais regides produtoras de soja do Brasil.
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