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METODOLOGIA DE PESQUISA, CATEGORIAS E MECANISMOS DE
RESISTENCIA EM MILHO A Diabrotica speciosa (GERMAR) E Oligonychus
pratensis (BANKS)

RESUMO - O inseto Diabrotica speciosa (Germar) e o acaro Oligonychus pratensis
(Banks) representam uma das principais pragas da cultura do milho, no Brasil e nos
EUA, respectivamente. Essas pragas sao controladas principalmente via aplicacao de
inseticidas quimicos; contudo, h& alternativas para tornar o0 manejo dessas pragas
menos impactante, como o uso de plantas resistentes. Assim, esse trabalho teve
como objetivo avaliar: (1) a resisténcia de cultivares de milho crioulo a D. speciosa;
(2) a resisténcia de hibridos de milho resistentes a seca ao acaro O. pratensis; (3) 0s
mecanismos relacionados com a resisténcia a essas pragas; e (4) definir, através de
testes de metodologia de pesquisa, a melhor forma para a condugao dos ensaios.
Desse modo, o presente trabalho € constituido por quatro pesquisas. Na primeira
pesquisa, foi avaliada a antibiose em 19 cultivares de milho crioulo a D. speciosa,
investigando se a expressdo dessa categoria de resisténcia estava associada com
algum mecanismo morfoldgico (lignina, celulose, fibras, e hemicelulose) ou quimico
(fendis totais). No segundo trabalho, estudou-se a tolerancia em seis cultivares de
milho crioulo, previamente selecionados no teste de antibiose. A toleréncia foi
correlacionada com alguns componentes que participam do metabolismo primario
vegetal, como a clorofila, os carotenoides, a glicina betaina, e a prolina. Em um
terceiro experimento, foi avaliada a oviposicao de D. speciosa nas seis cultivares
selecionadas, discutindo os resultados quanto ao comportamento do inseto. No quarto
ensaio, estudou-se a antibiose e a tolerancia a O. pratensis em hibridos de milho
resistentes a seca. Nessa pesquisa, foi avaliado se marcadores moleculares
associados com resisténcia a estresses bidticos amplificariam o DNA de plantas
resistente e suscetivel, e se seria visualizado polimorfismos nos padrées de banda do
DNA quando examinados em gel de agarose. As cultivares de milho crioulo Pérola,
Fortuna e Palha Roxa manifestaram antibiose a D. speciosa, sendo isso observado
no desenvolvimento e na sobrevivéncia (Pérola e Fortuna), e na fertilidade (Palha
Roxa) do inseto. Observou-se que as cultivares resistentes exibiram as menores
perdas de lignina, celulose, fibras e hemicelulose nas raizes de milho injuriadas por
larvas de D. speciosa. A cultivar Azteca, que foi a mais suscetivel em teste de
antibiose, se destacou como a mais tolerante ao ataque da praga, além de apresentar
0s maiores teores de clorofilas e carotenoides. No que diz respeito a preferéncia para
oviposicdo, as fémeas de D. speciosa ovipositaram igualmente em cultivares
resistentes e suscetiveis. O acaro O. pratensis encontrou dificuldades para se
desenvolver e sobreviver no hibrido de milho resistente a seca Artesian. Seis genes
relacionados com resisténcia a estresses bidticos foram encontrados nesse hibrido,
enguanto que no hibrido Droughtgard, que foi suscetivel ao acaro, nenhum daqueles
genes foi observado. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial da
resisténcia de plantas de milho para o controle de pragas agricolas, fornecendo
informacdes a respeito de alguns dos mecanismos envolvidos na resisténcia dos
materiais estudados, contribuindo, assim, para o desenvolvimento do Manejo
Integrado de Pragas.

Palavras-chave: Zea mays L., antibiose, antixenose, tolerancia, barreiras
morfoldgicas, larva-alfinete
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RESEARCH METHODOLOGY, CATEGORIES AND MECHANISMS OF
RESISTANCE IN MAIZE TO Diabrotica speciosa (GERMAR) AND Oligonychus
pratensis (BANKS)

ABSTRACT - The insect Diabrotica speciosa (Germar) and the mite Oligonychus
pratensis (Banks) represent one of the major maize crop pests, in Brazil and in the
USA, respectively. These pests are controlled primarily through the application of
chemical insecticides; however, there are alternatives to make the management of
these pests less impactful, as the use of resistant plants. Thus, this work aimed: (1) to
determine, through testing research methodologies, the best way to conduct the
assays; to evaluate (2) the resistance of maize landraces to D. speciosa and (3) the
resistance of drought resistant maize hybrids to the mite O. pratensis; and lastly, (4) to
reveal the mechanisms associated with the resistance to these pests. Thereby, the
present work is constituted by four researches. In the first research, the antibiosis to
D. speciosa was assessed in 19 maize landraces, investigating whether the expression
of this resistance category was related with some morphological (lignin, cellulose,
fibers, and hemicellulose) or chemical (total phenols) mechanism. In the second work,
the tolerance was studied in six maize landraces previously selected in the antibiosis
test. The tolerance was correlated with some compounds which participate in the
primary metabolism of plants, as the chlorophyll, the carotenoids, the glycine betaine,
and the proline. In a third experiment, the oviposition of D. speciosa was assessed on
the six cultivars selected, discussing the results regarding the insect behavior. In the
fourth assay, the antibiosis and tolerance were assessed to O. pratensis in drought
resistant maize hybrids. This research aimed also to evaluate whether molecular
markers associated with resistance to biotic factors would amplify the DNA of resistant
and susceptible plants, and if it would be visualized polymorphisms in the banding
patterns of the DNA when examined in agarose gel. The maize landraces Pérola,
Fortuna, and Palha Roxa manifested antibiosis to D. speciosa, and it was observed on
the development and survival (Pérola and Fortuna), and on the fertility (Palha Roxa)
of the insect. The resistant cultivars exhibited the lowest losses of lignin, cellulose,
fibers, and hemicellulose in the injured maize roots by D. speciosa larvae. Interestingly,
the cultivar Azteca, which was the most susceptible in the antibiosis test, stood out as
the most tolerant to the pest attack, besides showing the highest amounts of
chlorophyll and carotenoids. With regards to the oviposition preference, the D.
speciosa females laid eggs equally on the resistant and susceptible cultivars. The mite
O. pratensis found difficulties for the development and survival on the Artesian drought
resistant maize hybrid. Six genes associated with resistance to biotic stresses were
found in this hybrid, whereas in the susceptible hybrid, Droughtgard, no one gene was
noted. The results obtained in this work displays the potential of the maize plant
resistance for the control of agricultural pests, providing information as to some
mechanisms involved in the resistance of the materials studied, contributing, thus, for
the development of the Integrated Pest Management.

Keywords: Zea mays L., antibiosis, antixenosis, tolerance, morphological barriers,
corn rootworm



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

O milho (Zea mays L.) € alvo de diversas pragas, que podem atacar diferentes
estruturas da planta, como o sistema radicular (CABRERA WALSH, 2001; FURLAN,
2014) e a parte aérea (SHIVAJI et al., 2010; BYNUM et al., 2015). Entre as pragas
que atacam raizes de plantas de milho, a larva de Diabrotica speciosa (Germar)
(Coleoptera: Chrysomelidae) € a mais disseminada e abundante na América do Sul
(CHRISTENSEN, 1943; CABRERA WALSH, 2003). A injdria causada pela
alimentacao de larvas de D. speciosa em plantas de milho pode causar atraso no
desenvolvimento e aumentar a suscetibilidade das mesmas ao acamamento (BOFF,;
GANDIN, 1992; MARQUES:; AVILA; PARRA, 1999).

No que se refere as pragas da parte aérea, o acaro Oligonychus pratensis
(Banks) (Acari: Tetranychidae), que € uma praga nativa dos Estados Unidos da
América (STICKNEY; BARNES; SIMMONS, 1950), destaca-se por provocar danos
em algumas gramineas, inclusive milho, em diversas regides dos continentes
Americano e Africano (PEAIRS, 2014a). Suas col6nias sdo constituidas por ovos,
larvas, ninfas e adultos, e sdo encontradas comumente na regido abaxial das folhas,
eventualmente matando a folha e deixando-a com uma aparéncia chamuscada ou
gueimada (PEAIRS, 2014b).

O controle de ambas as pragas mencionadas acima € realizado através da
aplicacdo de inseticidas quimicos sintéticos, sendo através de tratamento de
sementes ou aplicacdo no sulco de plantio para o controle de larvas de D. speciosa
(ARRUDA-GATTI; VENTURA, 2003), e aplicacao foliar de acaricidas para o controle
do acaro O. pratensis (BYNUM; ARCHER, 2002). Devido ao uso de poucos
ingredientes ativos para o controle destas pragas, o que implica em poucos modos de
acao, o surgimento de individuos resistentes pode ser um problema grave no que se
refere ao manejo de pragas e ao meio ambiente (BYNUM; ARCHER, 2002; MAPA,
2016).

Por isso, a resisténcia de plantas € uma importante tatica de controle de pragas,

sendo definida por Smith (2005) como a soma das qualidades constitutivas herdadas



geneticamente, que resulta em uma planta de uma cultivar ou espécie ser menos
danificada do que outra suscetivel. Atualmente a resisténcia de plantas é classificada
em antibiose, antixenose ou nédo-preferéncia, e tolerancia. De acordo com Smith
(2005), a antibiose se caracteriza pela expressdao de efeitos negativos na
sobrevivéncia e desenvolvimento do artropode, enquanto que a antixenose implica em
efeitos negativos no comportamento do artrépode, seja para alimentacao, oviposicao,
ou abrigo. Boica Junior et al. (2015) definiu a tolerancia como a capacidade das
plantas de suportar ou recuperar-se das injurias causadas por um inseto, e no final,
apresentar produtividade semelhante de plantas ndo atacadas.

Uma planta pode expressar resisténcia devido a presenca de caracteristicas
morfoldgicas, quimicas, ou fisicas (BOICA JUNIOR et al., 2015). No que se refere aos
fatores morfologicos, paredes celulares de plantas fortalecidas pela deposicdo de
macromoléculas, tais como celulose, lignina, suberina, e calose, além de fibras
esclerenquiméticas, tornam uma planta resistente a injliria mecanica, assim como a
acao de corte das mandibulas, ou a penetracdo dos aparatos bucais de insetos
sugadores, e ovipositores de insetos herbivoros (COLEY, 1983; SCHOONHOVEN,;
VAN LOON; DICKE, 2005).

Quanto as caracteristicas quimicas, em particular, a tolerancia pode ser
determinada pela presenca de diferentes compostos envolvidos no metabolismo
primario das plantas. Existe uma relacdo entre a tolerancia e a fotossintese, na qual
as clorofilas apresentam importante papel por promover maior crescimento e
acumulacdo de matéria seca, assim como ao auxiliar a adaptacdo da planta ao
ambiente (ENGEL; POGGIANI, 1991). Os carotenoides também apresentam
importancia na tolerancia de plantas, porque além de se apresentarem como
componentes essenciais do aparato fotossintético, sdo pigmentos de plantas que
funcionam como antioxidantes e precursores de hormdnios (HOWITT; POGSON,
2006).

A glicina betaina é um composto quaternario de amobnio, abundante
principalmente no cloroplasto onde ela desempenha um papel vital no ajuste e
protecdo da membrana do tilacoide, desse modo mantendo a eficiéncia fotossintética
(GENARD et al., 1991), levando a planta a tolerar diferentes tipos de estresses

ambientais, principalmente abidticos (HUANG et al., 2000). Glicina betaina ndo atua



na remocao direta das espécies reativas a oxigénio (ROS), como radical superdxido
(02"), peroxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxila (OH*) e oxigénio singleto (‘O2),
as quais sao toéxicas as plantas quando em altas concentracdes. Entretanto, a glicina
betaina atenua os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo de outras formas, como
na ativagéo ou estabilizacdo de enzimas que removem as ROS (CHEN; MURATA,
2008).

A acumulacdo do aminoacido proteinogénico prolina pode influenciar na
tolerancia de plantas aos estresses ambientais de diversas formas. Diversos estudos
tém atribuido uma caracteristica antioxidante a prolina, sugerindo a atividade de
remocdo das ROS (MATYSIK; BHALU; MOHANTY, 2002), exercendo também a
funcdo de chaperona molecular, protegendo a integridade da proteina e otimizando
as atividades de diferentes enzimas (RAJENDRAKUMAR; REDDY; REDDY, 1994).

Desse modo, diante da importancia das pragas D. speciosa e O. pratensis, no
Brasil e nos Estados Unidos, respectivamente, a presente pesquisa teve como
objetivo a identificacdo de gendtipos resistentes a essas pragas, assim como tentar
correlacionar a resisténcia nas diferentes categorias com diversas causas
morfolégicas e quimicas, avaliando-se ainda genes importantes na expressao da

resisténcia em milho a O. pratensis.

2. Revisao de literatura

2.1. A cultura do milho

A cadeia produtiva do milho é uma das mais importantes do agronegocio
brasileiro, correspondendo a 37% da producdo nacional de graos, quando
considerando apenas a producao primaria (CALDARELLI; BACCHI, 2012). O Brasil é
classificado atualmente como o terceiro maior produtor mundial de milho, com uma
producdo de 78,98 milhdes de toneladas na safra 2015/2016 (CONAB, 2016). A
importancia econdmica do milho é caracterizada pelas diferentes op¢cdes de seu uso,
gue pode ser destinado para diversos fins, como a alimentacdo animal e a industria
de alta tecnologia. O uso do milho em grao para alimentagdo animal representa a

maior parte do consumo desse cereal, o que equivale a 70% da produg¢dao mundial.



Nos Estados Unidos, aproximadamente 50% é destinado para esse fim, enquanto que
no Brasil varia entre 60 a 80% (DUARTE; MATTOSO; GARCIA, 2016).

O milho € uma espécie monocotiledénea, diploide e albgama, pertencente a
familia Poaceae, Subfamilia Panicoidae, género Zea e espécie Zea mays L. E
herbacea, mondica, com os dois sexos na mesma planta em inflorescéncias diferentes
(PATERNIANI; CAMPOS, 1999), completa seu ciclo em quatro a cinco meses,
caracterizando uma planta anual (PONS; BRESOLIN, 1981). E uma espécie originaria
da América do Norte, com centro de origem genética no México, geralmente
consumida in natura para alimentacdo humana. Assim, caracteriza-se como um dos
cereais mais cultivados no planeta devido ao seu alto potencial produtivo e ao seu
valor nutritivo (ANDRADE et al., 2006).

A diversidade genética presente no milho possibilita 0 seu cultivo nos mais
diversos ambientes. O milho é cultivado desde a latitude 58°N até 40°S,
desenvolvendo-se desde o nivel do mar até 3.800 m de altitude (HALLAUER;
MIRANDA FILHO, 1988). Ademais, o milho é a espécie vegetal geneticamente mais
estudada e, consequentemente, a heranca de inUmeros caracteres e 0 seu genoma
sdo bem conhecidos. Sua importancia econémica, estrutura genética, o numero de
Ccromossomos, o tipo de reproducéo, a facilidade para realizar polinizagbes manuais e
a possibilidade de gerar diferentes tipos de progénies, sao fatores que muito
contribuiram no sentido de tornar este cereal um modelo para as espécies albgamas
(NASS; PATERNIANI, 2000).

O germoplasma de milho é constituido por racas crioulas (locais), populacdes
adaptadas e materiais exéticos introduzidos, sendo caracterizado por uma extensa
variabilidade genética. A demanda constatada junto aos melhoristas de plantas por
conhecimentos mais abrangentes, tanto qualitativos como quantitativos, sobre o
germoplasma de milho no Brasil € cada vez mais intensa (NASS; PELLICANO;
VALOIS, 1993), o que pode ser verificado pela grande competitividade existente no
mercado pelo desenvolvimento de novas cultivares (ARAUJO; NASS, 2002). Essa
grande diversidade genética encontrada no milho é considerada um modelo de
evolucdo, uma vez que a evolugdo corresponde a transformacgdes nas frequéncias

génicas ao longo das gerac¢des (GARBUGLIO et al., 2007).



Plantas crioulas ndo apresentam modificacéo pela biotecnologia ou por outros
processos de melhoramento (MOURAQ, 2004). Zeven (1998), em uma revis&o sobre
definigdes para cultivares crioulas, concluiu que a melhor definigdo seria “uma
variedade nativa com uma alta capacidade de tolerar estresses bioticos e abioticos
resultando em alta estabilidade de producao e um nivel intermediario de producéo sob
um sistema agricola com baixo investimento”. A adaptabilidade de cultivares de milho
crioulo as diferentes condicbes ambientais tem criado variacdo para caracteristicas
agrondmicas e de qualidade, incluindo resisténcia aos estresses bidticos e abioticos
(MAHAR et al., 2009). Esses materiais podem ser explorados na tentativa de se
encontrar genes responsaveis pela expresséo da resisténcia, e assim incorporar 0s
mesmos nos germoplasmas atuais via transgenia (HAKE; ROSS-IBARRA, 2015),
devido sua variabilidade genética (LIA et al., 2009).

No Brasil, as cultivares crioulas sé&o cultivadas por agricultores familiares e
comunidades rurais, que em sua maioria, praticam uma agricultura com menos acesso
a tecnologia (JANTARA; SILVA, 2012). Nessas condicdes, essas cultivares podem
apresentar uma produtividade similar ao das cultivares comerciais, uma vez que
apresentam elevado potencial de adaptacéo e rusticidade, podendo ser exploradas
na busca por genes que conferem resisténcia a diferentes estresses ambientais, como
os insetos-praga (ARAUJO; NASS, 2002).

As cultivares crioulas apresentam ampla diversidade genética, podendo-se
adaptar a diferentes habitats. Essas caracteristicas foram adquiridas como resultado
da selecdo natural combinada com a presséo de selecdo imposta pela acdo de
sucessivas geracfes de agricultores no ambiente local, através do cruzamento de
variedades ou pela selecéo intrapopulacional de plantas mais adaptadas aos seus
sistemas de cultivo (FERREIRA; MOREIRA; HIDALGO, 2009).

Nos Estados Unidos, ultimamente tem se dado atencdo ao melhoramento de
plantas de milho visando a resisténcia a seca. Em alguns anos, a producao pode ser
significativamente reduzida por limitagdes temporarias de agua, que podem variar em
relacdo ao momento, a duragdo e a severidade. No entanto, uma seca disseminada e
prolongada, que provoca reduc¢des na producéo de gréos sobre uma ampla area, pode

ocorrer em alguns anos, sendo 2012 a ocorréncia mais recente (BOYER et al., 2013).



Tem se observado que alguns hibridos de milho resistentes a seca também
apresentam resisténcia contra acaros-praga (BYNUM, 2012).

Em relacdo ao aspecto social, o milho € extremamente importante nos sistemas
vinculados a agricultura familiar. Esses produtores possuem pouca tecnologia e
capital para investimento, ndo tém grandes extensbes de terras, e utilizam as
cultivares crioulas, que podem ser reutilizadas nas safras seguintes preservando o
seu potencial produtivo, desde que seja conservada a pureza genética. Algumas delas
se destacam e tém demonstrado potencial produtivo igual ou superior ao de cultivares
melhoradas de alto rendimento, confirmando a importancia das cultivares locais,
sobretudo como fonte de germoplasma na busca por genes com resisténcia,
tolerancia e/ou eficiéncia em relacdo aos estresses bibticos e abidticos (ARAUJO;
NASS, 2002; CRUZ, et al., 2011).

2.2. Diabrotica speciosa

O g¢énero Diabrotica Chevrolat abrange 15 espécies e subespécies
identificadas como pragas de 61 tipos de plantas cultivadas. Neste contexto, D.
speciosa € a espécie mais conhecida, apresentando ampla distribuicdo na América
do Sul (KRYSAN, 1986), e encontra-se estabelecida em diversos estados brasileiros
(LAUMANN et al., 2003), normalmente se apresentando junto com outras espécies
dos géneros Diabrotica, Cerotoma Olivier e Acalymma Barber, formando assim um
complexo de espécies-praga (AVILA, 1999). E um crisomelideo polifago, causando
danos em varias espécies de plantas olericolas (SILVA et al., 1968), além das culturas
de milho, soja [Glycine max (L.) Merr.], feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), amendoim
(Arachis hypogaea L.) e batata (Solanum tuberosum L.) (LAUMANN et al., 2003).

Os adultos de D. speciosa sdo de coloracdo esverdeada, possuindo trés
manchas amarelas em cada élitro; as tibias e tarsos sdo negros e a cabeca marrom,
sendo esse inseto popularmente conhecido como “patriota”, “brasileirinho” ou
“vaquinha verde-amarela”. Medem cerca de 6 mm de comprimento, sendo os machos
menores do que as fémeas (AVILA; MILANEZ, 2004). A longevidade dos adultos, o
ritmo de postura e a fecundidade dependem do tipo de alimento nas fases larval e
adulta (MILANEZ, 1995).



As fémeas de D. speciosa realizam a oviposi¢do no solo, ao redor das plantas.
Os ovos sédo amarelos e medem 0,5 mm de didmetro. O periodo de incubacgéo varia
de 6 a 8 dias. A fase larval passa por trés instares e a larva atinge 10 mm de
comprimento, apresentando coloracdo esbranquicada, cabeca marrom e tem uma
placa quitinizada escura no ultimo segmento abdominal. O periodo médio larval é de
18 dias. Os crisomelideos, ap6s completarem a fase larval, se dirigem ao solo onde
constroem uma camara para se transformarem em pré-pupa e pupa. O periodo médio
pré-pupal é de 5 dias e o pupal é de 7 dias. O ciclo de vida varia de 24 até 40 dias. A
temperatura € um fator meteorolégico que afeta a taxa de desenvolvimento das fases
imaturas, bem como a longevidade de adultos e a reproducdo (MILANEZ; PARRA,
2000; AVILA; PARRA, 2001).

Como resultado do ataque de larvas de D. speciosa, na cultura do milho, o
prejuizo causado tem sido expressivo nos estados do sul e em algumas areas das
regides sudeste e centro-oeste do Brasil. No sul, em areas onde 0s solos séo
geralmente ricos em matéria organica, e também mais umidos, o desenvolvimento e
a sobrevivéncia desse inseto sado favorecidos. Em areas irrigadas das regifes sudeste
e centro-oeste do Brasil, onde varias culturas hospedeiras sdo cultivadas em
sucessdo, os danos tém sido representativos. As larvas alimentam-se das raizes,
reduzindo a capacidade das plantas em absorver 4gua e nutrientes, tornando-as
menos produtivas e sujeitas ao acamamento, além de causar perdas quando a
colheita é realizada mecanicamente (VIANA, 2010).

Alguns métodos de controle sdo relatados para D. speciosa, na literatura,
destacando-se o controle bioldgico, por ser uma tatica promissora para o0 manejo da
praga. Varios inimigos naturais sédo descritos atacando adultos da vaquinha, sendo de
ocorréncia mais frequente as espécies de parasitoides Celatoria bosqi Blanchard
(Diptera: Tachinidae), Centistes gasseni Shaw (Hymenoptera: Braconidae), além dos
fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. e
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson. O controle de larvas, especialmente com
fungos, tem grande potencial para ser implementado em condi¢des de campo (AVILA;
MILANEZ, 2004).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a isca de “taiuia”, Cayaponia tayuya

(Vell.) Cogn. (Cucurbitaceae), e outras cucurbitaceas com o mesmo nome popular,



podem ser utilizadas para o controle comportamental de D. speciosa, associando-as
ao controle biolégico, como exemplo esporos dos entomopatégenos B. bassiana e
M.anisopliae (DAOUST; PEREIRA, 1986a; DAOUST; PEREIRA, 1986b), e também
associando ao controle quimico, com a utilizacéo de inseticidas (KOCH, 1981).

No que diz respeito ao controle quimico, diversos produtos estao registrados
para o controle de larvas de D. speciosa em milho, como inseticidas a base de fipronil,
bifentrina, e terbufds, os quais séo aplicados no sulco de plantio para o controle da
praga (MAPA, 2016). O impacto econdmico na agricultura e o montante de recursos
gastos para o controle de D. speciosa no Brasil ndo foram ainda estimados, embora
se apligue anualmente uma expressiva quantidade de ingredientes ativos para o
controle tanto de adultos como de larvas dessa praga, especialmente nas culturas de
milho, feijiio e batata, principalmente nas regides sul e sudeste do Pais (AVILA;
SANTANA, 2011).

Poucos trabalhos foram realizados com a finalidade de se avaliar a resisténcia
de plantas de milho a larvas de D. speciosa. Tokarski et al. (2013) avaliaram as injarias
provocadas por larvas de D. speciosa em raizes de milho, e observaram que 0s
hibridos Pioneer 30F53H e P2530 apresentaram menores porcentagens de injaria do
que os hibridos Pioneer 30R50H e DKB240PRO. Entretanto, pesquisas em resisténcia
de plantas a essa praga foram realizadas em outras culturas de importancia
econdbmica. Em um trabalho com gendétipos de soja, Costa et al. (2014a) relataram
que os gendtipos Pl 227687, DM 339, e Pl 274454 foram os menos preferidos para
oviposicdo de D. speciosa, sendo posteriormente esses mesmos genotipos 0s mais
resistentes na categoria antibiose (COSTA et al., 2014b). Boica Junior et al. (2015)
concluiram que a cultivar de feijoeiro Onix manifestou antixenose e tolerancia a D.

speciosa, se destancando entre 10 cultivares.
2.3. Oligonychus pratensis
Oligonychus pratensis é uma espécie de acaro nativa dos EUA (STICKNEY;

BARNES; SIMMONS, 1950), e apresenta uma ampla distribuicio neste Pais
(JEPPSON; KEIFER; BAKER, 1975). Essa praga € encontrada provocando danos em



algumas gramineas, como milho, sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench], e trigo
(Triticum aestivum L.), em diversas regides da América e da Africa (PEAIRS, 2014a).

Individuos de O. pratensis produzem uma grande quantidade de teia, com a
finalidade de proteger suas colonias de algumas ameacas, como 0s predadores
(GANJISAFFAR; PERRING, 2015). Essas coldnias sao constituidas por ovos, larvas,
ninfas e adultos, e sdo encontradas comumente na regido abaxial das folhas,
eventualmente matando a folha e deixando-a com uma aparéncia chamuscada ou
gueimada (PEAIRS, 2014b).

Os adultos de O. pratensis sdo minusculos (menor que 0,80 mm), de formato
oval, e variam em coloracdo, dependendo de fatores como a alimentacdo, podendo
ser verde, amarelo, marrom-avermelhado a quase preto. Os machos séo levemente
menores e menos arredondados do que as fémeas (UNL, 2016). Os ovos sao
esféricos e inicialmente transparentes, mas escurecem antes da eclosao das larvas.
Posteriormente a ecloséo, que ocorre entre 3 a 10 dias apds a oviposi¢cdo (BREWER,
1995), os acaros passam por varios estagios de desenvolvimento, sendo que a larva
eclode com seis pares de pernas, enquanto que os estadios ninfais e os adultos
apresentam oito pares de pernas. Essa espécie de &caro entra em diapausa na forma
de fémeas adultas e ninfas, e a atividade é retomada assim que a temperatura comeca
a subir na primavera (UNL, 2016). H& mdultiplas geracdes por ano, e cada geragao
pode ser completada em 10 dias nas condi¢cdes do verdo (BREWER, 1995).

As infestacbes de O. pratensis iniciam-se na regido inferior da planta, e
gradualmente os acaros se movem em direcdo ascendente para colonizar as folhas
da parte superior das plantas (PEAIRS, 2014b). Diversos fatores influenciam o nivel
de infestacdo desse acaro, incluindo estresse a seca, temperaturas elevadas, baixa
precipitacdo, baixa umidade, auséncia de acaros competidores, como Tetranychus
urticae Koch (Acari: Tetranychidae), auséncia de inimigos naturais, e o uso de
inseticidas (PEAIRS, 2014b).

Oligonychus pratensis, de forma similar a outros acaros tetraniquideos, perfura
as ceélulas da planta e se alimenta do conteudo celular que extravasa. Em
consequéncia dessa alimentacdo, as folhas tornam-se cobertas com pontos
cloréticos. Com a continuacdo da alimentag&o, mais injuarias ocorrem, e a folha inteira
pode perecer (BREWER, 1995).
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Archer e Bynum (1990) relataram que O. pratensis pode provocar, na cultura
do milho, uma perda de produtividade de cerca de 0,2% para cada 1% de folha de
milho infestada com esse herbivoro, entre o final do periodo vegetativo até o estagio
reprodutivo R5 (grdo farinaceo-duro). Peairs (2014b) afirmou que no estado do
Colorado, EUA, as perdas na producdo de milho devido a alimentacdo desse &caro
podem chegar a 40% quando o material € cultivado para silagem.

O controle de O. pratensis é feito principalmente com o uso de acaricidas
guimicos. Entretanto, essa pratica vem selecionando individuos com resisténcia a
diversos ingredientes ativos, como bifentrina, dimetoato e amitraz (BYNUM; ARCHER,
2002), e os niveis de resisténcia dependem de fatores como localidade e ano de
cultivo (PEAIRS, 2014b).

Uma alternativa ao controle quimico € a liberacdo de acaros predadores.
Ganjisaffar e Perring (2015) notaram que a liberagédo do acaro predador Galendromus
flumenis (Chant) (Acari: Phytoseiidae) € viavel para o controle de O. pratensis. Esses
autores observaram que aquele fitoseideo prefere predar ovos de O. pratensis, e as
liberacdes inundativas devem ser realizadas no inicio da colonizacdo dessa praga
para se obter um controle eficiente.

Nos ultimos anos, tem se observado que alguns hibridos de milho resistentes
a seca apresentam também resisténcia contra acaros-praga (BYNUM, 2012). No
entanto, o cultivo de milho resistente a seca € uma pratica muito recente nos EUA
(TOLLEFSON, 2011), e consequentemente, até o momento ndo ha na literatura
trabalhos abordando esse tema. N&o diferentemente, trabalhos avaliando a
resisténcia ou toleradncia em genétipos de milho a O. pratensis sdo escassos. Stiefel
e Margolies (1992) avaliaram a razao sexual de O. pratensis sob diferentes condigdes,
entre estas, plantas de milho e sorgo. Nao houve diferencas em relacao a propor¢cao
sexual de descendentes de fémeas criadas em milho hibrido Pioneer 3377, ou uma
linhagem resistente (SC-599-6) de sorgo, ou uma variedade suscetivel (Wheatland)
de sorgo. Archer et al. (1990) avaliaram a infestagdo desse acaro em cultivares de
sorgo com diferentes niveis de metabolismo do nitrogénio, e concluiram que o menor
namero de acaros foi encontrado na cultivar SC325-12, classificada como uma cultivar
gue apresenta eficiéncia no metabolismo do nitrogénio; em contrapartida, altas

infestagdes de O. pratensis foram observadas nas cultivares R6956, 77CS1, e SC630-
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11E, que sao cultivares ineficientes no metabolismo do nitrogénio. Perring et al. (1982)
ao avaliar diversas caracteristicas de sorgo granifero que poderiam estar associadas
com a resisténcia a O. pratensis, relataram que um namero similar de individuos de
O. pratensis foi encontrado em cultivares de maturacao precoce e tardia, mas o dano
do acaro foi menor nas cultivares de maturacdo tardia, sugerindo tolerancia a
alimentacdo dessa praga. No que diz respeito a senescéncia, Perring et al. (1982)
notaram que houve maior numero de acaros e maior dano em plantas senescentes

do que em plantas ndo senescentes.

2.4. Resisténcia de plantas a artropodes

Héa aproximadamente 11.000 anos atras, os agricultores envolvidos na pratica
inicial da agricultura na Crescente Fértil (regido do Oriente Médio) e outras regides do
mundo, possivelmente notaram que as plantas que eles selecionavam para propdésitos
agricolas divergiam na suscetibilidade a pragas (HOLDEN; PEACOCK; WILLIAMS,
1993; PANDA; KHUSH, 1995). No entanto, cultivares resistentes a artropodes foram
cultivadas muito tempo depois, durante o inicio dos estudos em entomologia aplicada
nos séculos XVIII e XIX. Um marco histérico na resisténcia de plantas a artrépodes foi
a enxertia de variedades de videira (Vitis vinifera L.) europeias em porta-enxertos
americanos resistentes ao pulgdo Daktulosphaira vitifoliae (Fitch) (Hemiptera:
Phylloxeridae), o que restaurou a rentabilidade da industria vinicola francesa (SMITH,
1989; PANDA; KHUSH, 1995), devido a reducédo nas injurias provocadas nas raizes
das plantas (WALKER, 1992).

O primeiro livro sobre resisténcia de plantas a artrépodes, Insect Resistance in
Crop Plants, foi escrito por Reginald H. Painter (PAINTER, 1951), o fundador desta
area de pesquisa nos EUA. Trés tipos de resisténcia de plantas a artrépodes séo
referidos na literatura. Esses tipos de resisténcia foram originalmente definidos por
Painter (1951) como mecanismos, e foram mais tarde denominados de forma mais
precisa como categorias, quais sejam antibiose, antixenose ou néo-preferéncia, e
tolerancia (HORBER, 1980). Smith (2005) citou que por definicdo, uma categoria é
uma classe geral ou grupo. De forma contraria, um mecanismo esta relacionado a um

fundamento fisico ou um processo quimico envolvido em uma agéo, reacao, ou outro
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fendbmeno natural. Diferentemente, o termo base se refere ao fundamento ou ao
componente principal de algo. Assim, o termo categoria se refere a forma que um
grupo de itens sao classificados, enquanto que os termos base e mecanismo denotam
o0 processo principal que governa um fendmeno natural (SMITH, 2005). Os
mecanismos de resisténcia, por sua vez, podem ser de origem quimica, morfoldgica,
ou fisica (SMITH; CLEMENT, 2012).

2.4.1. Defesas diretas e indiretas de plantas a artrépodes

Ao longo do tempo, as plantas desenvolveram caracteristicas para a
manifestacdo de mecanismos de resisténcia, que podem atuar de forma direta e
indireta, a fim de reduzir o ataque dos artropodes. As defesas diretas incluem barreiras
morfologicas (também conhecidas como estruturais), como a rigidez do tecido, a
pubescéncia da planta, e tricomas glandulares e ndo glandulares. As defesas diretas
também incluem aleloguimicos em tecidos de plantas, que provocam efeitos
antialimentar, toxico, ou repelente aos artropodes, como exemplo os inibidores de
enzimas digestivas, as lectinas, os glucosinolatos, os alcaloides, e os terpenoides
(SADASIVAM; THAYUMANAVAN, 2003; SMITH, 2010).

As defesas indiretas consistem de compostos organicos volateis liberados por
plantas injuriadas por artropodes-praga, que atraem predadores ou parasitoides, ou

que repelem a oviposicao de artropodes-praga (KESSLER; BALDWIN, 2002).

2.4.2. Processos morfolégicos na defesa da planta contra artrépodes

As caracteristicas morfolégicas que impde uma barreira ao ataque dos
artropodes, que incluem a rigidez dos tecidos (devido a presenca de componentes
como lignina e celulose), as ceras na superficie da epiderme, os tricomas, e a
arquitetura da planta, sdo expressées finais de processos bioquimicos regulados
geneticamente (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005).

Paredes celulares das plantas fortalecidas pela deposicdo de algumas
macromoléculas, como a celulose, a lignina, a suberina, e a calose, além de fibras

esclerenquimaticas, tornam uma planta resistente a injlria mecéanica, assim como a
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acdo de corte das mandibulas, ou a penetracdo dos aparatos bucais de insetos
sugadores, e ovipositores de insetos herbivoros (COLEY, 1983; SCHOONHOVEN,;
VAN LOON; DICKE, 2005).

A lignina, assim como outros tipos de fibras alimentares, promovem resisténcia
a artropodes. Duas possiveis causas para esse fenbmeno sdo (1) aumento na
densidade de massa do alimento, que consequentemente implica em menores teores
de nutrientes (BUENDGEN et al., 1990; BEEGHLY; COORS; LEE, 1997) e (2)
aumento na rigidez dos tecidos da epiderme das plantas, causado por uma alta
concentracéo de lignina e outros componentes da parede celular (BERGVINSON et
al., 1994), como aqueles citados acima.

2.4.3. Processos quimicos na defesa da planta contra artrépodes

As plantas possuem, de forma geral, substancias quimicas divididas em dois
grandes grupos: metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios. Os principais
grupos de metabdlitos primarios da planta, que abrange proteinas, carboidratos, e
lipideos envolvidos em processos fisiolégicos fundamentais da planta, formam
nutrientes essenciais para o desenvolvimento dos herbivoros. Por essa razdo, uma
variacdo qualitativa e quantitativa nos compostos primarios da planta podem ter
efeitos profundos no desempenho e preferéncia do herbivoro (BERENBAUM, 1995).

Os metabdlitos secundarios de plantas podem ser definidos como ‘compostos
de plantas que ndo séao universalmente encontrados em plantas superiores, mas sao
restritos para um certo grupo de plantas, ou ocorrem em determinado grupo de plantas
em concentragfes muito superiores do que outras, e apresenta nenhuma funcéo, ao
menos aparente, no metabolismo primario’ (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE,
2005). Em razdo de seu papel ecologico, os metabdlitos secundarios podem ser
classificados como aleloquimicos. Um aleloquimico é definido como uma ‘substancia
guimica ndo nutricional, produzida por um individuo de uma espécie, que afeta o
crescimento, a saude, o comportamento, ou a biologia da populacdo de uma outra
espécie (WHITTAKER, 1970).

Os fendis de plantas apresentam-se em grande niumero e em forma variada, e

estdo representados em quase todas as classes de metabdlitos secundarios (SMITH,
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1976). Numa interagdo inseto-planta, muitas espécies de planta que apresentam
tecidos injuriados por herbivoros, exibem no local injuriado a sintese de fendis de
defesa, assim como a oxidacdo de fenodis enddgenos pré-formados por polifenol
oxidases, o0 que posteriormente conduz a producéo de quinonas que reduzem o valor

de proteinas alimentares no sistema digestivo do artrépode (SMITH, 2005).

2.4.4. Marcadores moleculares na resisténcia de plantas a artropodes

Nos ultimos 30 anos, a area da biologia molecular tem trazido grandes avangos
para a resisténcia de plantas a artrépodes. O surgimento e o continuo
desenvolvimento de ferramentas moleculares tem tornado mais rapido o processo de
desenvolvimento de gendtipos resistentes através da selecdo de genes diretamente
relacionados com a expressdo de resisténcia a artrépodes (SMITH, 2004; SMITH,
2005). Um dos avancos mais significantes que ocorreram nessa época para 0
desenvolvimento de cultivares melhoradas foi 0 uso de marcadores moleculares para
se identificar e localizar genes de interesse (TANKSLEY; MCCOUCH, 1997).

Diversos marcadores moleculares relacionados com a resisténcia de plantas a
artropodes ja foram relatados. Como exemplo, cita-se a familia do gene mir (“maize
insect resistance” = resisténcia de milho a inseto), especifico da planta de milho, que
consiste de ao menos cinco homoélogos, trés dos quais sao agrupados no cromossomo
6 em uma regido que confere resisténcia a insetos (JIANG et al., 1995). Classificados
como cisteina proteases, esses genes foram diferencialmente expressos em tecido
foliar de milho exposto a alimentacéo de artropodes, como Spodoptera frugiperda (JE
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), onde a maior expressao foi associada com os mais
altos niveis de resisténcia (PECHAN et al., 2000). Pechan et al. (2002) relataram que
a linhagem de milho Mp708, resistente a alimentacdo de algumas espécies de
lepidopteros, produz uma cisteina protease de 33-kDa em resposta a alimentacéo
desses herbivoros. A acumulacdo dessa cisteina protease em folhas de milho foi
correlacionada com uma significante reducdo no crescimento das lagartas que
resultou da ineficiente utilizacdo de nutrientes, devido a severa injdria provocada na

matriz peritréfica de lagartas que se alimentaram de plantas de milho resistente.
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As enzimas peroxidases (POD) também podem estar presentes no genoma do
milho, representadas por diversos genes homoélogos, como POX1, POX2, e POX3,
regulando diversos processos que tém efeitos diretos ou indiretos na defesa da planta,
incluindo lignificacéo, suberizacdo, metabolismo da auxina, e a cicatrizacéo de feridas
(HENG-MOSS et al., 2004; SETHI et al., 2009; HE et al., 2011). A associacéo entre
radicais oxidativos produzidos pelas POD com os fendis causa deterréncia alimentar
em insetos e/ou produzem toxinas que reduzem a digestibilidade da planta, e por
conseguinte resulta na deficiéncia nutricional de insetos com efeitos severos em seu
crescimento e desenvolvimento (ZHANG; HAU; ZHANG, 2008; CHEN; NI; BUNTIN,
2009).

Christensen et al. (2013) mostraram que produtos e sinais derivados de uma
Unica lipoxigenase (LOX) de milho, ZmLOX10, s&o cruciais para defesas diretas e
indiretas das plantas contra herbivoria. Além disso, esses autores observaram que o

gene ZmLOX8 esta envolvido nas vias de biossintese de jasmonatos.
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CAPITULO 2 - Fatores associados a expressdo de antibiose a Diabrotica
speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) em

cultivares de milho crioulo

RESUMO - Resisténcia a insetos-praga pode ser encontrada em plantas crioulas,
uma importante alternativa aos métodos de controle convencionais. Esse estudo teve
como objetivos: investigar se (1) os aspectos bioldgicos de Diabrotica speciosa
(Germar, 1824) sao influenciados pela proporcédo larvas por planta e cultivares de
milho crioulo e (2) fendis totais e barreiras morfolégicas nas raizes estao relacionadas
com a resisténcia das plantas ao ataque larval. Inicialmente foi realizado um ensaio
de metodologia de pesquisa, a fim de encontrar a melhor proporgéo larvas por planta.
Em seguida, foi conduzido um estudo de antibiose com 19 cultivares de milho crioulo,
avaliando diferentes variaveis apds a emergéncia dos adultos. Posteriormente, foram
selecionadas oito cultivares para avaliar o periodo de oviposi¢éo de D. speciosa criada
nestas cultivares, estudando ainda o numero de ovos e larvas eclodidas por
tratamento. Amostras de raizes destas cultivares foram analisadas quanto aos valores
de fendis totais, fibras, lignina, hemicelulose, e celulose. Considerando as variaveis
avaliadas ap0s emergéncia dos adultos, destacaram-se as cultivares Pérola e
Fortuna, por prolongar o periodo de desenvolvimento dos insetos, assim como pela
baixa sobrevivéncia apresentada pelos mesmos. Em relacdo ao numero de larvas
eclodidas, menor numero foi observado na cultivar Palha Roxa, caracterizando um
efeito adverso na fertilidade de ovos. A presenca em maior quantidade de fibras,
lignina, e celulose em raizes de cultivares resistentes injuriadas pelo herbivoro indica
relacdo na manifestacdo da resisténcia. As cultivares classificadas como resistentes
nessa pesquisa podem ser consideradas no melhoramento genético vegetal, visando
obter cultivares resistentes ao ataque de D. speciosa.

Palavras-chave: Zea mays L., resisténcia nativa, resisténcia de plantas a insetos,
larva-alfinete, pragas de solo, manejo integrado de pragas
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CHAPTER 2 - Factors associated with the antibiosis expression to Diabrotica
speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) in maize

landraces

ABSTRACT - Resistance to insect pests can be found in landrace plants, one
important alternative to the conventional control methods. This study aimed to
investigate if (1) the biological aspects of Diabrotica speciosa (Germar, 1824) are
influenced by larvae per plant ratio and maize landraces and (2) total phenols and
morphological barriers in the roots are correlated with the plant resistance to the larval
attack. Initially, a research methodology test was carried out, in order to find the most
suitable larvae per plant ratio. Afterwards, an antibiosis assay using 19 maize
landraces was set up, assessing different variables after adults’ emergence. Thereafter
eight cultivars were selected to evaluate the oviposition period of D. speciosa bred in
those cultivars, reporting also the number of eggs and hatched larvae in each
treatment. Root samples of those cultivars were analyzed regarding the contents of
total phenols, fibers, lignin, hemicellulose, and cellulose. Considering the variables
assessed after adults’ emergence, stood out the cultivars Pérola and Fortuna, for
prolonging the development period of the insects, as well as for provoking low survival
on them. Regarding the larvae hatching, lower number was reported on the cultivar
Palha Roxa, characterizing an adverse effect on fertility. The higher amounts of fibers,
lignin, and cellulose in the roots of the resistant cultivars injured by the herbivores
indicate relationship with the resistance expression. The cultivars classified as
resistant may be considered in the plant breeding, aiming to develop resistant cultivars
to the larval attack of D. speciosa.

Keywords: Zea mays L., native resistance, plant resistance to insects, rootworm, soil
pests, integrated pest management
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1. Introducéao

O milho (Zea mays L.) € alvo de diversas pragas, que atacam o sistema
radicular (CABRERA WALSH, 2001; FURLAN, 2014) e a parte aérea (SHIVAJI et al.,
2010; BURKNESS et al., 2010) das plantas. Entre as pragas que atacam raizes de
plantas de milho, a larva de Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera:
Chrysomelidae) é a mais disseminada e abundante na América do Sul
(CHRISTENSEN, 1943; CABRERA WALSH, 2003). A injuria causada pela
alimentacdo de larvas desse inseto em plantas de milho pode causar atraso no
desenvolvimento e aumentar a suscetibilidade das mesmas ao acamamento (BOFF;
GANDIN, 1992; MARQUES; AVILA; PARRA, 1999).

No Brasil, o controle de D. speciosa tem sido realizado principalmente utilizando
inseticidas quimicos sintéticos (ARRUDA-GATTI; VENTURA, 2003). No entanto,
diversos casos de resisténcia de outra espécie do género Diabrotica vém sendo
relatados, como por exemplo, Diabrotica virgifera virgifera (LeConte, 1868), a qual é
uma das principais pragas da cultura do milho nos EUA, apresentando resisténcia a
diferentes inseticidas quimicos sintéticos (MEINKE et al., 1998; PARIMI et al., 2006).

O uso de cultivares resistentes € um método de controle pouco considerado
para o controle de D. speciosa na cultura do milho, no Brasil (VIANA, 2010). Por
definicdo, resisténcia de plantas a artropodes é a soma das qualidades constitutivas
herdadas geneticamente, que resulta em uma planta de uma cultivar ou espécie ser
menos danificada do que outra suscetivel (SMITH, 2005). Atualmente, a resisténcia
de plantas é dividida em trés categorias, quais sejam antibiose (efeitos adversos no
desenvolvimento e sobrevivéncia da praga), antixenose (efeitos adversos no
comportamento da praga), e tolerancia (recuperacédo da planta ao ataque do
herbivoro) (STOUT, 2013; BOICA JUNIOR et al., 2015). Na antibiose, os efeitos de
uma planta resistente variam de moderado a letal, e podem resultar de fatores tanto
guimicos como morfolégicos (SMITH, 2005).

Resisténcia € comumente identificada em plantas selvagens, nao
domesticadas ou crioulas, as quais podem ter relacdes apenas taxonémicas distantes
com as espécies cultivadas (SMITH, 2005). Nao é incomum para estas plantas

possuirem baixo rendimento, arquitetura indesejavel, ou suscetibilidade a doencas.
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Alguns destes problemas podem ser eliminados com a adaptagdo e uso das técnicas
de resgate de embrides, e de cultura de tecidos de plantas. Para a maioria dos casos,
a incorporacao da resisténcia de plantas selvagens em plantas domesticadas € um
processo de longo prazo (SMITH, 2005).

Plantas crioulas ndo apresentam modificacdo pela biotecnologia ou por outros
processos de melhoramento (MOURAOQ, 2004). Zeven (1998) em uma revisdo sobre
definicbes para cultivares crioulas, concluiu que a melhor definigdo seria “uma
variedade nativa com uma alta capacidade de tolerar estresses bioticos e abioticos
resultando em alta estabilidade de producao e um nivel intermediario de producéo sob
um sistema agricola com baixo investimento”. A adaptabilidade de cultivares de milho
crioulo as diferentes condicBes ambientais tem criado variacdo para caracteristicas
agrondmicas e de qualidade, incluindo resisténcia aos estresses bidticos e abidticos
(MAHAR et al.,, 2009). Esses materiais podem ser explorados na tentativa de se
encontrar genes responsaveis pela expressdo da resisténcia, e assim incorporar os
mesmos nos germoplasmas atuais via transgenia (HAKE; ROSS-IBARRA, 2015),
devido sua variabilidade genética (LIA et al., 2009).

Nogueira (2015) avaliou a resisténcia de cultivares de milho crioulo a
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), e observou que a cultivar
Pérola apresentou resisténcia moderada nas categorias ndo preferéncia para
alimentacéo e oviposicao, e antibiose. Além disso, Nogueira (2015) concluiu que as
cultivares Caatingueiro e Maia foram moderadamente resistentes na categoria ndo
preferéncia para oviposicdo em teste com chance de escolha.

Dessa forma, a presente pesquisa teve por objetivo investigar se: (1) os
aspectos biologicos de D. speciosa séo influenciados pela propor¢éo larvas por planta
e cultivares de milho crioulo; (2) fendis totais e barreiras morfolégicas nas raizes estao

relacionadas com a resisténcia das plantas ao ataque larval.
2. Material e Métodos
A criagédo de D. speciosa, assim como todas as pesquisas descritas a seguir,

foram conduzidas no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos, do
Departamento de Fitossanidade, da Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP),
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Campus de Jaboticabal, sob condi¢des climaticas de 25 + 2 °C, umidade relativa de
70 £ 10%, e fotoperiodo de 12:12 (L:E). A vermiculita utilizada como substrato para
plantas e insetos foi esterilizada em estufa, a 120 °C, por 2 horas. As sementes de
milho foram tratadas com o fungicida carbendazim + thiram (Derosal Plus®),

aplicando-se 200 mL do produto comercial para cada 100 kg de sementes.

2.1. Criacdo de insetos

A forma de conducéo da criacdo de D. speciosa utilizada nesta pesquisa foi
realizada de acordo com metodologia proposta por Avila et al. (2000). Cerca de 150
adultos de D. speciosa foram coletados em lavoura de feijdo, situada na fazenda
experimental da FCAV/UNESP, e posteriormente acondicionados em gaiolas de vidro,
formato retangular, de 40 cm de comprimento x 30 cm de largura x 30 cm de altura,
sendo utilizadas raizes de plantas da cultivar de milho comercial Cativerde 02 para a
alimentacéo dos insetos na fase larval, e folhas da cultivar de feijoeiro Pérola para a
alimentacéo dos adultos.

Para a obtencé&o de ovos de D. speciosa foram utilizadas placas de Petri de 14
cm de didmetro x 2 cm de altura, contendo, ao fundo, algodao hidréfilo umedecido e,
sobre este, gaze de coloracdo preta, simulando a cor do solo, 0 que estimula a
oviposicdo do inseto. Os ovos foram retirados do substrato de oviposicéo lavando-se
a gaze em agua corrente sobre um tecido tipo voile, onde os ovos ficaram retidos.
Para evitar a contaminagdo por microrganismos durante o periodo de incubacéo, os
ovos foram tratados com solucdo de sulfato de cobre (CuSO4) a 1%, durante dois
minutos, e em seguida, transferidos para placas de Petri de 9 cm de didmetro x 1 cm
de altura, forradas com papel filtro umedecido (AVILA et al., 2000).

A infestacdo inicial de larvas neonatas foi realizada em recipientes plasticos
redondos de 17 cm de diametro x 9 cm de altura, os quais tiveram o fundo preenchido
por 40 g de vermiculita de granulometria fina, umedecida com 50 g de &agua
deionizada, onde posteriormente foram colocadas 70 plantas de milho (= 5 dias de
idade), e liberadas 70 larvas neonatas de D. speciosa com auxilio de pincel de cerdas
macias. Apos inoculagéo das larvas, as mesmas medidas de agua e vermiculita foram

acrescentadas no recipiente, a fim de cobrir as raizes das plantas de milho. Estes
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recipientes foram cobertos por tecido voile, sobre o qual foi colocada uma tampa
plastica de diametro igual ao dos recipientes plasticos, com abertura de 9 cm de
didmetro no centro para permitir ventilacao.

A transferéncia das larvas para recipientes maiores e retangulares (27 cm de
comprimento x 16 cm de largura x 9,5 cm de altura) foi realizada 10 dias apoés
infestacdo. Nessa fase, as quantidades de vermiculita, &gua deionizada, e plantas de
milho foram dobradas, a fim de se oferecer maior espaco e quantidade de alimento
para o desenvolvimento larval e pupal de D. speciosa. A vermiculita usada na fase
anterior foi reaproveitada visando a minima manipulacdo das larvas. Os recipientes
foram cobertos por tecido voile, sobre o qual foi colocada uma tampa plastica de
tamanho igual ao dos recipientes, com abertura no centro de 12 cm de comprimento
x 8 cm largura, para permitir ventilacao.

A emergéncia dos adultos ocorreu a partir dos 12 dias ap0s transferéncia, com
pico geralmente entre 15-17 dias. Os adultos eram acondicionados nas gaiolas de
vidro acima mencionadas. Coleta de adultos em campo foi realizada a cada 2 meses,

e estes eram adicionados a colbénia do laboratério.

2.2. Aspectos bioldgicos de Diabrotica speciosa alternando-se a proporcao do

numero de larvas por plantas de milho

Esse trabalho foi realizado utilizando-se recipientes plasticos redondos de 14
cm diametro x 9,5 cm altura, com volume de 1L. O fundo dos recipientes foi preenchido
por 40 g de vermiculita fina umedecida por 50 g de 4gua deionizada, assim como a
porcao utilizada na cobertura das raizes. Na infestacdo inicial, plantas de milho cv.
Cativerde 02 de cinco dias de idade foram colocadas sobre a vermiculita e infestadas
por larvas neonatas de D. speciosa. Na transferéncia, os mesmos recipientes foram
utilizados, reaproveitando a mesma vermiculita usada na fase anterior com o fim de
evitar manuseio das larvas que pode causar mortalidade, sendo a diferenca a idade
das larvas (10 dias criadas na fase anterior) e plantas por recipiente. Os tratamentos
analisados foram: (1) 5 larvas/5 plantas na infestacao inicial e 5 larvas/10 plantas na
transferéncia; (2) 10 larvas/10 plantas na infestacao inicial e 10 larvas/20 plantas na

transferéncia; (3) 5 larvas/5 plantas na infestacdo inicial e 5 larvas/5 plantas na
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transferéncia; (4) 10 larvas/10 plantas na infestacéo inicial e 10 larvas/10 plantas na
transferéncia. As mesmas metodologias descritas na se¢ao anterior para infestacéao e
transferéncia foram adotadas. Os recipientes foram cobertos por tecido voile, sobre o
qual foi colocada uma tampa plastica de diametro igual ao dos recipientes plasticos,
com abertura de 7 cm de didmetro no centro para permitir aeracgao.

Apbés a emergéncia dos adultos, as seguintes variaveis foram avaliadas:
periodo de larva a adulto (dias), peso (mg), longevidade sem alimento (dias), razéao
sexual, e porcentagem de sobrevivéncia total dos insetos. Foram estudados quatro

tratamentos, realizando-se cinco repeti¢cdes (recipientes plasticos).

2.3. Aspectos bioldégicos de Diabrotica speciosa alimentada com raizes de

plantas de milho crioulo na fase larval

As sementes utilizadas neste estudo foram fornecidas pela AS-PTA Agricultura
Familiar e Agroecologia, unidade localizada no municipio de Palmeira, estado do
Parana, Brasil. As dezenove cultivares utilizadas foram: Amareldo, Azteca, Aztecéo,
Aztequinha AM Sabugo Fino, Branco Antigo — FNP, Branco Gielinski, Caatingueiro,
Caiano, Carioca, Composto, Encantilado, Fortuna, Maia, Milho Branco — Antigo,
Nutricional, Palha Roxa, Pérola, S&o Pedro, e 14 Variedades.

A metodologia utilizada foi idéntica aquela descrita nos itens anteriores, no que
se refere ao tamanho de recipientes, quantidade de vermiculita e agua, e o0s
procedimentos gerais de infestacao e transferéncia de larvas. Nesta fase, porém, foi
utilizada a proporcdo larvas por planta selecionada no teste anterior. Em cada
recipiente plastico foram liberadas 10 larvas de D. speciosa, e oferecidas 10 e 20
plantas para as mesmas, por ocasido da infestacdo inicial e transferéncia,
respectivamente, com a finalidade de se estudar o maior nimero de insetos, e fornecer
alimento em maior quantidade.

ApOs a emergéncia dos adultos, as seguintes variaveis foram avaliadas:
periodo larval a adulto (dias), peso (mg), longevidade sem alimento (dias), razéo
sexual, e porcentagem de sobrevivéncia dos insetos. Foram utilizadas 19 cultivares,

perfazendo-se 10 repeti¢cdes (recipientes plasticos).
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2.4. Periodo de oviposicdo, fecundidade e fertilidade de ovos de Diabrotica

speciosa alimentada em raizes de cultivares de milho crioulo na fase larval

Os insetos foram sexados de acordo com metodologia proposta por White
(1977), que determina que os machos possuem uma placa adicional no final do
abddémen, pigidio, o qual a fémea nao possui, sendo o abdémen desta mais
ponteagudo.

Os insetos utilizados neste ensaio foram criados em uma das oito cultivares de
milho crioulo selecionada de acordo com os niveis de resisténcia (Azteca [suscetivel],
Encantilado [suscetivel], Fortuna [resistente], Milho Branco — Antigo [suscetivel], Palha
Roxa [suscetivel], Pérola [resistente], Sdo Pedro [suscetivel], e 14 Variedades
[suscetivel]). Apos a emergéncia dos adultos, um casal de D. speciosa foi introduzido
em gaiolas plasticas de 11 cm de didametro x 11 cm de altura, as quais foram cobertas
por tecido voile, e este preso a gaiola por um elastico, para evitar a fuga dos insetos.
Dentro dessas gaiolas, foi colocado um tubo de ensaio de 2,5 cm diametro x 8,5 cm
de altura, sendo este preenchido por agua, no qual foi introduzida uma planta de
feijoeiro de aproximadamente 10 dias de idade, como recurso alimentar dos adutos, a
qual foi reposta a cada 1-2 dias. Além disso, um recipiente plastico de 3,0 cm de
diametro x 0,5 cm de altura, forrado com algoddo hidréfilo umedecido com agua
deionizada, e este coberto com gaze de cor preta, foi introduzido na gaiola como local
de oviposicao, e umedecido diariamente.

Uma vez que os insetos estavam acondicionados nas gaiolas, foi registrado o
periodo de pré-oviposicdo de cada fémea, em cada uma das oito cultivares de milho
crioulo selecionada. ApGs o inicio da oviposicao, foi quantificado semanalmente o
namero de ovos por casal (fecundidade), assim como de larvas eclodidas (fertilidade).
Com a finalidade de se obter dados concisos também sobre fertilidade, observou-se
0os ovos de D. speciosa por um periodo de 10 dias apds a coleta semanal, para
assegurar que houve tempo suficiente para eclosdo das larvas. Os ovos de D.
speciosa foram coletados através de lavagem do tecido gaze de cor preta em agua
corrente, sendo 0s ovos retidos dentro de um pedaco de tecido voile, que foi colocado
numa peneira para acondicionamento. Em seguida, o niumero de ovos foi avaliado

utilizando-se microscoépio estereoscopio de 40 x aumento (Modelo SZ40, Olympus).
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O numero de ovos e larvas foi avaliado em tratamentos que tinham trés repeticées

(casais) ou mais.

2.5. Barreiras morfoldgicas e fendis totais em raizes de plantas de milho com ou

sem infestagéo de larvas de Diabrotica speciosa

Cento e quarenta plantas de milho de cada uma das oito cultivares
selecionadas foram cultivadas em recipientes plasticos retangulares de 27 cm de
comprimento x 16 cm de largura x 9,5 cm de altura, preenchidos por vermiculita fina
e agua deionizada, conforme as medidas citadas na sec¢édo “criagdo de insetos”.
Amostras de raizes de plantas (140 plantas por recipiente = uma amostra) de 15 dias
de idade, infestadas ou ndo por larvas de D. speciosa, foram lavadas em agua
corrente, secas a temperatura ambiente, e em seguida passaram por secagem em
estufa (Modelo AS200S, QUIMIS, Diadema, Séao Paulo, Brasil) a 35 °C, por sete dias.
As plantas que foram infestadas por larvas neonatas tinham cinco dias de idade,
passando um periodo de infestacdo de 10 dias.

As amostras foram quimicamente analisadas no Laboratorio de Nutricdo Animal
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP, usando os métodos
padronizados da Associacédo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, 2011) para fibra
em detergente neutro (FDN) (ID 973.18), fibora em detergente acido (FDA) (ID
2002.04), e lignina (ID 973.18). O valor de hemicelulose foi obtido pela formula (FDN-
FDA), e celulose por (FDA-lignina). Fendis totais foi analisado de acordo com

metodologia proposta por Makkar et al. (2006).

2.6. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) e homogeneidade de variancia (Bartlet). Se de acordo com as
pressuposicoes estatisticas acima mencionadas, os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e as médias comparadas pelo teste de
Skott-Knott ou Tukey (a = 0,05). Quando os dados néo foram normalizados por

quaisquer transformacdes, os mesmos foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de
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Kruskal-Wallis (a = 0,05). Os dados de numero de ovos de D. speciosa foram

submetidos a analise de regressao.

3. Resultados

3.1. Aspectos bioldgicos de Diabrotica speciosa alternando-se a proporcao do

nuamero de larvas por plantas de milho

Diferencas significativas ndo foram observadas para nenhuma das variaveis
avaliadas, quais foram: periodo larval a adulto (H = 3,70; gl = 3, 157; P = 0,2953)
(24,96 — 25,58 dias), peso (F = 1,02; gl = 3, 157; P = 0,3849) (9,46 — 10,03 mg),
longevidade (H = 0,55; gl = 3, 157; P = 0,9088) (3,30 — 3,52 dias), razédo sexual (H =
7,81; gl =3, 157; P = 0,0501) (0,36 — 0,65), e sobrevivéncia (H = 1,95; gl = 3, 296; P
=0,5827) (50 — 62%) (dados n&o apresentados).

3.2. Aspectos bioldégicos de Diabrotica speciosa alimentada com raizes de

plantas de milho crioulo na fase larval

O periodo de desenvolvimento de larva a adulto de D. speciosa foi mais longo
guando os insetos foram criados nas cultivares Carioca, Encantilado, Fortuna, Maia,
Milho Branco — Antigo, Nutricional, Palha Roxa, Pérola, Sdo Pedro, e 14 Variedades
(F=3,22;gl=18, 171; P <0,0001) (Tabela 1). Os adultos apresentaram menor peso,
guando na fase larval foram alimentados nas cultivares Amareldo, Azteca, Aztecéao,
Aztequinha AM Sabugo Fino, Branco Gielinski, Caatingueiro, Caiano, e Encantilado
(F = 1,80; gl = 18, 171; P = 0,0284) (Tabela 1). Menores porcentagens de
sobrevivéncia de insetos foram observadas nas cultivares Pérola e Fortuna (H = 49,20;
gl = 18, 171; P < 0,0001) (Fig. 1), o que representa uma diferenca de 38 e 29%,
respectivamente, em relacdo a cultivar suscetivel Azteca. Diferencas significativas ndo
foram observadas para longevidade sem alimento (F =0,81; gl =18, 171; P = 0,6904),
gue em média foi de trés dias, e razao sexual (H = 20,48; gl = 18, 171; P = 0,3066), a

gual variou de 0,40 a 0,63 (dados nao apresentados).



37

Tabela 1. Periodo de desenvolvimento de larva a adulto e peso de adultos (média +

EP) de Diabrotica speciosa criados em diferentes cultivares de milho crioulo

Cultivar Periodo larval a adulto(dias)? Peso (mg)®

Amarelao 25,68 +0,65Db 8,75+ 0,20 b
Azteca 24,99+ 0,63 b 8,95+0,19b
Aztecdo 24,74+ 0,66 b 8,41+0,44Db
Aztequinha AM Sabugo Fino 2522+0,70 b 8,58+0,26 b
Branco Antigo — FNP 2475+0,54 b 9,47+0,30 a
Branco Gielinski 24,60+£0,70 b 8,75+0,28 b
Caatingueiro 24,96 £0,62b 8,49+0,32b
Caiano 25,01+0,64 b 8,81+£0,37b
Carioca 26,47 +£0,54 a 9,32+0,19a
Composto 25,92+0,50b 9,54+0,18 a
Encantiliado 26,60 £ 0,64 a 8,89+0,38b
Fortuna 26,10+ 0,55 a 9,24 +0,50a
Maia 26,31 +0,56 a 9,52+0,30 a
Milho Branco — Antigo 26,67 £ 0,56 a 9,34 +0,23 a
Nutricional 26,71+ 0,52 a 9,54 + 0,26 a
Palha Roxa 26,52 £ 0,50 a 9,24 +0,14 a
Pérola 28,44+ 0,75 a 9,41+0,28 a
Sao Pedro 27,27 £0,81 a 9,64 +0,30 a
14 Variedades 28,13+ 0,74 a 9,39+0,23 a

aMédias seguidas por mesma letra na coluna néo séo significativamente diferentes pelo teste de Skott-Knott a 5%
de probabilidade. ® Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo sao significativamente diferentes pelo teste de

Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.
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Fig. 1. Sobrevivéncia total (média + EP) de Diabrotica speciosa criada em diferentes
cultivares de milho crioulo. Médias seguidas por mesma letra acima das barras néo diferem
significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.

3.3. Periodo de oviposicao, fecundidade e fertilidade de ovos de Diabrotica

speciosa alimentada em raizes de cultivares de milho crioulo na fase larval

As fémeas de D. speciosa iniciaram a oviposi¢cao entre 6,77 a 8,20 dias (H =
5,15; gl =7,70; P = 0,6411) apGs emergéncia, ndo havendo diferencas significativas
entre cultivares (dados néo apresentados). A quantidade de ovos colocada por fémeas
de D. speciosa também foi igual (F = 0,24; gl = 7, 69; P = 0,2353), quando
considerando a somatoria de ovos por todo o periodo de oviposicao do inseto (Fig.
2a). Entretanto, houve diferencas ao considerar o numero de larvas eclodidas,
destacando a cultivar Palha Roxa pelo menor nimero (F =2,30; gl =7, 69; P =0,0367),

ao contrario da cultivar Azteca, a qual propiciou maior eclosédo, sendo a quantidade
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de larvas eclodidas nesta cultivar 4,75 vezes superior em relagéo a cultivar Palha Roxa
(Fig. 2b).

A distribuicéo de ovos de D. speciosa ao longo do periodo de oviposicéo difere
em relagcdo as cultivares de milho. Nas cultivares Fortuna (F = 54,23; gl = 1, 65; P <
0,0001) (Fig. 3a), Milho Branco — Antigo (F = 5,19; gl = 1, 47; P = 0,0270) (Fig. 3b),
Palha Roxa (F = 5,07; gl =1, 46; P = 0,0290) (Fig. 3c), e Sdo Pedro (F =24,34; gl =1,
64; P < 0,0001) (Fig. 3d), foi observado o maior nimero de ovos logo no inicio da
oviposicdo, e a variacdo dos dados é explicada pelo modelo de regressao linear
simples.

Fémeas de D. speciosa que emergiram das cultivares Azteca (F = 6,09; gl = 1,
60; P <0,0001) (Fig. 4a) e Encantilado (F =11,80; gl = 1, 60; P = 0,0010) (Fig. 4b), no
inicio colocaram poucos ovos, aumentando progressivamente até atingir um pico, na
terceira e quarta semana apds emergéncia, respectivamente, que mais tarde teve seu
declinio. A variacdo dos dados destas cultivares se ajustou ao modelo de regressao
polinomial quadratica.

Quando criada na cultivar 14 Variedades (F = 4,04; gl = 1, 62; P = 0,0490), D.
speciosa apresentou uma distribuicdo singular de ovos no decorrer das semanas,
ocorrendo dois picos, na terceira e décima primeira semana, e a variagdo dos dados
foi significativa pela regresséao polinomial cubica (Fig. 4c).

Os dados da cultivar Pérola (F = 0,04; gl = 1, 33; P = 0,8470), uma das mais
resistentes encontrada nesta pesquisa, ndo se encaixou em nenhuma equacao de
regressao (Fig. 4d). Além disso, nesta cultivar avaliou-se a oviposicdo somente até a

sétima semana apos emergéncia dos insetos, devido a alta mortalidade dos mesmos.
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Fig. 2. Numero de ovos (a) e larvas eclodidas (b) (média + EP) descendentes
de fémeas de Diabrotica speciosa criadas em diferentes cultivares de milho
crioulo. Médias seguidas por mesma letra acima das barras ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 3. Numero de ovos (média + EP) de Diabrotica speciosa em diferentes cultivares
de milho crioulo, ao decorrer de semanas apdés emergéncia dos adultos, e que se
ajustaram ao modelo de regresséo linear simples. Legenda: (a) Fortuna; (b) Milho
Branco — Antigo; (c) Palha Roxa; (d) Sdo Pedro
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Fig. 4. Numero de ovos (média = EP) de Diabrotica speciosa em diferentes cultivares
de milho crioulo, no decorrer de semanas apds emergéncia dos insetos, e que se
ajustaram aos modelos de regressdo polinomial quadrética (a) e (b), e cubica (c).
Cultivar Pérola (d) ndo se ajustou & nenhuma equacdo de regressdo. Legenda: (a)
Azteca; (b) Encantilado; (c) 14 Variedades; (d) Pérola
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3.4. Barreiras morfolégicas e fendis totais em raizes de plantas de milho com ou

sem infestacédo de larvas de Diabrotica speciosa

Maiores quantidades de FDN e FDA foram encontradas nas raizes da cultivar
Azteca, quando nédo infestada com larvas de D. speciosa (Tabela 2). Contudo, nas
raizes infestadas, as plantas que tiveram as menores perdas de FDN e FDA foram da
cultivar Pérola. Esta mesma cultivar, apesar de nao ter os maiores valores de celulose
guando sem infestac&o, ap0Os ser infestada, foi aquela que menos perdeu teor deste
componente estrutural (Tabela 2).

Em relacdo a lignina, os maiores valores em plantas ndo infestadas foram
observados em Azteca, Encantilado, e 14 Variedades. No entanto, ao serem
infestadas, a quantidade de lignina foi reduzida naquelas cultivares em 49,35%,
57,55%, e 39,57%, respectivamente. De forma oposta, as cultivares Palha Roxa e
Fortuna ndo apresentaram elevados teores de lignina quando mantidas sem
infestacdo. Porém, ao serem infestadas, tiveram as menores perdas, quais sejam
15,26% e 11,19, respectivamente (Tabela 2).

Fendis totais foram encontrados em grandes quantidades em cultivares
suscetiveis, como Azteca, Fortuna, e Milho Branco — Antigo, ao contrario da cultivar
resistente Pérola, na qual foi reportada uma pequena quantidade destas substancias

quimicas (Tabela 2).
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Tabela 2. Fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA), lignina,
hemicelulose, celulose, e fendis totais (FT) presentes em raizes de plantas de

cultivares de milho crioulo, com ou sem a infestacao de larvas de Diabrotica speciosa.

Tratamento FDN?2 FDA# Lignina® Hemicelulose? Celulose? FTP"
SEM INFESTACAO

Azteca 915,00 574,14 125,02 340,86 449,12 12,23
Encantilado 886,22 530,42 106,51 355,80 423,91 8,94
Fortuna 874,86 510,07 92,32 364,79 417,75 17,74
Milho Branco — Antigo 870,12 526,99 96,13 343,14 430,16 11,11
Palha Roxa 861,13 514,47 97,99 346,65 416,48 10,37
Pérola 844,41 488,27 102,84 356,15 385,42 7,78
Sao Pedro 834,41 488,78 100,16 345,63 388,62 8,28
14 Variedades 886,19 556,64 113,91 329,56 442,72 8,19
COM INFESTACAO

Azteca 735,00 375,82 63,33 359,18 312,48 -
Encantilado 745,73 347,63 45,21 398,10 302,42 -
Fortuna 754,34 407,05 81,99 347,29 325,06 -
Milho Branco — Antigo 755,69 389,03 71,61 366,66 317,42 14,89
Palha Roxa 784,28 408,04 83,04 376,23 325,01 -
Pérola 821,28 437,08 85,21 384,20 351,87 -
Sao Pedro 779,95 430,32 88,34 349,63 341,98 12,95
14 Variedades 736,87 376,61 68,84 360,25 307,78 -

a Valores expressos em g/kg de matéria seca
b Valores expressos em equivalente grama de acido tanico / kg de matéria seca
¢ Quantidade de amostra insuficiente para anélise

4. Discussao

Inicialmente uma metodologia de pesquisa foi realizada com a finalidade de
avaliar se a quantidade de alimento fornecida e o espaco ocupado pelas raizes de
milho da cultivar comercial (ndo crioula) Cativerde 02 teria alguma influéncia no
desenvolvimento e sobrevivéncia de D. speciosa. Esse teste foi feito porque no inicio
da criacao do inseto observou-se que utilizando 100 plantas de milho no recipiente de
infestacéo inicial e o dobro no recipiente de transferéncia, havia deformacdes nas asas

dos insetos, assim como 0s insetos apresentavam tamanho reduzido. Devido a esses
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problemas, reduziu-se o nimero para 70 plantas no recipiente de infestacao inicial, e
o dobro dessa quantidade no recipiente de transferéncia, o que tornou possivel manter
uma criacdo de D. speciosa adequada para utilizar nos ensaios. No experimento
realizado na presente pesquisa, recipientes plasticos de 1 L de volume foram
adequados para criar os insetos liberando cinco ou 10 larvas, assim como a
guantidade de alimento fornecido e o espaco disponibilizado para as larvas.

Insetos criados na cultivar comercial Cativerde 02 tiveram valores iguais em
relacdo aos insetos criados nas cultivares crioulas suscetiveis no que diz respeito ao
periodo larval a adulto (24,96 — 25,58 dias) e peso (9,46 — 10,03 mg), porém os valores
de sobrevivéncia total foram iguais ao dos insetos criados nas cultivares crioulas
resistentes (50 — 62%).

Na selec¢ao inicial, 19 cultivares de milho crioulo foram utilizadas para criar D.
speciosa. Depois da emergéncia dos adultos, alguns aspectos biolégicos foram
avaliados, sendo esta a primeira parte do teste de antibiose. Dentro desse grupo,
destacaram-se as cultivares Pérola e Fortuna, por prolongar o periodo de
desenvolvimento dos insetos, assim como pela baixa sobrevivéncia apresentada
pelos mesmos. Muito pouco se conhece sobre a resisténcia de cultivares de milho
crioulo frente ao ataque de insetos do género Diabrotica. Moeser (2003) relatou que
individuos de D. v. virgifera criados na cultivar de milho crioulo Marano apresentaram
menor peso na fase adulta do que insetos que foram criados em outras cultivares.
Khishen et al. (2009) estudando a resisténcia de algumas cultivares de milho nativo a
D. v. virgifera, concluiram que larvas alimentadas nas cultivares SUM2162 e
SUM2068 foram significativamente menores em termos de largura da capsula cefélica
e peso médio do que larvas que se alimentaram nas cultivares suscetiveis, indicando
que antibiose é uma categoria de resisténcia expressa pelos hibridos acima
mencionados.

Smith e Clement (2012) ressaltaram que os efeitos adversos de uma planta
resistente pela categoria antibiose podem ser manifestados na sobrevivéncia,
desenvolvimento, ou fecundidade de um artropode. Dessa forma, foram selecionadas
oito cultivares para um teste de periodo de oviposicéo, fecundidade e fertilidade, das
quais duas foram adotadas como padrées de resisténcia, Pérola e Fortuna. Assim,

observou-se que a cultivar Palha Roxa, que foi suscetivel quando avaliando o
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desenvolvimento e a sobrevivéncia de D. speciosa (Tabela 1; Fig. 1), foi resistente
guando investigado os efeitos na fertilidade de ovos, onde o numero de larvas
eclodidas foi quase cinco vezes inferior do que aquele observado na cultivar suscetivel
Azteca (Fig. 2b). Esse foi o Unico caso de efeito adverso na fertilidade de ovos de D.
speciosa. A despeito do baixo peso apresentado pelos insetos ao serem criados na
cultivar suscetivel Azteca (Tabela 1), as fémeas que emergiram desta cultivar
colocaram maior niamero de ovos férteis em relacéo a cultivar Palha Roxa (Fig. 2b).

Dados sobre numero de ovos e larvas eclodidas provenientes dos insetos que
emergiram da cultivar Pérola foram registrados até a sétima semana apos a
emergéncia dos insetos, devido a alta mortalidade dos mesmos, podendo ser esta a
causa do ndo ajuste a nenhuma equacao de regressdo. Muito provavelmente, as
raizes das cultivares de milho crioulo diferem em composicédo ndo apenas de lignina,
celulose, e fibras, mas também em nutrientes, entre outros possiveis fatores, o que
pode influenciar no desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos (SMITH, 2005).

No presente trabalho, avaliou-se a presenca de fendis totais nas raizes das
plantas de milho, os quais ndo parecem estar associados a expressao de resisténcia
das cultivares de milho crioulo a D. speciosa. Compostos fendlicos sdo comuns em
plantas (HARBORNE, 1994; WATERMAN; MOLE, 1994), sendo um exemplo a
faseolina, que esta entre 0os mais potentes deterrentes alimentares ja registrados
(CALLAWAY, 2002).

Também foi avaliada a presenca de algumas barreiras morfolégicas que
auxiliam no enrijecimento das raizes. Paredes celulares das plantas fortalecidas pela
deposicdo de macromoléculas tais como celulose, lignina, suberina, e calose, além de
fibras esclerenquiméticas, tornam uma planta resistente a injuria mecanica, assim
como a acao de corte das mandibulas, ou a penetracdo dos aparatos bucais de
insetos sugadores, e ovipositores de insetos herbivoros (COLEY, 1983;
SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005).

Ao avaliar o conteudo dos diferentes fatores morfolégicos, esperava-se que as
cultivares resistentes apresentassem um acréscimo daqueles compostos, como uma
defesa da planta ao ataque do herbivoro. Johnson et al. (2009) mencionaram que a
sintese de lignina parece ser induzida por herbivoria ou ataque de patégenos. Vélez-

Bermudez et al. (2015) afirmaram que a lignificacdo € induzida por fatores externos
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como ferimento, mencionando que a inducéo do gene myb11 ocorre 1 h ap0s a injuria
em varios estagios do desenvolvimento do milho, tanto em raizes como na parte aérea
da planta, e que a proteina MYB11 participa na lignificacdo induzida por ferimento ao
interagir com a proteina ZML2. De forma contraria, Meihls et al. (2012) afirmaram que
caracteristicas morfolodgicas como teor de lignina sdo constitutivas, e tipicamente nédo
mudam em resposta a alimentacdo dos insetos. Entretanto, na presente pesquisa
observou-se que as cultivares resistentes ndo apresentaram aumento daquelas
estruturas, e tampouco ficaram inalteradas, mas se destacaram por terem as menores
perdas, quando comparadas as cultivares suscetiveis.

A cultivar Pérola se destacou por possuir elevadas quantidades de fibras e
celulose nas raizes, mesmo apo6s ataque larval por um periodo de 10 dias. A cultivar
Palha Roxa, que expressou antibiose em ovos de D. speciosa diminuindo a ecloséo
das larvas, teve alto valor de lignina, mesmo apés ataque da praga. Smith (2005)
mencionou que barreiras morfolégicas adicionais na epiderme da planta exercem
efeitos antibidticos, e que a rigidez de tecido é também um componente mecéanico de
antibiose em milho contra lepidopteros brogueadores de haste. Experimentos
conduzidos com linhagens de milho por Buendgen et al. (1990) e Beeghly, Coors e
Lee (1997), demonstraram significantes correlagdes entre o broqueamento causado
por lagartas de Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae) e a presenca de
FDN, FDA, e lignina nas hastes das plantas.

Lignina e fibras alimentares promovem resisténcia a insetos possivelmente por
aumentar a densidade de massa da raiz, o que reduz a disponibilidade de nutrientes
e energia (BERNAYS, 1986; BEEGHLY; COORS; LEE, 1997) ou devido ao aumento
na rigidez do material causado por uma alta concentracdo de lignina e outros
componentes da parede celular (BERGVINSON et al., 1994).

O objetivo da presente pesquisa ao avaliar a presenca dos materiais acima
mencionados com a presenca da praga néao foi detectar tolerancia em cultivares de
milho, mas sim investigar a existéncia daqueles materiais em plantas de milho
injuriadas pela praga, para que assim fosse possivel afirmar que determinado
composto estava realmente envolvido na manifestagcdo da resisténcia. De fato,
algumas cultivares apresentaram elevadas quantidades de determinados compostos,

mas apos alimentacao larval, os valores cairam abruptamente. A cultivar Encantilado
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teve uma reducdo de quase 60% de lignina apds sofrer ataque de larvas de D.
speciosa (Tabela 2).

A area de biotecnologia tem lancado nos ultimos anos algumas cultivares de
milho que expressam resisténcia a D. speciosa, como milho Bt com a proteina
Cry3Bbl (MALVESTITI et al., 2008), e a D. v. virgifera, como milho Bt piramidado
(HIBBARD et al., 2011) e RNA interferente (RNAi) (KHAJURIA et al., 2015).
Entretanto, a agricultura ndo pode depender apenas de algumas poucas taticas de
controle, devido ao desenvolvimento de resisténcia por parte dos insetos (FABRICK
et al.,, 2014), e neste contexto, as cultivares de milho crioulo aparecem como
importantes alternativas, devido a sua constituicdo genética, e a preservacdo das
mesmas € de suma importancia.

Assim, a presente pesquisa revelou cultivares resistentes pela categoria
antibiose com efeitos negativos em adultos que se alimentaram de raizes de suas
plantas na fase larval (Pérola e Fortuna), assim como a cultivar Palha Roxa, que
prejudicou a ecloséo de larvas de D. speciosa cujas progenitoras se alimentaram de
suas raizes quando na fase larval. Além disso, verificou-se que algumas barreiras
morfolégicas, como fibra, celulose, e lignina, podem estar associadas com a
resisténcia das cultivares de milho crioulo estudadas. E necessario, em uma proxima
etapa, estudar as cultivares resistentes encontradas nesta pesquisa em casa de
vegetacdo e em campo, a fim de que a partir destes resultados, somados aos da
presente pesquisa, as cultivares resistentes possam ser consideradas no
melhoramento genético vegetal, visando obter cultivares resistentes ao ataque de D.
speciosa, aumentando assim o numero de opcdes de ferramentas para o controle

dessa praga.
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CAPITULO 3 - Metodologia para avaliacio de tolerancia em cultivares de milho
crioulo a larvas de Diabrotica speciosa (Germar) e efeitos de

compostos associados com a fisiologia da planta

RESUMO - O impacto econémico na agricultura e o montante de recursos gastos
para o controle de Diabrotica speciosa (Germar, 1824) no Brasil ndo foram ainda
estimados, embora se apligue anualmente uma expressiva quantidade de
ingredientes ativos em diversas culturas para o controle de larvas e adultos desta
praga. Este estudo foi conduzido com o objetivo de investigar metodologias
adequadas para posteriormente realizar ensaios de tolerancia de cultivares de milho
crioulo a D. speciosa, e também, correlacionar com parametros fisiologicos da planta.
Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, no municipio de Jaboticabal,
estado de S&o Paulo, Brasil. Foram estudadas seis cultivares de milho crioulo
previamente selecionadas com diferentes niveis de resisténcia na categoria antibiose,
avaliando-se o crescimento das plantas de milho, mediante altura, nimero de folhas,
e massa seca da parte aérea e de raizes. A liberacdo de seis larvas por planta foi
suficiente para causar danos em milho, e a idade de plantas mais adequada foi de 10
dias. De forma geral, a cultivar Azteca se destacou por ser a mais tolerante,
apresentando menores reducdes de massa seca da planta. Esta cultivar também
apresentou os maiores teores de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides),
0 que indica que existe uma correlacdo entre a tolerancia da cultivar Azteca a D.
speciosa e os altos teores daquelas substancias. Os osmdlitos compativeis, glicina
betaina e prolina parecem ndo estar associados a tolerancia de milho crioulo a D.
speciosa. Ainda, essa pesquisa mostrou que explorar cultivares tolerantes no
melhoramento genético vegetal parece ser mais vantajoso que cultivares resistentes
por antibiose. Entretanto, estudos em condicdes de campo sdo necessarios para
posteriormente indicar a cultivar Azteca ao melhoramento genético vegetal.
Palavras-chave: Zea mays L., resisténcia de plantas a insetos, clorofilas,
carotendides, glicina betaina, prolina, manejo integrado de pragas
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CHAPTER 3 - Methodology for evaluating tolerance in maize landraces to
Diabrotica speciosa (Germar) larvae and effects of compounds

associated with plant physiology

ABSTRACT - The economical impact in the agriculture and the amount of funds spent
for the controlling of Diabrotica speciosa (Germar, 1824) in Brazil were not estimated
yet, although an expressive amount of active ingredients is applied annually in many
crops to control larvae and adults of this pest. This study was conducted aiming to
investigate suitable methodologies for later to perform tolerance assays of maize
landraces to D. speciosa, and also to correlate tolerance with plant physiological
parameters. The assays were conducted in greenhouse, in the municipality of
Jaboticabal, state of S&do Paulo, Brazil. Six maize landraces were studied, which were
previously screened according to their different levels in the antibiosis-resistance
category, evaluating the maize plants growth, through the height, number of leaves,
and dry matter of the aerial part and roots. The release of six larvae per plant was
sufficient to cause damages in maize, and the most suitable plant age was of 10 days.
Overall, the cultivar Azteca stood out as the most tolerant, displaying lower reductions
of plant dry matter. This cultivar also showed the highest contents of photosynthetic
pigments (chlorophylls and carotenoids), what indicates a correlation between the
tolerance of cultivar Azteca to D. speciosa and the highest amounts of those
substances. The compatible osmolytes glycine betaine and proline do not seem to be
associated with the tolerance of maize landraces to D. speciosa. Furthermore, this
research showed that exploring tolerant cultivars in plant breeding seems to be more
advantageous than using antibiosis-resistant cultivars. However, study in field
condition is a next step needed for posteriorly indicating the cultivar Azteca for plant
breeding.

Keywords: Zea mays L., host plant resistance to insects, chlorophyll, carotenoids,
glycine betaine, proline, integrated pest management
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1. Introducéao

Tolerancia € caracterizada pela habilidade de uma planta suportar ou se
recuperar da injuria causada por populacdes de artrépodes-praga, e sua expressao é
determinada por qualidades genéticas herdadas por uma planta que a possibilitam
superar essa infestacdo ou recuperar-se e iniciar novo crescimento ap0s danos nos
tecidos das plantas (SMITH, 2005; BOICA JUNIOR et al., 2015). Em uma perspectiva
agrondmica, as plantas de uma cultivar tolerante produzem maior quantidade de
biomassa do que plantas ndo tolerantes. Além disso, as populacdes de artrépodes
nao sao reduzidas quando expostas a plantas tolerantes como acontece em plantas
expressando antibiose ou antixenose (SMITH, 2005).

Possivelmente a tolerancia é resultado da ativacdo de meristemas dormentes,
mudancas na arquitetura da planta, particdo de assimilados, relagéo fonte-dreno para
alocacao de recursos ou capacidade fotossintética (SCHWACHTJE; BALDWIN,
2008). No que diz respeito a relacdo entre tolerancia e fotossintese, as clorofilas
exercem importante funcdo por participar significativamente deste processo
resultando em maior crescimento e acumulacdo de massa seca, assim como a
adaptacdo da planta ao ambiente (ENGEL; POGGIANI, 1991). Também, os
carotenoides, pigmentos acessoOrios essenciais para o0 aparato fotoquimico,
apresentam importancia na tolerancia de plantas como antioxidantes e precursores
de hormoénios, e.g. acido abscisico, horménio antiestresse (HOWITT; POGSON,
2006).

Dentre diferentes osmolitos que ocorrem em plantas em resposta aos estresses
ambientais, a amina quaternaria glicina betaina tem sido estudada extensivamente
(IQBAL, ASHRAF, e ASHRAF 2005; CHEN; MURATA, 2008; ASHRAF, 2009; ALI;
ASHRAF, 2011). Glicina betaina é abundante principalmente no cloroplasto onde
desempenha vital funcéo de protecdo da membrana do tilacoide e assim, mantendo a
eficiéncia fotossintética (GENARD et al., 1991), conduzindo o vegetal a tolerar
diferentes tipos de estresses ambientais, principalmente abidticos (HUANG et al.,
2000). Glicina betaina nao atua na remocéao direta das espécies reativas a oxigénio
(ROS), como radical superéxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H202), radicais

hidroxila (OH*) e oxigénio singleto (‘O2), as quais sdo tdxicas as plantas quando em
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altas concentragfes. Entretanto, a glicina betaina atenua os efeitos prejudiciais do
estresse oxidativo de outras formas, como na ativacdo ou estabilizacdo de enzimas
gue removem as ROS (CHEN; MURATA, 2008).

A prolina € um aminoacido proteinogénico com uma excepcional rigidez
conformacional, e é essencial para 0 metabolismo priméario (SZABADOS; SAVOURE,
2010). Desde o primeiro relato sobre acumulagcdo de prolina em azevém perene
murcho, Lolium perenne L. (KEMBLE; MACPHERSON,1954), diversos estudos tém
demonstrado que ocorre acumulo de prolina em plantas sob diferentes estresses
ambientais (SZABADOS; SAVOURE, 2010). A acumulac&o de prolina pode influenciar
na tolerancia de plantas aos estresses ambientais em diversas formas, como
antioxidante na remocao das ROS (MATYSIK et al. 2002) e na funcéo de chaperona
molecular, protegendo a integridade da proteina e otimizando as atividades de
diferentes enzimas (RAJENDRAKUMAR et al., 1994).

Cultivares de milho (Zea mays L.) crioulo usualmente apresentam um fenoétipo
bem adaptado a seus locais de cultivo resultante de uma variabilidade genética
peculiar, positivamente interagindo com fatores bidticos, como pragas e doencas
(UARROTA; SEVERINO; MARASCHIN, 2011). A espécie Diabrotica speciosa
(Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) causa prejuizos a cultura do milho,
devido ao ataque de suas larvas nas raizes da planta (VIANA, 2010). O impacto
econdmico na agricultura e o montante de recursos gastos para o controle desta praga
no Brasil ndo foram ainda estimados, embora se aplique anualmente uma expressiva
guantidade de ingredientes ativos em diversas culturas para o controle de larvas e
adultos (AVILA; SANTANA, 2011).

Assim, essa pesquisa teve como obijetivos (i) estudar metodologias visando
obter as condicbes mais adequadas para realizacdo de testes de tolerancia em
cultivares de milho crioulo a D. speciosa e (ii) avaliar a tolerancia de cultivares de
milho crioulo a essa praga e sua relacdo com teores de diferentes compostos que

participam na fisiologia da planta.
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2. Material e Métodos

2.1. Procedimentos gerais

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitossanidade, da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil. Os
insetos utilizados nessa pesquisa foram criados com metodologia adaptada de Avila,
Tabai e Parra (2000).

Vasos pléasticos de 770 mL, com abertura de cerca de 2,0 cm no fundo para
evitar acumulo de agua da irrigacdo, foram utilizados para cultivo das plantas, e 0s
mesmos foram preenchidos com solo (latossolo vermelho escuro eutrofico)
(CENTURION et al., 1995), adubo organico (esterco bovino), e areia, proporcédo 3:1:1.
Trés sementes foram semeadas por recipiente, e as plantas foram irrigadas sempre
que necessario.

Para avaliacdo dos diferentes parametros relativos as plantas, no final do
ensaio as mesmas foram cuidadosamente retiradas do vaso plastico para néo
danificar as raizes, lavadas em &gua corrente, e ainda frescas avaliadas quanto a
altura e numero de folhas. Posteriormente, as plantas foram secas a temperatura
ambiente, e em seguida em estufa (Modelo AS200S, QUIMIS, Diadema, SP), onde
passaram por processo de secagem a 60 °C por 48 horas. Ao final desse processo,
as plantas foram pesadas em balanca (Modelo AS1000C, Marte, Sao Paulo, SP) para
posterior avaliagdo da massa seca da parte aérea e do sistema radicular.

Os célculos de porcentagem de reducao foram feitos de acordo com Reese et
al. (1994): X = (PC - PT)/PC*100, para avaliar a porcentagem de reducdo das
variaveis acima mencionadas, onde X = % de reducdo; PC = valor do parametro na
testemunha (sem infestacéo do inseto); PT = Valor do parametro no tratamento (com

infestacdo do inseto).

2.2. Numero de larvas de Diabrotica speciosa por planta de milho

Trés sementes de milho da cultivar comercial Cativerde 02 foram semeadas

nos vasos plasticos de 770 mL. O desbaste foi realizado aproximadamente cinco dias
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apos a emergéncia, mantendo apenas uma planta, e aos 10 dias as mesmas foram
infestadas, com auxilio de pincel de cerdas macias, com trés, seis, ou 12 larvas
neonatas de D. speciosa. Aos 18 dias apds a liberacéo das larvas, foram avaliados os
seguintes parametros relativos as plantas: porcentagem de reducéao da altura (cm), do
namero de folhas, da massa seca da parte aérea e do sistema radicular. Foram
realizadas 30 repeticbes por tratamento, em um delineamento inteiramente

casualizado.

2.3. Influéncia da idade da planta na suscetibilidade de milho ao ataque de
larvas de Diabrotica speciosa

Este experimento foi realizado com o objetivo de investigar a idade em que a
planta de milho (cv. Cativerde 02) seria mais suscetivel ao ataque de larvas de D.
speciosa, assim como avaliar a adequacdo dos vasos plasticos de 770 mL para o
desenvolvimento de plantas de milho que tinham cinco, 10 ou 20 dias de idade no
inicio dos testes. A semeadura para cada tratamento ocorreu de forma escalonada,
de forma que no momento da infestacdo as plantas apresentassem as diferentes
idades mencionadas.

O experimento foi dividido em duas partes, liberando seis e 12 larvas de D.
speciosa por planta de milho, para determinar qual seria o nimero de larvas suficiente
para causar danos nas plantas, considerando as trés diferentes idades de plantas de
milho. Aos 18 dias ap0s a liberacdo das larvas, os seguintes parametros das plantas
foram avaliados: porcentagem de reducado da altura (cm), do numero de folhas, da
massa seca da parte aérea e do sistema radicular. Foram realizadas 20 repeticdes,

em um delineamento inteiramente casualizado.

2.4. Tolerancia de cultivares de milho crioulo ao ataque de larvas de Diabrotica

speciosa

Preliminarmente, seis cultivares de milho crioulo foram selecionadas de um

total de 19 cultivares, de acordo com o0s niveis de resisténcia apresentados em teste
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de antibiose, quais sejam: Azteca (suscetivel), Encantilado (suscetivel), Fortuna
(resistente), Palha Roxa (resistente), Pérola (resistente), e 14 Variedades (suscetivel).

De acordo com os resultados obtidos nos testes de metodologia de pesquisa,
seis larvas de D. speciosa foram liberadas em plantas de milho de 10 dias de idade.
Os mesmos materiais e procedimentos descritos nos itens 2.1, 2.2, e 2.3 foram
adotados para a elaboracéo deste ensaio. Aos 18 dias apos a liberacao das larvas, os
seguintes parametros das plantas foram avaliados: porcentagem de reducéo da altura
(cm), do numero de folhas, da massa seca da parte aérea e do sistema radicular. O
ensaio foi repetido duas vezes, perfazendo 10 repeticbes em cada um dos ensaios,

em um delineamento inteiramente casualizado.

2.5. Teores de clorofila, carotendides, glicina betaina e prolina em folhas de

plantas de milho

As analises descritas a seguir foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia
Vegetal, do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, da Universidade
Estadual Paulista (UNESP/FCAV).

Plantas das seis cultivares de milho crioulo foram cultivadas em casa de
vegetacdo, com ou sem infestacdo (12 tratamentos) por larvas neonatas de D.
speciosa. As plantas infestadas apresentaram 10 dias de idade no momento da
infestacdo, e aos 28 dias de idade as folhas das plantas de cada um dos tratamentos
foram cortadas com auxilio de tesoura e utilizadas frescas para andlises de clorofilas
e carotendides. Folhas de outras plantas dos respectivos tratamentos foram
congeladas em nitrogénio liquido (NLz) para avaliacdo de prolina, e outras plantas
tiveram suas folhas secas em estufa (Modelo 320-SE, Fanem, S&o Paulo, SP) para
analise de glicina betaina.

Para andlise das clorofilas a e b, e carotendides (caroteno + xantofila), trés
discos foliares de 0,49 cm de didmetro (média) foram coletados por repeticdo usando
um vazador, e posteriormente acondicionados em Eppendorf® revestido com papel
aluminio para evitar a fotooxidacado dos pigmentos, e pesados em balanca analitica
de precisdao (Modelo AA-200, Denver Instrument Company, Bohemia, NY),

apresentando 0,025 g a 0,030 g de massa fresca. Apos pesagem da massa fresca,
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foram adicionados 2 mL de acetona P.A. A seguir, as amostras foram colocadas em
incubadora-agitadora (Modelo G25, New Brunswick, New Jersey) e agitadas por 48
horas a 60 xg em 4 °C. Posteriormente, a densidade 6tica dos filtrados foi lida em
espectofotdbmetro (Modelo DU 640, Beckman, Fort Collins, CO) a 663, 645, 652, e 470
nm, para clorofila a, clorofila b, clorofila total (a + b) e carotenoides, respectivamente
(ARNON, 1949; LICHTENTLALER, 1987). Foram realizadas quatro repeticbes para
todas as cultivares, exceto para Azteca sem infestacao e Fortuna com infestacéo, para
as quais foram testadas trés repeticoes.

Os teores de glicina betaina nas folhas das cultivares de milho foram analisadas
de acordo com a metodologia de Grieve e Grattan (1983). Utilizaram-se 25 mg de
massa seca em estufa (Modelo 320-SE, Fanem, Sdo Paulo, SP) a 60 °C por 72 horas,
colocando-se esse material em tubos Eppendorf de 2 mL. Em seguida, foram
adicionados no tubo Eppendorf 2 mL de 4gua destilada, agitando-se em incubadora-
agitadora (Modelo G25, New Brunswick, New Jersey) por 4 horas a 25 °C.
Posteriormente os tubos foram centrifugados a 10.000 xg por 10 minutos a 25 °C.
Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado para obtencdo do extrato aquoso.
Em tubos Eppendorf de 2 mL, colocou-se 250 uL do extrato aquoso e 250 uL de H2SO4
2N, sendo este material esfriado em banho de gelo por 60 minutos em geladeira a 0
°C. Em seguida, foram adicionados 200 pL do reagente Kl-I2 (solugéo iodo-iodeto de
potassio) resfriado, e a baixa temperatura foi mantida ao guardar os tubos em
geladeira, em um banho de gelo de 16 horas em 0 °C.

Apos o processo descrito acima, os tubos foram centrifugados (Avanti-J25,
Beckman, Fort Collins, CO) a 10.000 xg por 15 minutos, descartando o sobrenadante
ao fim da centrifugacéo. Assim, o precipitado foi lavado duas vezes com 2 mL de
H2SO4 1N resfriado com centrifugages a 10.000 xg por 5 minutos, a 0 °C. Depois de
finalizadas as lavagens, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano,
agitando-se vigorosamente. Depois de duas horas do término destes procedimentos,
foi realizada leitura em espectofotometro, a 365 nm (GRIEVE; GRATTAN, 1983).
Foram realizadas quatro repeticdes, exceto para as cultivares Fortuna com infestacéo,
Palha Roxa sem infestacdo e Pérola com infestac&o, para as quais foram realizadas

trés repeticoes.
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A determinagdo do conteddo de prolina foi realizada de acordo com
metodologia de Bates, Waldren, e Teare (1973). Para tanto, utilizou-se 0,5 g de massa
fresca de folhas de milho por repeticéo, o qual foi macerado em almofariz com o auxilio
de NL: e pistilo. Em seguida, foram acrescentados 10 mL de acido sulfosalicilico 3%
ao material macerado, e posteriormente o extrato foi filtrado duas vezes e
armazenado. A seguir, 1 mL do extrato foi transferido para um tubo de ensaio,
acrescentando-se também 1 mL de acido acético e 1 mL de ninhidrina, sendo
posteriormente homogeneizado em agitador de tubos (AT 56A, Phoenix, Rochester,
NY). Subsequentemente, as solugdes (dentro do tubo de ensaio) foram submetidas
ao banho termostatico a 100 °C por 1 hora. Apés este periodo, os tubos de ensaio
foram armazenados em gelo, até esfriamento, para posteriormente serem
acrescentados 2 mL de tolueno, sendo os tubos de ensaio agitados novamente. Os
teores de prolina livre foram determinados em espectofotdbmetro, a 520 nm, e trés
repeticdes foram realizadas por tratamento.

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade de residuos (Cramér-von
Mises) e homogeneidade de variancia (Levene). Dados referentes as porcentagens
de reducéo ndo foram normais, e por isso foram analisados pelo teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis (a = 0,05). Dados referentes as andlises quimicas apresentaram
normalidade de residuos e homogeneidade de variancia, ndo necessitanto de
transformacao. Estes foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) para verificar
os efeitos principais das cultivares (C), da infestacéo (), e da interacdo entre cultivares
x infestagdo (C x 1), em esquema fatorial 6 x 2. Quando diferencgas significativas foram

observadas, as médias foram separadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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3. Resultados

3.1. Numero de larvas de Diabrotica speciosa por planta de milho

Plantas submetidas ao ataque de 12 larvas tiveram maior porcentagem de
reducao de altura (F =19,07; gl =2, 87; P <0,0001) e massa seca do sistema radicular
(H=15,59; gl =2, 87; P <0,0001) em comparagao com plantas submetidas ao ataque
de trés e seis larvas, e estes dois ultimos tratamentos diferiram entre si, com maiores
valores de porcentagem de reducao para plantas submetidas ao ataque de seis larvas
de D. speciosa (Tabela 1).

Diferencas significativas também foram observadas para porcentagem de
reducdo do nuamero de folhas (H = 6,17; gl = 2, 87; P < 0,0001) (Tabela 1). Plantas
atacadas por 12 larvas tiveram redugdo do numero de folhas maior que aquele
encontrado em plantas atacadas por seis larvas, porém nao diferindo de plantas
atacadas por trés larvas. Em contrapartida, ndo foi observada diferenca entre os
tratamentos no que se refere a reducao da massa seca da parte aérea (H = 4,48; gl =
2, 87; P =0,1063).

Tabela 1. Porcentagem de reducdo (média * erro padrdo) da altura, do numero de
folhas e do peso seco da parte aérea e da raiz de plantas de milho atacadas por
diferentes nimeros de larvas de Diabrotica speciosa

Peso seco (g)

Numero de larvas Altura (cm) Folhas
Parte aérea Raiz
3 larvas 6,22+1,40c 3,73+ 1,24 ab 0,83+ 0,60 a 9,45+3,32¢c
6 larvas 15,95+2,52b 2,11+1,09b 538+234a 17,08+ 3,39 b
12 larvas 2527244 a 575+131a 499+ 214 a 27,06 +3,40 a

Médias seguidas por mesma letra na coluna n&o sao significativamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade

3.2. Influénciadaidade da planta na suscetibilidade de milho ao ataque de larvas

de Diabrotica speciosa

Ao liberar seis larvas de D. speciosa por planta de milho, diferencas

significativas foram observadas na reducao da altura (H = 10,78; gl = 2, 57; P <0,0001)
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e massa seca de raizes (H =21,32; gl = 2, 57; P <0,0001) (Tabela 2). Plantas com 10
dias de idade tiveram reducéo de altura quase trés vezes superior do que plantas de
cinco e 20 dias de idade. Em relacdo a massa seca das raizes, as maiores
porcentagens de reducao foram encontradas em plantas de 10 e 20 dias de idade, as
quais diferiram significativamente de plantas de cinco dias de idade, com porcentagem
de reducdo 12,5 e 9,0 vezes superior as plantas de cinco dias de idade,
respectivamente.

Quando as plantas foram infestadas com 12 larvas de D. speciosa, diferencas
significativas foram encontradas para porcentagem de reducéo de altura (H = 9,41; gl
=2, 57; P <0,0001), numero de folhas (H = 27,58; gl = 2, 57; P < 0,0001), e massa
seca de raizes (H = 41,88; gl = 2, 57; P < 0,0001) (Tabela 2). A maior reducéo de
altura foi observada em plantas com 10 dias de idade, diferindo-se de plantas com
cinco e 20 dias de idade. No que diz respeito a reducédo do numero de folhas, maiores
valores foram registrados para plantas de cinco e 10 dias de idade, contudo nenhuma
reducao foi observada em plantas com 20 dias de idade. Por outro lado, para reducao
da massa seca de raizes, o maior valor foi encontrado em plantas de 20 dias de idade,
com reducéo seis vezes superior quando comparando com plantas de cinco dias de

idade, e 14 vezes superior em relagéo a plantas de 10 dias de idade (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de reducdo (média * erro padrdo) da altura, numero de folhas
e peso seco da parte aérea e da raiz de plantas de milho de diferentes idades,
submetidas ao ataque de seis ou 12 larvas de Diabrotica speciosa

TESTE COM 6 LARVAS

Peso seco (g)

Idade da planta Altura (cm) Folhas
Parte aérea Raiz
5 dias 265+117b 569+196a 941+302a 198+1,70b
10 dias 757+191a 481+08la 1064+273a 24,78+396a
20 dias 275+174b 364+102a 795+299a 17,73+4,07a

TESTE COM 12 LARVAS

Peso seco (g)

Idade da planta Altura (cm) Folhas
Parte aérea Raiz
5 dias 206+2,05b 9,23+182a 1233%+349a 7,52+3,25Db
10 dias 292+116a 6,82+146a 1256+327a 355+2,08b
20 dias 048+0,39b 0,00£0,00b 553+216a 49,66+244a

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis
a 5% de probabilidade

3.3. Tolerancia de cultivares de milho crioulo ao ataque de larvas de Diabrotica

speciosa

No primeiro ensaio, houve diferenca significativa apenas para a massa seca de
raizes (H = 13,25; gl = 5, 53; P = 0,0211). Plantas da cultivar Azteca se destacaram
pela menor reducdo da massa seca de raizes, diferindo significativamente da cultivar
Fortuna, cujas plantas tiveram reducédo da massa seca de raizes sete vezes superior
que Azteca (Tabela 3).

No segundo ensaio, observou-se menor reducdo da massa seca da parte aérea
(H = 11,32; gl = 5, 50; P = 0,0453) na cultivar Azteca, diferindo da cultivar Fortuna.
Esta dltima cultivar teve reducao seis vezes superior que a cultivar Azteca (Tabela 3).
Considerando a reducdo da massa seca de raizes, a cultivar Encantilado apresentou
menor valor, diferindo da cultivar Fortuna, por esta ter tido redugcéo quase seis vezes

maior do que a cultivar Encantilado.
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Tabela 3. Porcentagem de reducao (média + erro padrdo) da altura, nimero de folhas e peso
seco da parte aérea e da raiz de diferentes cultivares de milho crioulo submetidas ao ataque
de larvas de Diabrotica speciosa

ENSAIO 1 (Set — Out 2014)

Peso seco (g)

Cultivar Altura (cm)? Folhas
Parte aérea Raiz
Azteca 5,74+ 3,08 a 1,67+1,67 a 10,97 £ 5,63 a 3,77+£193b
Encantilado 6,45+4,21a 296+121a 1281 +6,41a 26,24 +7,19 ab
Fortuna 10,41+£3,79a 513+1,28a 15,22 +£5,50 a 28,01+6,33 a
Palha Roxa 235+1,13a 3,87+1,79a 516+ 3,30 a 6,73+4,71 ab
Pérola 573+2,60a 6,14+ 2,05a 6,10+ 2,69 a 12,78 £5,93 ab
14 Variedades 7,13+ 2,69 a 2,79+171a 16,14+ 5,30 a 16,58 + 6,11 ab

ENSAIO 2 (Out — Nov 2014)

Peso seco (g)

Cultivar Altura (cm)? Folhas
Parte aérea Raiz
Azteca 11,82+3,19a 6,84+2,38a 4,48 +3,07b 12,60 + 6,93 ab
Encantilado 394+1,70 a 8,31+2,60a 6,08 £ 3,15 ab 6,75+ 3,40 b
Fortuna 20,22+7,24a 3,05+203a 30,36 £9,63a 39,58+ 9,59 a
Palha Roxa 7,25+285a 3,35+1,67a 11,58 + 4,18 ab 19,50+ 7,32 ab
Pérola 1463+2,62a 572+3,16a 10,87 £ 4,70 ab 27,03 £5,03 ab
14 Variedades 8,15+ 3,56 a 154+1,03a 3,34+ 2,30 ab 10,17 £5,81 ab

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade

3.4. Teores de clorofila, carotendides, glicina betaina e prolina em folhas de

plantas de milho

Diferencas significativas dos teores de clorofila a foram encontradas para os
tratamentos (F = 5,00; gl = 5, 34; P = 0,0015), mas nao para infestacdo (F = 0,25; gl =
1, 34; P =0,6203) e nem para interacao tratamento x infestacéo (F = 1,20; gl =5, 34;
P = 0,3318) (Tabela 4). Maior quantidade de clorofila a foi encontrada na cultivar
Azteca, diferindo significativamente das cultivares Palha Roxa, Pérola, e 14
Variedades. Os teores de clorofila a na cultivar Azteca foi 1,87 vezes maior que 0s

encontrados na cultivar Pérola.
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Para clorofila b, diferencas significativas foram observadas para tratamento (F
=5,04; gl = 5, 34; P = 0,0015), porém ndo ocorreram diferencas para infestacéo (F =
0,15; gl =1, 34; P = 0,7049) e para a interacao tratamento x infestacao (F = 1,31; gl =
5, 34; P = 0,2859) (Tabela 4). Valor superior de clorofila b foi observado na cultivar
Azteca, diferindo significativamente das cultivares Palha Roxa, Pérola, e 14
Variedades. A quantidade de clorofila b na cultivar Azteca foi 1,81 vezes maior do que
nas cultivares Palha Roxa e Pérola.

Ao avaliar clorofila total (clorofilas a + b), verificou-se diferencas para
tratamento (F = 5,02; gl = 5, 34; P = 0,0015), ndo sendo observadas diferencas para
infestacdo (F = 0,21; gl =1, 34; P = 0,6484) nem na interacao tratamento x infestacéao
(F=1,23; gl =5, 34; P =0,3169) (Tabela 4). A maior quantidade do total de clorofilas
a e b foi encontrada na cultivar Azteca, a qual diferiu significativamente das cultivares
Palha Roxa, Pérola, e 14 Variedades. A cultivar Azteca teve valor total de clorofila
1,84 vezes maior do que a cultivar Pérola.

Na andlise de carotendides, as diferencas significativas foram evidenciadas
também apenas para tratamento (F = 5,35; gl =5, 34; P = 0,0010), ndo ocorrendo para
infestacdo (F = 0,26; gl = 1, 34; P = 0,6147) e nem para interacdo tratamento x
infestacdo (F=1,19; gl =5, 34; P =0,3366) (Tabela 4). Na cultivar Azteca houve maior
teor de carotendides, sendo diferente significativamente das cultivares Palha Roxa,
Pérola, e 14 Variedades. O valor encontrado em Azteca foi 1,83 vezes superior aquele
observado para cultivar Pérola.

Os teores de glicina betaina ndo foram estatisticamente diferentes
considerando tratamento (F = 1,87; gl =5, 32; P = 0,1270), infestacdo (F = 1,73; gl =
1, 32; P = 0,1984) e a interacdo tratamento x infestacdo (F = 1,39; gl =5, 34; P =
0,2538) (dados néo apresentados), e os valores variaram entre 2,08 a 3,38 ug de
glicina betaina g de massa seca para tratamento. Também nédo houve diferencas
significativas dos teores de prolina quanto ao tratamento (F = 1,32; gl = 5, 24; P =
0,2875), a infestacédo (F = 0,00; gl = 1, 24; P = 0,9534), e a interacao tratamento x
infestacédo (F = 1,94; gl = 5, 24; P = 0,1251) (dados n&o apresentados), e os teores

variaram entre 0,04 a 0,14 pmol de prolina g* de massa fresca.
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Tabela 4. Teores (média £ erro padrdo) de clorofilas e carotenoides (caroteno +
xantofila) expressos em pg/cm? em diferentes cultivares de milho crioulo

Cultivar Clorofila a Clorofila b Clordfila total (a + b) Carotenoides
Azteca 8,13+0,44 a 3,22+0,18 a 11,35+0,62 a 7,50+ 0,38 a
Encantilado 6,10 + 0,79 ab 2,40+ 0,31 ab 8,50 +1,10 ab 5,53+0,70 ab
Fortuna 5,67 +£1,01 ab 2,24+ 0,40 ab 7,92+ 1,40 ab 5,28 £ 0,91 ab
Palha Roxa 4,47+0,45b 1,73+0,17b 6,20+ 0,62 b 4,15+0,40b
Pérola 4,42 +0,33b 1,76 £0,13 b 6,18+ 0,46 b 4,09+0,27 b

14 Variedades 4,95+0,47b 2,01+£0,19b 6,97 +£0,66 b 4,48+041b

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

4. Discussao

Inicialmente foram realizados testes metodoldgicos com a finalidade de se
investigar qual seria o numero de larvas por planta e a idade da planta mais
adequados para ensaios de tolerancia de cultivares de milho crioulo ao ataque larval
de D. speciosa. O uso de seis larvas de D. speciosa por planta foi suficiente para
observar diferencas em porcentagem de reducdo de altura e massa seca de raizes
em plantas de 10 dias de idade. As plantas infestadas por 12 larvas também
apresentaram diferencas, porém os dados ndo foram consistentes, uma vez que
houve maior porcentagem de reducdo da massa seca de raizes em plantas de 20
dias, mas isto ndo se refletiu na altura, nimero de folhas, e massa seca da parte aérea
das plantas desta idade. Além disso, plantas de 10 dias de idade tiveram uma das
menores porcentagens de reducdo de massa seca de raizes quando infestadas por
12 larvas, mas apresentaram maiores reducdes de altura e nimero de folhas.

Experimentos metodoldgicos séo justificados devido a escassez de estudos
sobre danos de D. speciosa em milho. De acordo com Viana (2010), infestacGes a
partir de 4,5 larvas de D. speciosa séo suficientes para causar reducéao acentuada no
peso de gréos por planta de milho. Na presente pesquisa, observou-se que ao liberar
seis larvas de D. speciosa por planta de milho houve 30,36% de redugdo na massa
seca da parte aérea de plantas da cultivar Fortuna, assim como 39,58% de reducao
da massa seca de raizes. Em contrapartida, Marques, Avila, e Parra (1999) relataram

que acima de 40 larvas de D. speciosa causam seérios danos em plantas de milho.
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Entretanto, este valor parece ser muito superestimado, pois os referidos autores
usaram apenas uma cultivar (G-85), e resultados diferentes podem ocorrer ao avaliar
outras cultivares, como apresentado na presente pesquisa.

As plantas foram avaliadas quanto a idade em que as mesmas seriam mais
suscetiveis ao ataque de larvas de D. speciosa. Segundo Smith e Clemente (2012) é
importante conhecer o periodo em que as plantas sdo mais suscetiveis ao ataque de
uma determinada praga. Marques, Avila, e Parra (1999) usaram plantas de milho,
cultivar G-85, com sete dias de idade para avaliar danos de D. speciosa, idade préxima
aquela estudada na presente pesquisa, 10 dias.

Apo6s o término dos ensaios metodoldgicos, iniciaram-se os testes com as
cultivares de milho crioulo. Este experimento foi repetido duas vezes, de setembro a
novembro de 2014. Azteca foi a cultivar mais tolerante ao ataque de larvas de D.
speciosa. Os resultados obtidos no primeiro ensaio demonstraram gque esta cultivar
teve a menor perda de massa seca de raizes, embora n&o tenha havido diferencas
significativas para as outras variaveis avaliadas. No segundo ensaio a cultivar Azteca
também se destacou, desta vez por possuir a menor reducéo da massa seca da parte
aérea, apesar de ter reducdo da massa seca de raizes igual das cultivares suscetiveis.
Assim, a cultivar Azteca diferiu significativamente, em ambos 0s ensaios, da cultivar
Fortuna, a qual foi a mais suscetivel ao ataque da praga.

A cultivar Azteca possuiu 0s maiores teores de clorofila a, b, clorofila total (a +
b), e carotendides, observando-se uma correlagdo positiva entre o alto teor destes
pigmentos fotossintéticos e a menor reducdo da massa seca da parte aérea. Turan et
al. (2009) avaliaram efeitos do estresse salino no crescimento e na concentracdo de
clorofila de plantas de milho, e encontraram uma correlacao entre a maior reducao da
massa seca das plantas e o decréscimo no teor de clorofila, devido aos efeitos
negativos causados por aquele estresse abidtico. As clorofilas estdo intimamente
envolvidas em todos os aspectos dos eventos primarios da fotossintese: a captacao
de luz, transferéncia de energia, e conversdo da energia da luz. Portanto, a producéo
final de biomassa depende da eficiéncia com que as folhas convertem energia
radiante em energia quimica pelo processo fotossintético (ASSIS; MENDES, 1989).

Os carotendides, também presentes em maior quantidade na cultivar tolerante

Azteca, desempenham diversas fungBes essenciais no sistema da fotossintese.
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Primeiro, eles sdo os pigmentos acessoOrios na captacdo e absorcdo de luz,
transferindo energia ao pigmento clorofila especial oxidavel (centro de reacédo), pois a
maioria dos complexos de antena contém carotenoides conferindo fotoprotecédo ao
centro de reacdo (BLANKENSHIP, 2014). Os carotenoides rapidamente dissipam
moléculas de clorofila em seu estado excitado tripleto, antes que elas possam reagir
com oxigénio para formar o altamente reativo e nocivo oxigénio no estado excitado
singleto. Carotenoides também dissipam o oxigénio singleto se ele € de alguma
maneira formado. Por ultimo, recentemente tem se relatado que os carotenoides estao
envolvidos na regulacdo da transferéncia de energia no complexo antenas. Este
processo, o qual € denominado ciclo xantofila, evita a super excitagdo do sistema
fotossintético por seguramente dissipar o excesso de energia (BLANKENSHIP, 2014).

Dessa forma, observa-se que as clorofilas e os carotendides, que sdao
substancias pigmentares participativas do metabolismo primario das plantas, podem
estar envolvidas na manifestacao da tolerancia da cultivar Azteca sob ataque de larvas
de D. speciosa, em razao do sistema fotossintético mais eficiente, e também pela acédo
antioxidante promovida também pelos carotendides, o que levou Azteca a apresentar
as menores reducdes de massa seca da planta. Baseando-se nos resultados
encontrados no presente trabalho, onde ndo houve diferencas significativas na
guantidade de clorofila e carotenoides entre as cultivares de milho crioulo quando
considerando a infestacdo, conclui-se que ndo houve aumento no teor destas
substancias como consequéncia do ataque da praga, ou seja, 0S maiores teores
ocorreram na cultivar Azteca de forma constitutiva, ndo sendo induzida pelo ataque
de larvas de D. speciosa.

Azteca foi a cultivar mais suscetivel em teste preliminar de antibiose a D.
speciosa entre 19 cultivares de milho crioulo. A categoria de resisténcia antibiose &
caracterizada por provocar reducdo na fertilidade, tamanho ou longevidade, e
aumento na mortalidade do inseto-praga (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE,
2005). Portanto, é possivel considerar que a cultivar Azteca expressa tolerancia,
devido a menor reducdo no crescimento da planta e por ndo afetar os aspectos
bioldgicos de D. speciosa, como observado em trabalho prévio. Em contrapartida, as
cultivares Palha Roxa, Fortuna e Pérola, que foram selecionadas naquele mesmo

teste de antibiose por apresentarem resisténcia ao ataque da praga, na presente
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pesquisa, foi verificado que estas cultivares ndo séo tolerantes ao ataque de larvas de
D. speciosa, exibindo as maiores reducdes de massa seca da parte aérea no segundo
ensaio. Assim, € possivel inferir que, possivelmente, os mecanismos envolvidos na
manifestacao da tolerancia ndo estéo relacionados com 0s mecanismos que permitem
gue uma planta expresse antibiose.

Os resultados obtidos nesta pesquisa parecem estar de acordo com a hipotese
do balanco da diferenciacéo do crescimento (HBDC). A HBDC indica que as partes
da planta que apresentam crescimento lento possuem mais recursos disponiveis para
defesa e assim terdo niveis de defesa superiores aos tecidos que apresentam
crescimento rdpido (BARTO; CIPOLLINI, 2005). Possivelmente este fenbmeno
ocorreu neste estudo, porque as cultivares Palha Roxa, Fortuna e Pérola parecem
investir mais energia na defesa contra o inseto, fato este observado no teste preliminar
de antibiose, e também porque estas cultivares ndo foram capazes de evitar reducdes
de massa seca da planta, isto €, usaram menos energia para o crescimento da planta.
De forma contraria, a cultivar Azteca, a qual possuiu maiores teores de clorofila e
carotendides, parece ter investido mais energia para reduzir a perda de massa seca
da planta, mediante o processo fotossintético, sendo reforcado pelo fato desta cultivar
ter sido a mais suscetivel em teste de antibiose, ndo alocando energia para produzir
metabdlitos secundarios que interferem no desenvolvimento, sobrevivéncia,
fecundidade, e fertilidade do inseto.

Esta pesquisa revelou que a amina quaternaria glicina betaina e o aminoacido
prolina ndo estdo envolvidos na atenuac¢ao do estresse bidtico, isto €, na manifestacao
da tolerancia de cultivares de milho crioulo ao ataque de larvas de D. speciosa, por
nao ocorrer acumulo que os identificassem como osmdlitos compativeis participantes
do ajuste osmotico apOs ataque larval da praga. Na literatura ha referéncias para
ambos compostos em relacdo sua acdo na tolerancia de plantas de milho sob
diferentes estresses abidticos. A glicina betaina tem sido relatada em milho auxiliando
na tolerancia ao frio (FAROOQ et al., 2008), seca, e salinidade (CHEN; MURATA,
2008). No que se refere a prolina, € relatada a importante funcao de atenuar os efeitos
da deficiéncia hidrica (RAYMOND; SMIRNOFF, 2002), tolerancia ao calor (LI; DING;

DU, 2013), na produtividade de plantas sob diferentes localidades e gendtipos de
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plantas (SPOLJAREVIC et al., 2011), e até mesmo desenvolvendo importante funcéo
na regulacéo da sintese de proteinas (WANG et al., 2014).

Assim, a presente pesquisa mostrou que a tolerancia manifestada pela cultivar
Azteca esta, provavelmente, associada com eficiente sistema fotossintético, devido a
presenca de maiores quantidades de clorofilas e carotendides. Desta forma, o
conhecimento adquirido nesta pesquisa surge como uma importante ferramenta para
o melhoramento genético vegetal, porque esta técnica podera ser aplicada para
produzir cultivares de milho tolerantes as larvas de D. speciosa. Entretanto, testes em
condi¢Bes de campo sdo necessarios antes de se investir no melhoramento genético
vegetal. Além disso, constatou-se que glicina betaina e prolina ndo sdo compostos a
serem focalizados no melhoramento genético vegetal para producdo de cultivares
tolerantes a D. speciosa. E muito importante, ao realizar uma sele¢do de genotipos,
avaliar também a tolerancia, porque uma cultivar que € classificada como suscetivel
num teste de antixenose (efeitos adversos de uma planta hospedeira no
comportamento do inseto) ou antibiose, pode expressar tolerancia a praga a ser
estudada, como mostrado nesta pesquisa, ndo descartando assim cultivares mais

promissoras.
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CAPITULO 4 — Metodologia para avaliacdo da antixenose para oviposi¢édo de

Diabrotica speciosa (Germar) em cultivares de milho crioulo

RESUMO - Diabrotica speciosa (Germar, 1824) € uma praga de importancia
econdmica para diversas culturas em paises das Américas do Sul e Central. Esse
trabalho foi realizado com a finalidade de estudar metodologias para a posterior
avaliacdo da antixenose para oviposicdo de D. speciosa em cultivares de milho
crioulo. As plantas foram conduzidas em casa de vegetacdo, e para o inicio dos
ensaios elas foram transportadas para o laboratério. Avaliou-se a capacidade de
reconhecimento da presenca da planta hospedeira, 0 numero de casais, a idade de
plantas mais preferida para oviposic¢édo, a influéncia do recurso alimentar dos adultos,
e antixenose para oviposicdo de D. speciosa em milho crioulo, usando cultivares
previamente selecionadas de acordo com os diferentes niveis de resisténcia na
categoria antibiose. FEmeas de D. speciosa conseguem identificar a localizacdo da
planta de milho para oviposi¢do, comparando com um local onde néo ha presenca da
planta. Entretanto, quando diferentes cultivares de milho crioulo sdo avaliadas, as
fémeas ndo conseguem discernir qual o melhor hospedeiro para o desenvolvimento e
sobrevivéncia de sua prole. Observou-se que plantas de feijoeiro melhoram a
capacidade de postura de D. speciosa, e se 0s insetos adultos ndo tém uma planta
adequada para sua alimentacdo, como feijoeiro, uma alta mortalidade ocorre nos
ensaios. O presente trabalho mostrou que nem sempre uma cultivar que expressa
antibiose sera repelente ou deterrente para a oviposicdo (antixenose), e que em
alguns casos ndo ha nenhuma correlagéo entre estas duas categorias de resisténcia.
Palavras-chave: Zea mays L., resisténcia de plantas a insetos, ndao preferéncia,
herbivoria, praga de solo, manejo integrado de pragas
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CHAPTER 4 - Methodology to evaluate the antixenosis to the oviposition of

Diabrotica speciosa (Germar) in maize landraces

ABSTRACT - Diabrotica speciosa (Germar, 1824) is a pest of economic importance
to several crops in countries of South and Central America. This work was performed
aiming to study methodologies to the posterior evaluation of antixenosis to the
oviposition of D. speciosa in maize landraces. Plants were grown in greenhouse and
afterwards transferred to the laboratory to initiate the assays. It was evaluated the
recognition capability of the host plant presence, the number of couples, the most
preferred age for oviposition, the effect of the adults’ feeding source, and antixenosis
to the oviposition of D. speciosa in maize landraces, using cultivars previously selected
according with the different levels of antibiosis resistance. Diabrotica speciosa females
can identify the localization of the maize plant for oviposition, comparing with a place
where there is no plant. However, when different maize landraces are evaluated the
females cannot discern which is the best host for the development and survival of their
offspring. It was noticed that bean plants enhance the oviposition capacity of D.
speciosa, and if the adult insects do not have a suitable host plant for their feeding, as
beans, high mortality occurs in the assays. The current research has shown that not
always a cultivar which express antibiosis will be repellent or deterrent for oviposition
(antixenosis), and that in some cases there is no correlation between these two
resistance categories.

Keywords: Zea mays L., host plant resistance to insects, non-preference, herbivory,
soil pest, integrated pest management
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1. Introducéao

Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae) € uma praga
economicamente importante em diversas culturas da regido Neotropical e representa
um risco de quarentena para regides Nearticas e Palearticas (NARDI et al. 2012). O
impacto econdmico na agricultura e o montante de recursos gastos para o controle de
D. speciosa no Brasil ndo foram ainda estimados, embora se aplique anualmente uma
expressiva quantidade de ingredientes ativos para o controle, tanto de adultos como
de larvas dessa praga, especialmente nas culturas de milho (Zea mays L.), feijao
(Phaseolus vulgaris L.), e batata (Solanum tuberosum L.), principalmente nas regifes
sudeste e sul do Pais (AVILA; SANTANA, 2011).

Em condi¢des naturais, as fémeas de D. speciosa realizam a postura no solo,
sendo as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do substrato determinantes no
comportamento de oviposi¢ao do inseto (MILANEZ; PARRA, 2000). As fémeas de
insetos, ao aceitarem uma planta para ovipositar fazem uma escolha que € de crucial
importancia para as chances de sobrevivéncia de sua descendéncia, porque a
mobilidade e as reservas de energia de muitas larvas de primeiro instar sdo tao
limitadas que suas oportunidades de encontrar um hospedeiro adequado por conta
prépria sdo minimas (STADLER, 2002; SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005).

Antixenose é um termo derivado da palavra grega xeno que descreve a
inabilidade de uma planta em servir como hospedeira a um artropode. Se esta
situacdo existe numa interacdo planta-artrépode, uma determinada praga escolhe
selecionar uma planta hospedeira alternativa para oviposicdo e/ou alimentacdo
(SMITH 2005). A ocorréncia de antixenose indica a presenca de fatores quimicos,
fisicos, ou morfoldgicos da planta que adversamente alteram o comportamento do
artropode, resultando na selecdo de uma planta hospedeira alternativa (BOICA
JUNIOR et al., 2015). Barreiras morfoldgicas como camadas epidérmicas mais
espessas da planta, deposito de ceras em folhas, caules e frutos, ou uma mudanca
na densidade de tricomas podem forcar os insetos-praga a abandonar seus esfor¢cos
para consumir, ingerir ou ovipositar em uma planta que apresente essas

caracteristicas. Além disso, plantas que apresentam antixenose provavelmente
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possuem fitoquimicos que deterrem ou repelem herbivoros ao se alimentar ou
ovipositar (SMITH 2005).

Diversas cultivares de milho crioulo tém sido cultivadas ha décadas por
comunidades indigenas e pequenos agricultores. De maneira geral, as populacdes
crioulas sdo menos produtivas que as cultivares modernas, embora apresentem uma
complexa estrutura genética (ANDRADE; FILHO, 2008). Por isso, essas populagfes
sdo importantes fontes de variabilidade na busca por genes responsaveis pela
tolerancia ou resisténcia aos fatores bioticos ou abidticos (ARAUJO; NASS, 2002).

Nogueira (2015) investigou a resisténcia de cultivares de milho crioulo a
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), e verificou que a cultivar
Pérola apresentou resisténcia moderada nas categorias ndo preferéncia para
alimentacéo e oviposicao, e antibiose. Além disso, Nogueira (2015) concluiu que as
cultivares Caatingueiro e Maia foram moderadamente resistentes na categoria ndo
preferéncia para oviposi¢cdo em teste com chance de escolha.

A presente pesquisa teve como objetivo a avaliacdo de diferentes testes
metodoldgicos para subsequentemente investigar uma possivel manifestacdo da
resisténcia pela categoria antixenose para oviposi¢cao a D. speciosa em diferentes
cultivares de milho crioulo, contribuindo com mais informagbes a respeito das
diferentes cultivares de milho crioulo aqui avaliadas, assim como correlacionar 0s
resultados apresentados com dados de antibiose ja identificadas previamente nestas

cultivares.

2. Material e Métodos

2.1. Informagdes gerais

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Resisténcia de Plantas a
Insetos, do Departamento de Fitossanidade, da Universidade Estadual Paulista,
UNESP-Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil.

As plantas de milho (cv. Cativerde 02) usadas nos ensaios foram cultivadas em
casa de vegetacdo, em vasos plasticos de 770 mL, com abertura de aproximadamente

de 2,0 cm de comprimento na parte inferior lateral para evitar acimulo de agua da
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irrigacédo, e preenchidos por solo (latossolo vermelho escuro eutréfico) (CENTURION
et al., 1995), areia e adubo organico, numa proporcéao 3:1:1.

Trés sementes foram semeadas por vaso, irrigando sempre que necessario.
Aos cinco dias apos a emergéncia das plantas, foi realizado o desbaste, mantendo-se
apenas uma planta por vaso. No momento em que as plantas completaram a idade
pré-estabelecida para iniciar os experimentos, as mesmas foram transportadas da
casa de vegetacdo ao laboratério. Em seguida, o solo foi coberto por algodao
umedecido por agua, e sobre o algodao foram colocadas camadas de gaze preta. Os
adultos de D. speciosa, de aproximadamente 20 dias de idade, foram separados
quanto ao sexo de acordo com metodologia de White (1977) que caracteriza 0s
machos por possuirem uma placa adicional no final do abdémen, denominada pigidio.
Esse procedimento foi realizado usando um microscopio estereoscopio de 40 x
aumento (Modelo SZ40, Olympus, S&o Paulo, SP).

Para a quantificacdo do niumero de ovos, as camadas de tecido gaze de cada
tratamento foram retiradas e lavadas em agua corrente (torneira), e os ovos foram
recolhidos em tecido voile. Em seguida, o numero de ovos foi avaliado usando um

microscépio estereoscopio.

2.2. Influéncia da presenca da planta hospedeira na oviposi¢cdo de Diabrotica

speciosa

Antes de realizar os ensaios metodologicos e com as cultivares de milho
crioulo, foi necessério realizar um teste para comprovar que D. speciosa era atraida
por plantas de milho em condi¢des de laboratério.

Plantas de 10 dias de idade foram usadas nesse ensaio, e os tratamentos
testados foram (1) planta com solo coberto com disco de papel cartédo preto, o qual
impede que a oviposicao seja feita no solo; (2) planta com solo forrado por camadas
de algodéo hidréfilo umedecido, e coberto por cinco camadas de gaze preta; e (3)
placa de Petri (Modelo P 0074, Inlab®) de 8,0 cm de diametro forrada com algoddo
umedecido e coberta por cinco camadas de gaze preta (sem presenca de qualquer
planta). No tratamento 1, os insetos foram impedidos de entrar em contato com o solo.

No tratamento 2, os insetos tiveram acesso a gaze como substrato de oviposi¢do. No
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tratamento 3, 0s insetos também tiveram acesso a gaze como substrato de
oviposicdo, e as placas de Petri foram colocadas na mesma altura dos outros
tratamentos.

Os tratamentos foram dispostos de modo equidistante em gaiolas de vidro de
40 cm comprimento x 30 cm altura x 30 cm largura. Trés casais de D. speciosa foram
liberados por gaiola, e uma planta de feijoeiro cv. Pérola foi oferecida como fonte
alimentar extra (AVILA; PARRA, 2002), mantida em tubo de ensaio preenchido por
agua e vedado com papel filme. O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com trés tratamentos e sete repeticées. O niumero de ovos foi avaliado

as 48, 72, e 96 horas apés liberacéo dos insetos.

2.3. Numero de casais de Diabrotica speciosa por planta de milho

Para a realizagdo desse teste, as plantas foram cultivadas nas mesmas
condicbes mencionadas nos itens anteriores. Assim que as plantas chegaram ao
laboratorio, apos serem transportadas da casa de vegetacdo, as mesmas foram
colocadas sobre bancada. Apés forrar o solo com algoddo umedecido e cinco
camadas de gaze preta, em cada vaso plastico foi inserida uma vara de bambu de 50
cm de comprimento como suporte para o saco de tecido voile de 55 cm de altura x 35
cm de largura, o qual foi fechado em sua extremidade inferior com um elastico para
evitar a fuga dos insetos. Além disso, uma planta de feijoeiro de 10 dias de idade foi
anexada a planta de milho como fonte alimentar extra para os adultos, sendo
substituida geralmente a cada 1-2 dias. As plantas foram infestadas por um, dois, ou
quatro casais de D. speciosa, em um delineamento inteiramente casualizado,
perfazendo-se 30 repeticdes. A quantificacdo do nimero de ovos foi realizada as 48,
72, e 96 horas ap06s liberacdo dos insetos.

2.4. Efeitos da fonte alimentar e de diferentes idades de plantas de milho na

oviposicdo de Diabrotica speciosa

Foram realizados testes com e sem chance de escolha, usando plantas de

cinco, 10, ou 20 dias de idade para avaliar a oviposi¢cdo de D. speciosa. No teste com
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chance de escolha as plantas e os insetos (trés casais/gaiola, de acordo com teste
anterior) foram colocados nas gaiolas de vidro descritas no penultimo item, e no teste
sem chance de escolha os materiais e procedimentos foram idénticos aqueles
descritos no ultimo item.

Também foi avaliado os efeitos do uso da planta de feijoeiro de 10 dias de idade
como fonte alimentar adicional para os insetos. No teste com chance de escolha a
planta de feijoeiro foi colocada no centro da gaiola, e teve ao seu redor as plantas de
milho que foram submetidas ao teste de oviposicdo, conforme as idades descritas
acima. No ensaio sem chance de escolha, as plantas de feijoeiro foram amarradas as
plantas de milho usando fita plastica. Testes com e sem chance de escolha também
foram conduzidos sem o uso da planta de feijoeiro como fonte alimentar extra.

Os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com
sete repeticdes por tratamento. Além do numero de ovos, avaliado as 48, 72 e 96
horas apos liberagéo dos insetos, foi avaliado a mortalidade dos insetos nos tempos

pré-estabelecidos.

2.5. Oviposicéao de Diabrotica speciosa em diferentes cultivares de milho crioulo

Nesse trabalho foram utilizadas seis cultivares de milho crioulo pré-
selecionadas em teste de antibiose, de acordo com os diferentes niveis de resisténcia
expressos nesta categoria, quais sejam: Azteca (suscetivel), Encantilado (suscetivel),
Fortuna (resistente), Palha Roxa (resistente), Pérola (resistente), e 14 Variedades
(suscetivel). Esses estudos foram conduzidos de acordo com os resultados obtidos
nos testes metodoldgicos, liberando-se um casal de D. speciosa por planta (= seis
casais/gaiola), e oferecendo-se plantas de milho de 10 dias de idade. Foi mantido o
uso de uma planta de feijoeiro como fonte alimentar adicional. Foram realizados
ensaios com e sem chance de escolha, com sete repeticdes por tratamento. O nimero

de ovos foi avaliado as 48, 72, e 96 horas apos liberacdo dos casais.
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2.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos nos diferentes ensaios foram submetidos aos testes de
normalidade de residuos (Cramér-von Mises) e homogeneidade de variancia
(Levene). Os dados que nao foram normais nem homocedasticos foram submetidos
ao teste ndo paramétrico de Wilcoxon (a = 0,05) quando avaliando apenas duas
categorias (tratamentos), e acima de duas categorias 0s mesmos foram submetidos
aos testes de Kruskal-Wallis (a = 0,05) quando as categorias foram independentes, e
ao teste de Friedman (a = 0,05) quando analisando categorias dependentes, conforme

realizado por Golab e Snieguila (2012) e corroborado por Mello (2015).

3. Resultados

3.1. Influéncia da presenca da planta hospedeira na oviposi¢cao de Diabrotica

speciosa

Foram observadas diferencas significativas do numero de ovos em relacdo a
presenca ou ndo da planta hospedeira as 48 (W =9,82; gl =1, 12; P =0,0017), 72 (W
=6,55; gl =1, 12; P = 0,0105), e 96 horas (W =9,89; gl =1, 12; P = 0,0017) apés a
liberac@o dos adultos de D. speciosa. O numero total de ovos também diferiu nos
diferentes tratamentos (W = 9,80; gl = 1, 12; P = 0,0017) (Tabela 1). Claramente as
fémeas preferiram ovipositar no tratamento “planta + gaze”, do que no tratamento
“placa de Petri + gaze”, com uma diferenga superior a oito vezes as 96 horas, e seis
vezes maior no numero total de ovos. Nenhum ovo foi encontrado no tratamento

“planta com solo coberto”.
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Tabela 1. Numero de ovos (média + erro padrdo) de Diabrotica speciosa em diferentes
tratamentos e tempos apoés liberacdo dos insetos

NUmero de ovos

Tratamento

48 h 72 h 96 h Total
planta + gaze 151,86 £ 24,29 a 46,14+10,29a 9529+2356a 293,29+39,71a
placa de Petri + gaze 24,00+5,71b 8,14+246b 11,43+£3,70b 43,57 +6,26 b

Médias seguidas por letras diferentes na coluna sao significativamente diferentes pelo teste de Wilcoxon a 5%
de probabilidade

3.2. Numero de casais de Diabrotica speciosa por planta de milho

Maior nimero de ovos foi encontrado em plantas infestadas com quatro casais
as48 (H=17,77;, gl =2, 87; P <0,0001) e 96 horas (H=9,90; gl = 2, 87; P < 0,0001)
apos a liberacdo dos adultos (Tabela 2). Também houve diferencas significativas no
que diz respeito ao numero total de ovos (H = 17,95; gl = 2, 87; P < 0,0001) (Tabela
2). Na avaliacdo de 48 horas observou-se que os tratamentos foram totalmente
diferentes. Em contrapartida, as 96 horas e no namero total de ovos, o tratamento
“quatro casais” diferiu significativamente dos tratamentos “um casal”’ e “dois casais”,
enquanto que estes tratamentos foram iguais. No que se refere ao ndmero total de
ovos, o valor encontrado no tratamento “quatro casais” foi 2,75 vezes superior do que
aquele encontrado no tratamento “um casal”. Entretanto, considerando o numero de
ovos por casal, o tratamento “um casal” se destacou pelo maior valor, porque ao dividir
0 numero de ovos por casal, nota-se que o tratamento “quatro casais” possuiu valor

inferior do que o primeiro tratamento, com 35,73 ovos.

Tabela 2. NUmero de ovos (média + erro padrao) de Diabrotica speciosa por diferentes
nameros de casais e tempos apos liberacdo dos insetos

Numero de casais Tempos Total

48 h 72h 96 h
Um casal 7,23+2,04c 16,23 + 3,55 a 28,50+6,09b 51,97 +7,29b
Dois casais 16,10+391b 20,27 + 4,43 a 27,97 +£532b 64,33+£8,20b
Quatro casais 4543 + 10,84 a 39,07 £ 8,49 a 58,43 £ 8,86 a 142,93 £ 19,15 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna séo significativamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade
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3.3. Efeitos da fonte alimentar e de diferentes idades de plantas de milho na

oviposicado de Diabrotica speciosa

N&o houve diferencgas significativas na oviposi¢céo de D. speciosa considerando
a idade das plantas de milho em testes com chance de escolha, seja oferecendo as
folhas das plantas de feijoeiro como fonte alimentar extra para os insetos (numero
total de ovos: x2 = 1,77; gl = 2, 18; P = 0,2125), quanto no ensaio em que 0s insetos
tiveram apenas folhas das plantas de milho para se alimentar (nUmero total de ovos:
x2 =0,95; gl = 2, 18; P = 0,4861) (Tabela 3). Entretanto, a quantidade de ovos
observada no teste em que os insetos se alimentaram com folhas de feijoeiro foi 3,67;
3,03; e 4,06 vezes superior do que no ensaio onde 0s insetos nao tiveram esse
alimento extra, em plantas de cinco, 10, e 20 dias de idade, respectivamente.

No ensaio sem folhas de feijoeiro os insetos tiveram alta mortalidade, o que
explica em parte o baixo numero de ovos, ndo sendo possivel fazer anélise estatistica
para a avaliacdo de 96 horas (Tabela 3). Mortalidade de insetos néo foi observada no
experimento em que os insetos tiveram folhas de feijoeiro, porém no teste sem folhas
de feijoeiro houve mortalidade (acumulada) de 11,90; 16,67; e 38,10% as 48, 72 e 96
horas, respectivamente. A mortalidade total foi de 66,67% (dados néo apresentados).

Em teste sem chance de escolha, diferencas significativas foram encontradas
somente as 48 horas (H = 6,10; gl = 2, 87; P = 0,0473) depois da liberacao dos casais
(Tabela 4). Nessa avaliacdo o maior numero de ovos foi notado em plantas de 20 dias
de idade, diferindo de plantas de cinco dias de idade, porém sendo igual ao valor

observado para plantas de 10 dias de idade.
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Tabela 3. Namero de ovos (média + erro padrao) de Diabrotica speciosa em plantas de milho
cv. Cativerde 02 de diferentes idades e em diferentes tempos, com ou sem folhas de feijoeiro
como recurso alimentar extra, em teste com chance de escolha

COM FOLHAS DE FEIJOEIRO
Tempos

Idade da planta Total

48 h 72 h 96 h
5 dias idade 0,57 £ 0,57 a 2,86 £2,39 a 24,86 + 14,67 a 28,29 £ 16,56 a
10 dias idade 714+7,14 a 10,71+ 7,70 a 12,86 +4,82 a 30,71+7,97a
20 dias idade 10,71+ 7,52 a 18,57+ 7,48 a 20,57 £ 6,02 a 49,86 + 8,64 a

SEM FOLHAS DE FEIJOEIRO

Idade da planta Tempos Total

48 h 72 h 96 h
5 dias idade 743 +7,10 a 0,29+0,18 a - 7,71+£7,06 a
10 dias idade 7,71+3,34a 229+1,84a 0,14+0,14 10,14+ 4,22 a
20 dias idade 12,29+5,02 a 0,00 £ 0,00 a - 12,29+5,02 a

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Friedman a 5%
de probabilidade

Tabela 4. Nimero de ovos (média + erro padrédo) de Diabrotica speciosa em plantas de milho
de diferentes idades e em diferentes tempos, em teste sem chance de escolha

Idade da planta Tempos Total

48 h 72 h 96 h
5 dias idade 500+241b 11,27+ 2,62 a 10,37+ 2,47 a 26,63+4,04 a
10 dias idade 9,43 + 3,97 ab 13,60+4,51a 11,87+ 2,68 a 34,90+6,38 a
20 dias idade 13,43+4,43 a 14,43 + 3,66 a 18,33+4,15a 46,20+ 7,77 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna séo significativamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade

3.4. Oviposicao de Diabrotica speciosa em diferentes cultivares de milho crioulo

No teste com chance de escolha, houve diferencas significativas no niamero de
ovos somente as 72 horas apos liberacao dos insetos (x2 = 11,52; gl = 5, 36; P =
0,0421) (Tabela 5). Menor nimero de ovos foi encontrado na cultivar Encantilado,
diferindo significativamente da cultivar Palha Roxa, a qual apresentou o maior nimero
de ovos. A quantidade de ovos encontrada na cultivar Palha Roxa foi quatro vezes

mais alto do que em Encantilado. Em teste sem chance de escolha, diferencas
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significativas ndo foram observadas, inclusive no numero total de ovos (H = 9,99; gl =
5, 35; P = 0,0754) (Tabela 5).

Tabela 5. Numero de ovos (média + erro padrdo) de Diabrotica speciosa em diferentes
cultivares de milho crioulo e tempos apés liberagdo dos insetos

COM CHANCE DE ESCOLHAT

NUmero de ovos

Cultivar

48 h 72 h 96 h Total
Azteca 83,00 £ 37,95 a 45,14 + 15,08 ab 86,29 +19,31 a 214,43 +31,35a
Encantilado 174,28 + 40,70 a 36,14+11,29b 112,00+ 19,90a 322,43+48,81a
Fortuna 112,00 £ 18,05 a 75,85 + 34,87 ab 97,86 £ 19,92 a 285,71 £49,37 a
Palha Roxa 54,00 £ 19,89 a 157,42+ 35,72a 119,29+18,61a 330,71+48,98a
Pérola 120,28 £+24,10a 91,71 +44,91 ab 101,86 +31,30a 313,86 +83,90a
14 Variedades 114,42 +31,85a 48,28 + 15,60 ab 73,00 + 20,06 a 235,71+ 37,90 a

SEM CHANCE DE ESCOLHA?

Cultivar NUmero de ovos

48 h 72 h 96 h Total
Azteca 44,33 £8,33 a 31,17+11,18a 89,67 £ 17,66 a 165,17 £ 23,53 a
Encantilado 56,50 + 13,97 a 24,83+ 7,39 a 152,17 +24,30a 233,50+ 24,85a
Fortuna 17,33+5,26 a 26,33+ 12,78 a 88,50 + 15,66 a 132,17 +21,58 a
Palha Roxa 46,00 £ 14,68 a 38,00+ 11,37 a 98,00+ 9,98 a 182,00 + 20,41 a
Pérola 53,67 +13,51a 21,67 +£10,64 a 121,33+19,49a 196,67 £19,04 a
14 Variedades 3950+11,34a 9,00 £ 2,60 a 86,50 + 15,59 a 135,00 + 26,00 a

Médias seguidas por letras diferentes na coluna séo significativamente diferentes pelo teste de FriedmanT ou
Kruskal-Wallist a 5% de probabilidade

4. Discussao

Observou-se gque em alguns casos as fémeas de D. speciosa possuem a

capacidade de reconhecer o local em que sera favorecido o desenvolvimento de sua

prole, ao colocar maior nimero de ovos em substrato (gaze preta) no qual se

desenvolve uma planta hospedeira, ovipositando em menor quantidade no tratamento

“‘placa de Petri + gaze” (sem a presenga de qualquer planta). Esse ensaio foi

necessario para comprovar que as fémeas de D. speciosa a0 menos reconhecem

onde a planta hospedeira se encontra para efetuar a oviposi¢cao. As fémeas de D.

speciosa nao colocaram ovos em plantas com solo coberto com disco de papel cartéo
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preto, porque em papel cartdo ndo é possivel a insercdo do ovipositor, como as
fémeas fazem no solo ou na gaze preta.

Ao avaliar o numero mais adequado de casais de D. speciosa por planta de
milho, escolheu-se liberar um casal por planta porque esse tratamento ndo diferiu do
tratamento “dois casais”, e também devido ao fato de que para usar quatro casais por
planta seria necessario diminuir o numero de repeticbes usado no ensaio, devido ao
namero de insetos obtidos rotineiramente na criagdo mantida em laboratério. Costa et
al. (2014a) avaliaram os mesmos numeros de casais de D. speciosa por planta de
soja, e nao encontraram diferengas significativas. Provavelmente, na presente
pesquisa houve diferencas significativas devido ao fornecimento de folhas de feijoeiro
como recurso alimentar extra, o que aumenta a capacidade de postura dos insetos de
forma significativa quando comparando com insetos alimentados em folhas de soja ou
milho (AVILA; PARRA, 2002).

No que diz respeito a idade das plantas, Smith (2005) cita a importancia de se
conhecer o periodo em que as plantas hospedeiras sdo mais suscetiveis ao ataque
de uma determinada praga, antes de iniciar ensaios com o0s genaotipos de interesse.
Entretanto, de forma geral, na presente pesquisa ndo houve diferencgas significativas
quanto a preferéncia para oviposicdo de D. speciosa por plantas de milho em
diferentes idades no estagio vegetativo. Portanto, plantas de 10 dias de idade foram
escolhidas por ndo serem facilmente quebradas durante o transporte, porque seu
tamanho se encaixou perfeitamente nas gaiolas usadas nesta pesquisa, e além de
possibilitar a realizacdo dos ensaios no inicio do desenvolvimento das plantas,
diminuindo o tempo para os cuidados na sua conducéao.

Uma vez analisadas as informacfes dos ensaios metodoldgicos, foram
realizados os experimentos de antixenose para oviposi¢ao a D. speciosa em cultivares
de milho crioulo. Diferengas entre cultivares foram observadas apenas em teste com
chance de escolha, as 72 horas apoés liberacdo dos casais, ndo havendo diferencas
no namero total de ovos. Na presente pesquisa 0s insetos tiveram tempo suficiente
para interagir com as plantas, 96 horas, tempo utilizado para testar a preferéncia para
oviposigéo de D. speciosa em genadtipos de soja (COSTA et al. 2014a).

Ensaios de preferéncia para oviposicdo com outras espécies de insetos foram

realizadas em tempo até mesmo inferior a 96 horas. Borg e Ekbom (1996) avaliaram
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a oviposicao de Meligethes aeneus (Fabricius) (Coleoptera: Nitidulidae) em folhas de
quatro diferentes espécies da familia Brassicaceae, com término do ensaio as 48
horas apos infestacdo das plantas. Khan et al. (2007) estudaram a preferéncia para
oviposicéo de Busseola fusca Fuller (Lepidoptera: Noctuidae) em variedades de milho
e capim-elefante (Pennisetum purpureum, Schum) cv. Napier, finalizando o ensaio
também as 48 horas.

Oviposicao pode ser influenciada por diversos fatores, como sinais visuais,
volateis (WENNINGER; STELINSKI; HALL, 2009), metabdlitos secundarios, tamanho
da planta (TALSMA et al. 2008) e textura da planta (PONTES et al., 2010). De acordo
com os resultados obtidos no primeiro ensaio desta pesquisa, as fémeas de D.
speciosa sdo capazes de reconhecer o local em que a planta de milho esta se
desenvolvendo, e possivelmente usa alguns dos fatores mencionados acima para
localizar a planta hospedeira. Entretanto, ao oferecer as cultivares de milho crioulo as
fémeas ndo demonstraram preferéncia para oviposicdo por nenhuma delas, apesar
de ter sido feito uma selecéo prévia, escolhendo cultivares com diferentes niveis de
resisténcia na categoria antibiose, que é definida por Smith e Clement (2012) como
os efeitos adversos de uma planta resistente na sobrevivéncia, desenvolvimento, ou
fecundidade de um artrépode.

Os resultados desta pesquisa demonstram que D. speciosa € capaz de
reconhecer se em determinado recipiente ha presenca de planta de milho, mas
qguando os insetos tém a opcdo de ovipositar em plantas de milho de diferentes
cultivares, adequadas ou ndo para o desenvolvimento e/ou sobrevivéncia de sua
prole, as fémeas ndo apresentam capacidade de escolher a mais adequada para seus
descendentes. De forma contraria, Costa et al. (2014a) relataram que fémeas de D.
speciosa conseguem discernir o genétipo de soja mais adequado para sua
descendéncia (COSTA et al.,, 2014b). Folhas de soja sdo mais adequadas para a
alimentacdo de adultos de D. speciosa do que folhas de milho (MARQUES; AVILA;
PARRA, 1999).

O perfil de volateis liberados por plantas injuriadas geralmente difere daquele
liberado por plantas nao injuriadas. Por exemplo, os volateis liberados por plantas de
milho injuriadas por Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) foram

mais atrativos para larvas desta espécie do que volateis liberados por plantas nédo
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injuriadas (CARROLL et al. 2006). Assim, provavelmente as fémeas de D. speciosa
apresentam esse mesmo comportamento, porque as folhas de milho no presente
ensaio foram muito pouco injuriadas, liberando, possivelmente, uma pequena
guantidade de volateis, diferentemente do que aconteceu no ensaio com genaotipos de
soja conduzido por Costa et al. (2014a), onde os insetos se alimentaram apenas em
folhas de soja, onde uma maior quantidade de volateis pode ter sido liberada pelas
plantas, atraindo, dessa forma, as fémeas para efetuar a oviposicao.

Em interacfes inseto-planta, a relacdo entre a escolha materna da planta
hospedeira para sua prole e a consequente sobrevivéncia e desenvolvimento da
descendéncia tem sido frequentemente considerada no contexto da hipotese da
preferéncia pelo desempenho (CLARK; HARTLEY; JOHNSON, 2011), anteriormente
definida como teoria da oviposicdo 6tima (JAENIKE 1978). A hipdtese da preferéncia
pelo desempenho afirma que as fémeas de insetos irdo preferencialmente ovipositar
em plantas que maximizem a sobrevivéncia e desenvolvimento de suas larvas. Em
particular, esta hipotese se refere a insetos cujas larvas tém pouca ou nenhuma
habilidade para se deslocar, e sdo assim dependentes da escolha da planta
hospedeira feita pela mée (CLARK; HARTLEY; JOHNSON, 2011), como no caso de
D. speciosa. Contudo, com base nos resultados encontrados na presente pesquisa,
assim como por Costa et al. (2014a, 2014b), fica evidente que a aplicacdo daquela
hipétese ndo pode ser generalizada, porque resultados diferentes podem ocorrer para
uma mesma espécie de inseto, quando avaliando diferentes espécies de plantas
hospedeiras.

O presente trabalho mostrou que nem sempre uma cultivar que expressa
antibiose sera repelente ou deterrente para a oviposicdo (antixenose), e que em
alguns casos ndo ha nenhuma correlagéo entre estas duas categorias de resisténcia.
Apesar das hipoteses anteriormente discutidas, ndo se deve totalmente descartar a
possibilidade da ocorréncia de antixenose para oviposi¢cdo a D. speciosa em milho
crioulo, porque existem mais cultivares a serem avaliadas, inclusive no grupo
composto por 19 cultivares de onde foram selecionadas as seis cultivares usadas
neste estudo. Ademais, outros fatores podem estar envolvidos na manifestacéo de

antixenose para oviposi¢ao além dos volateis aqui hipotetizados.
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CAPITULO 5 — Antibiose e tolerancia a Oligonychus pratensis (Banks) (Acari:

Tetranychidae) em hibridos de milho resistentes a seca

RESUMO - Anualmente, lavouras de milho da regido das Altas Planicies (que
compreende 0s estados do oeste e parte do centro-oeste dos EUA) séo infestadas
por Oligonychus pratensis (Banks) em niveis que podem causar danos econémicos.
Essa pesquisa foi desenvolvida para determinar se hibridos de milho resistentes a
seca expressam antibiose ou tolerancia a essa praga; investigar se ha correlacao
entre uma possivel tolerancia das plantas com a condutancia estomatica e o contetudo
de clorofilas; e analisar se marcadores moleculares relacionados com a resisténcia a
um estresse bidtico estdo envolvidos com a resisténcia de hibridos de milho a O.
pratensis. Experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, avaliando-se o
namero de acaros em diferentes fases de seu ciclo bioldgico e o seu efeito em plantas
de milho. O hibrido Artesian se destacou pelos menores numeros de colbnias, ninfas,
e adultos de O. pratensis. Além de genes que conferem resisténcia a seca, Artesian
possui seis genes relacionados com a resisténcia de plantas a estresses biéticos,
quais sejam: LOX1 (lipoxigenasel), mir2 (resisténcia de milho a inseto 2), PX3
(peroxidase3), glossyl5, KN1 (Knottedl), e SEE2a (senescéncia melhorada 2a).
Tolerancia néo foi observada nos materiais testados, podendo ser devido ao niumero
de acaros liberados por planta, ou porque os hibridos ndo expressam essa categoria
de resisténcia. Provavelmente, o hibrido Artesian € beneficiado pela acdo conjunta
entre os seis genes relacionados com a resisténcia a estresses bidticos, e 0os genes
relacionados com a resisténcia a seca. As informacdes geradas sdo bastante Uteis
também no que se refere ao manejo integrado de pragas, tendo-se em vista que foi
revelado que a infestacdo do acaro diverge entre os hibridos avaliados. Por isso, se
taticas adicionais de controle sdo necessarias, estas podem ser adotadas levando-se
em consideracao essas diferencas.

Palavras-chave: Zea mays L., resisténcia de plantas a artropodes, manejo integrado
de pragas, acaros, pragas agricolas, transgénicos
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CHAPTER 5 - Antibiosis and tolerance to Oligonychus pratensis (Banks) (Acari:

Tetranychidae) in drought resistant maize hybrids

ABSTRACT - Maize crops cultivated in the High Plains (which encompasses the
states of Western and part of Midwest of USA) have been annually infested by
Oligonychus pratensis (Banks) in levels that may cause economic damages. This
research was carried out to determine whether the drought resistant maize hybrids
express antibiosis or tolerance to this pest; investigate if there is correlation between
a possible plant tolerance with the stomatal conductance and chlorophyll content;
analyze if molecular markers associated with the resistance to a biotic stress are
involved with the resistance of maize hybrids to O. pratensis. Experiments were
conducted in greenhouse, and evaluations were done on different variables concerning
the number of mites in different phases of their biological cycle and its effect on maize
plants. The hybrid Artesian stood out for the lower number of colonies, nymphs, and
adults of O. pratensis. Besides the genes that confer drought resistance, Artesian
possesses six genes linked with the plant resistance to biotic factors, which are: LOX1
(lipoxygenasel), mir2 (maize insect resistance 2), PX3 (peroxidase3), glossyl5, KN1
(Knotted1), and SEE2a (senescence enhanced 2a). Tolerance was not observed in
the tested hybrids, and it may be due to the number of mites released per plant, or
because the hybrids do not express this resistance category. Perhaps the hybrid
Artesian is benefited by the joint action between the six genes aforementioned that are
associated with the resistance to a biotic stress, and the genes related with the drought
resistance. The information generated are also very useful with regards to the
integrated pest management, considering it was revealed that the infestation of mites
diverges between the hybrids assessed. Therefore, if additional control tactics are
needed, they can be adopted taking into account these differences.

Keywords: Zea mays L., plant resistance to arthropods, integrated pest management,
mites, agricultural pest, transgenic
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1. Introducéao

Oligonychus pratensis (Banks) (Acari: Tetranychidae) € uma praga nativa dos
Estados Unidos da América (STICKNEY; BARNES; SIMMONS, 1950), e apresenta
uma ampla distribuicdo neste Pais (JEPPSON; KEIFER; BAKER, 1975). Esse acaro
€ encontrado provocando danos em algumas gramineas, como milho (Zea mays L.),
sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench], e trigo (Triticum aestivum L.), em diversas partes
dos continentes Americano e Africano (PEAIRS, 2014a).

Individuos de O. pratensis produzem uma grande quantidade de teia, com a
finalidade de proteger suas colonias de ameacas, como o0s predadores
(GANJISAFFAR; PERRING, 2015). Essas col6nias sdo constituidas por ovos, larvas,
ninfas e adultos, e sdo encontradas comumente na regido abaxial das folhas,
eventualmente matando-a e deixando-a com uma aparéncia chamuscada ou
gueimada (PEAIRS, 2014b).

As lavouras de milho das Altas Planicies (composta pelos estados do oeste e
parte do centro-oeste dos EUA), sdo anualmente sujeitas a infestacbes de O.
pratensis que podem causar danos econdmicos (BYNUM et al., 2015). Archer e
Bynum (1990) relataram uma perda de produtividade de 0,2% para cada 1% de folha
de milho infestada com esse herbivoro entre o final do periodo vegetativo até o
penultimo estagio reprodutivo, R5 (gréo farinaceo-duro). Peairs (2014b) afirmou que
no estado do Colorado, EUA, as perdas na producédo de milho devido a alimentacéo
desse acaro podem chegar a 40%, quando o material € destinado para silagem
(massa seca).

O controle de O. pratensis é feito principalmente com o uso de acaricidas
quimicos. Entretanto, essa pratica vem selecionando individuos resistentes a diversos
ingredientes ativos, como bifentrina, dimetoato e amitraz (BYNUM; ARCHER, 2002),
e 0s niveis de resisténcia dependem de fatores como localidade e ano de cultivo
(PEAIRS, 2014b).

Desse modo, a resisténcia de plantas a artropodes pode exercer um papel
fundamental no manejo de acaros-praga. Stout (2013) propds que a resisténcia é
manifestada devido a algumas caracteristicas da planta, que reduzem a extenséo da

injuria (ex.: remocdao de fotossintatos) causada numa planta por um herbivoro, e essas
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caracteristicas podem apresentar natureza quimica, morfolégica ou fisica (BOICA
JUNIOR et al., 2015). Dentre as categorias de resisténcia, a antibiose se caracteriza
pela expressdo de efeitos negativos na sobrevivéncia, desenvolvimento, e/ou
fecundidade do artropode (SMITH, 2005). A tolerancia, uma outra categoria de
resisténcia, abrange as caracteristicas da planta ou processos fisioldgicos que
diminuem a quantidade de dano (perda de produtividade) resultante por unidade de
injuria (STOUT, 2013).

A resisténcia genética da planta a acaros-praga pode ser uma ferramenta viavel
para o manejo integrado de pragas (BYNUM; XU; ARCHER, 2004a). A disponibilidade
comercial de hibridos resistentes a estes &caros seria muito Util em um sistema de
manejo integrado. Cruzamentos tém sido realizados com germoplasma de milho com
0 objetivo de incorporar genes que conferem resisténcia a acaros em germoplasmas
com resisténcia a Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) e tolerancia a
estresse hidrico (BYNUM; XU; ARCHER, 2004b).

Nos ultimos anos tem se observado que alguns hibridos de milho resistentes a
seca também apresentam resisténcia contra &caros-praga (BYNUM, 2012).
Resisténcia a seca € classificada como uma caracteristica quantitativa, sendo
bastante influenciada pelo ambiente e na maioria dos casos controlada por um grande
namero de genes. Alguns dos fatores ambientais que podem afetar a resisténcia a
seca incluem o momento e o tempo do estresse hidrico, o tipo de solo, a temperatura,
e a umidade (LATHROP; NAMUTH, 2011). Todos esses fatores influenciam
caracteristicas como a profundidade que as raizes alcangcam no solo, e o controle
estomético na epiderme das folhas, processos que podem ser diferencialmente
afetados pelos genes relacionados com a resisténcia a seca. Raizes maiores
permitem a captacdo de dgua em profundidades ndo comumente alcancadas, e 0s
estbmatos quando abertos permitem a entrada de diéxido de carbono para a posterior
producdo de acucares para o crescimento da planta, aumentando a transpiracao e
producédo de proteinas (LATHROP; NAMUTH, 2011).

Assim, a presente pesquisa teve por objetivo (1) avaliar se os diferentes
hibridos de milho resistentes a seca expressam antibiose e/ou tolerancia ao acaro O.
pratensis; (2) investigar se ha correlacdo entre uma possivel tolerancia das plantas

com a condutancia estomética e o contetdo de clorofilas; (3) analisar se marcadores
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moleculares relacionados com a resisténcia a um estresse bidtico amplificariam
diferencialmente o DNA de hibridos de milho selecionados de acordo com 0s niveis
de resisténcia ao acaro, e se seria visualizado polimorfismos nos padrées de banda

do DNA quando examinados em gel de agarose.

2. Material e Métodos

2.1. Informacgdes gerais

Os experimentos de antibiose e tolerancia a O. pratensis em hibridos de milho
resistentes a seca foram conduzidos na “Southeast Research-Extension Center”, da
“‘Kansas State University”, Garden City, estado de Kansas, EUA.

Os estudos foram realizados em casa de vegetagcdo com temperatura
controlada, com média de 28 °C + 1 °C. Os hibridos de milho resistentes a seca
utilizados nessa pesquisa foram escolhidos por serem um dos mais plantados na
regido do Cinturdo do Milho dos EUA, a saber: (1) o transgénico Droughtgard® da
companhia Monsanto, que expressa o gene que codifica a proteina B de choque frio,
da bactéria Bacillus subtilis (Cohn, 1872), que age como uma chaperona (proteina
protetora) para outras proteinas mais sensiveis como RNA (CASTIGLIONI et al.,
2008; HARRIGAN et al., 2009), e sua respectiva isolinha; e dois hibridos que utilizam
genes nativos e selegdo assistida por marcadores (MAS), quais sejam (2) Artesian® e
sua isolinha, pertencentes a companhia Syngenta; e (3) Aquamax® e sua isolinha, da
companhia Pioneer.

As sementes de milho dos hibridos acima mencionados foram semeados em
vasos plasticos de 3,79 litros (1 galdao), os quais foram preenchidos com solo (solo
franco silte-arenoso= solo textura média) (NORMAN; CAMPBELL, 2013) e com o
substrato de cultivo Pro-Mix®, numa proporg¢do 2:1. Cada vaso plastico foi colocado
sobre um prato plastico, com a finalidade de reter a agua da irrigagédo. Os tratamentos
foram colocados sobre uma bancada de 183,0 cm comprimento x 90,0 cm largura, e
as plantas foram irrigadas de acordo com o planejamento estabelecido para cada

ensaio.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230014003365#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230014003365#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230014003365#b0120
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As plantas de milho foram infestadas com 25 ninfas de O. pratensis no estadio
vegetativo V2, caracterizado pela presenca de duas laminas foliares totalmente
expandidas (RITCHIE; HANWAY; BENSON, 1993). A partir de entdo, os acaros

tiveram 14 dias para se alimentar e se reproduzir nos diferentes hibridos de milho.

2.2. Criacdo do acaro Oligonychus pratensis

Para a criagcdo de O. pratensis os individuos foram confinados em gaiolas de
75,0 cm de comprimento x 115,0 cm de altura x 75,0 cm de largura (malha fina= 160
micrometros), oferecendo-se plantas de milho organico para a alimentacdo e
reproducao dos &caros. Para a implantacdo dessa criacdo, acaros foram inicialmente
coletados em lavoura de milho, em Finney County, KS. As plantas usadas para criacdo
de O. pratensis foram irrigadas cuidadosamente, para nao faltar agua e também néao
encharcar os vasos plasticos, com a finalidade de se evitar uma possivel epizootia na
populacdo de acaros como consequéncia do ataque de algum fungo potencialmente
inimigo natural.

Dois ensaios foram realizados para avaliar a antibiose em hibridos de milho a
O. pratensis, sendo que em um deles também foi possivel de se avaliar a tolerancia,

em duas metodologias distintas que sédo descritas a seguir.

2.3. Desenvolvimento e sobrevivéncia de Oligonychus pratensis em folhas
confinadas de hibridos de milho resistentes a seca

Esse ensaio foi realizado na estacao de inverno, no ano de 2015. Os hibridos
utilizados foram Droughtgard e Artesian, e suas respectivas isolinhas. Em cada vaso
plastico foram cultivadas duas plantas de milho de um mesmo hibrido, sendo uma
planta denominada testemunha, sem infestacédo de acaros. A planta de milho vizinha
a testemunha teve a sua primeira lamina foliar aprisionada em gaiolas de 0,95 cm de
largura x 10 cm de diametro, as quais eram revestidas por malha fina de 160
microbmetros para evitar a fuga dos acaros. Uma gaiola era formada por dois
compartimentos iguais, como descrito acima, que eram fechados usando clipes de

metal. No interior das gaiolas, foi aberto um frasco de vidro que continha 25 ninfas de



102

O. pratensis, para que estas realizassem o processo de colonizacéo da folha inserida
na gaiola. Apos a infestacéo, as plantas foram cobertas por gaiolas de malha fina de
90 cm de altura x 30 cm de largura, a fim de se evitar a entrada de algum herbivoro
ou inimigo natural que poderia comprometer os resultados da pesquisa.

Os tratamentos foram divididos em “plantas sob estresse hidrico” e “plantas
bem irrigadas”. Em geral, as plantas submetidas ao estresse hidrico foram irrigadas
diariamente com 50 mL de agua, e apresentaram folhas enroladas durante o ensaio,
0 que caracteriza esse tipo de estresse. De forma contraria, as plantas bem irrigadas
foram submetidas a um regime diério de irrigacdo de 200 mL, e ndo apresentaram
folhas enroladas no decorrer do ensaio.

Ao término dos ensaios, avaliou-se o numero de ovos, larvas, ninfas e adultos
de O. pratensis, com auxilio de um microscépio estereoscépio (Modelo OM2300S-
GX4, OMANO, Virginia, EUA). A toleréncia ndo pode ser avaliada, porque por ocasiao
da fuga dos &caros algumas plantas testemunhas foram colonizadas. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos e sete

repeticoes.

2.4. Efeitos da infestacdo de Oligonychus pratensis em plantas de hibridos de

milho resistentes a seca

Esse ensaio foi realizado na estacao de verdo, no ano de 2015. Os hibridos
utilizados foram Droughtgard, Artesian, e Aquamax, e suas respectivas isolinhas. As
plantas testemunhas foram cultivadas em vasos plasticos separados daqueles
destinados as plantas infestadas pelos acaros. Logo apos a emergéncia das plantas,
gaiolas de formato triangular foram utilizadas para cobrir as plantas. Essas gaiolas
foram constituidas por dois lados de malha fina (160 micrometros) x um lado de vinil,
com 90 cm de altura x 30 cm de largura cada lado, possuindo na regido mediana da
parte vinil uma abertura de 20 cm de comprimento para permitir facil visualizacdo e
manuseio, e com Velcro® para possibilitar a abertura e o fechamento da gaiola. A
regido inferior das gaiolas foi fechada com auxilio de barbante.

Vinte e cinco ninfas de O. pratensis foram liberadas nas plantas de milho no

estadio vegetativo V2, abrindo-se cuidadosamente os frascos de vidro nos quais as
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ninfas estavam abrigadas, e escorando-os no caule das plantas, permitindo assim que
as ninfas saissem dos frascos e iniciassem o processo de colonizacao das plantas.

Nesse experimento, as plantas foram bem irrigadas, observando-se seu
desenvolvimento através da facil visualizacdo das plantas pelo lado vinil
(transparente) da gaiola.

Depois do encerramento desse ensaio, avaliou-se o numero de ovos, larvas,
ninfas e adultos do acaro, usando um microscopio estereoscopio. Avaliou-se também
alguns parametros das plantas testemunhas e das plantas infestadas com O.
pratensis, como numero total de folhas, numero de folhas mortas, peso seco (g), e
estadio vegetativo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com seis tratamentos e seis repeticoes.

2.5. Condutancia estomatica e conteddo de clorofila em folhas de hibridos de

milho resistentes a seca

A condutancia estomatica foi avaliada usando um porémetro foliar portatil
(Modelo SC-1, Decagon, Pullman, WA), nos periodos de 9:00 as 12:00 horas, e 14:00
as 16:00 horas, tempo médio necessério para que todas as repeticoes fossem
avaliadas. Duas avaliacGes foram realizadas, sendo a primeira um dia antes do inicio
do experimento, e a segunda um dia antes da finalizacdo do experimento. A folha
bandeira foi adotada para as leituras com finalidade de padronizagao.

Para as avaliacdes de clorofila, realizadas antes do término do experimento,
utilizou-se um medidor de clorofila portétil, sendo a leitura executada no periodo das

9:00 as 11:00 horas, adotando-se a folha bandeira como unidade amostral.

2.6. Marcadores moleculares associados aresisténcia de plantas a artropodes

Essa analise foi conduzida no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a
Artropodes, do Departamento de Entomologia da “Kansas State University”,
Manhattan, estado de Kansas, EUA.

Essa analise teve como objetivo determinar se marcadores moleculares

relacionados a resisténcia a um estresse biético amplificariam diferencialmente o DNA
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das isolinhas dos hibridos Artesian e Droughtgard, e se seria visualizado
polimorfismos nos padrées de banda do DNA dos dois hibridos quando examinados
em gel de agarose. Os materiais transgénicos Artesian e Droughtgard se destacaram
por apresentar caracteristicas de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente, ao
ataque do acaro O. pratensis, e divergem das isolinhas devido a presenca de genes
envolvidos na expressao de resisténcia a seca (LATHROP; NAMUTH, 2011).

Uma planta de milho de cada hibrido foi cultivada em casa de vegetacéo, e
guando no estadio V4 sua folha bandeira foi cortada, lavada com agua destilada, seca
com papel toalha, e coberta por papel aluminio para ser posteriormente seca em
estufa a 35 £ 1 °C por um periodo de cinco dias. Cada amostra foi moida usando um
moinho de bola.

A técnica adotada para isolar o DNA das plantas foi CTAB (brometo de
cetiltrimetilamdnio) (USDA, 2015). Os genes e respectivos marcadores microssatélites
(SSR) escolhidos para serem investigados nessa pesquisa, devido sua relagdo com a
resisténcia de plantas a fatores bioticos foram: glossy15 (p-nc134F; p-nc134R) e (p-
umcl688F; p-umcl688R); Bx7, sintese de benzoxazinona 7 (CM37F; CM37R) e
(T232F; T232R); mir 2, resisténcia de milho a inseto 2 (umcl1178F; umcl1178R); LOX1,
lipoxigenasel (p-umcl539F; p-umcl539R); LOX2, lipoxigenase2 (p-umcl311F; p-
umcl311R); LOX3; lipoxigenase3 (p-umcl082F; p-umcl082R) e (p-umcl431F; p-
umcl431R); PX3, peroxidase3 (p-umcl412F; p-umcl412R) e (p-umc2333F; p-
umc2333R); PR1, flavondide 3'- hidrolase (p-umcll55F; p-umcll55R); PEP1,
fosfoenolpiruvato carboxilase (p-umc2337F; p-umc2337R) e (p-umcl599F; p-
umcl599R); PAL2, fenilalanina amonia liase (p-phil09642F; p-phil09642R); SEE2a,
senescéncia melhorada 2a (p-umcl340F; p-umcl340R); SEE2b, senescéncia
melhorada 2b (p-bnlgl496F; p-bnigl496R) e (p-umcl641F; p-umcl641R); e KN1,
Knottedl (p-umc2189F; p-umc2189R) e (p-umc2149F; p-umc2149R) (LAWRENCE et
al., 2008).

Foi realizada uma PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em um volume de
reacao de 25-uL em um termociclador (Modelo MJ 100, MJ Research, Waltham, MA).
Os produtos de amplificacdo passaram pelo processo de eletroforese a 80 V por 45
min em gel agarose a 2%. Os procedimentos gerais adotados estdo descritos numa

base de dados especifica para genémica de Z. mays (LAWRENCE et al., 2008).
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2.7. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de residuos (Cramér-
von Mises) e homogeneidade de variancia (Levene). Se os dados nao foram normais,
os mesmos foram transformados segundo o lambda mais conveniente conforme
indicado pelo teste Box-Cox no software SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 2003).
Com os dados normais e homocedasticos, realizou-se a analise de variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05) (SAS Institute
Inc., Cary, NC, 2003). Dados referentes a numero de folhas mortas, condutancia
estomatica e clorofila, foram analisados num esquema fatorial 6 x 2, analisando-se 0s
efeitos principais dos hibridos (H), da infestacéo (I), e da interacédo entre H x |. Dados
gue nao se adequaram aos pressupostos estatisticos, foram analisados pelo teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

3. Resultados

3.1. Desenvolvimento e sobrevivéncia de Oligonychus pratensis em folhas
confinadas de hibridos de milho resistentes a seca

N&o houve diferencas significativas no nimero total de acaros encontrados nas
folhnas envolvidas por gaiola (F = 1,23; gl = 3, 52; P = 0,3078) (dados néao
apresentados), com uma variacdo de 8,00 a 16,64 acaros. Em contrapartida, os
hibridos de milho divergiram (H = 39,75; gl = 3, 52; P < 0,0001) quanto ao numero de
colénias de O. pratensis presentes nas plantas, resultado da fuga dos acaros que
foram inicialmente liberados nas gaiolas (Tabela 1). Contrastes foram notados, como
a ndo presenca de coldnias no hibrido Artesian, ndo diferindo de sua respectiva
isolinha. Diferentemente, os maiores numeros de colonias foram observados no

hibrido Droughtgard e sua isolinha.
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Tabela 1. Numero de coldnias de Oligonychus pratensis (média + erro padréo) por planta de
hibridos de milho resistentes a seca, em ensaio com folha envolvida por gaiola

Hibrido Numero de coldnias
Artesian 0,00+ 0,00 b
Antesian Isolinha 0,14 +£0,10b
Droughtgard 1,50+0,14 a
Droughtgard Isolinha 121+0,19a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo séo significativamente diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade

3.2. Efeitos da infestacdo de Oligonychus pratensis em plantas de hibridos de

milho resistentes a seca

Diferencas ndo foram observadas para numero de ovos (F =1,11; gl =5, 30; P
=0,3773) e larvas (H = 3,80; gl =5, 30; P = 0,5780) de O. pratensis em plantas dos
hibridos de milho (Tabela 2). Contudo, os hibridos divergiram no que diz respeito ao
namero de ninfas (F = 3,91; gl =5, 30; P = 0,0076) e adultos (F =3,30; gl =5, 30; P =
0,0172) que colonizaram as plantas. O hibrido Artesian apresentou um nuamero de
ninfas 18 vezes inferior do que aquele observado em Droughtgard, ndo diferindo dos
outros hibridos. Artesian também obteve destaque pelo niumero de adultos de O.
pratensis 29 vezes menor do que Droughtgard, e 42 vezes menor do que a isolinha
de Droughtgard (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de Oligonychus pratensis (média * erro padrao) em diferentes fases do ciclo biolégico em hibridos de milho resistentes
a seca, em ensaio com plantas inteiras

Hibrido Ovos' Larvas? Ninfas® Adultos?
Droughtgard 309,67 + 125,25 a 14,50 £ 5,45 a 52,67 £ 19,17 a 14,67 £ 5,28 a
Artesian 26,17 £ 21,93 a 11,67 £8,72 a 283+1,38b 0,50+0,34b
Aguamax 119,33+ 54,64 a 5,50+ 2,50 a 10,83 £ 5,67 ab 517+ 2,71 ab
Droughtgard Isolinha 398,17 + 197,24 a 2250+ 11,92 a 28,17 £+ 7,84 ab 21,17 £ 10,23 a
Artesian Isolinha 87,50 +55,52 a 15,00 £ 7,37 a 18,00 + 11,36 ab 417 +2,86 ab
Aquamax Isolinha 213,00 + 50,50 a 12,50 £ 5,18 a 20,00 £ 6,69 ab 12,67 £5,23 ab

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey' ou Kruskal-Wallis* a 5% de probabilidade
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Os hibridos néo diferiram quando foi analisada a soma do ndmero de larvas,
ninfas e adultos (F = 2,51; gl = 5, 30; P = 0,0515), com uma variacao de 15,00 a 81,83
(dados nao apresentados), possivelmente devido a entrada dos dados relacionados
ao numero de larvas, que isoladamente nao tiveram diferencas.

Os hibridos de milho ndo parecem expressar tolerancia, ao menos ao liberar
25 ninfas de O. pratensis por planta de milho no estadio vegetativo V2, numa
infestacdo com duracao de 14 dias (estadio vegetativo V4). Ndo houve porcentagem
de reducdo no numero de folhas (F = 2,42; gl = 5, 30; P = 0,0585), que apresentou
variacdo de 0,00 a 11,90%, peso seco da parte aérea (F=1,71; gl =5, 30; P=0,1632),
com reducdes de 0,69 a 22,08%, e no estagio de crescimento (H =4,14; gl =5, 30; P
= 0,5289), com amplitude de 2,69 a 16,67% (dados ndo apresentados).

Na analise fatorial sobre a quantidade de folhas mortas por planta, observou-
se diferencgas significativas somente para o fator hibrido (H) (Tabela 3). Considerando
os hibridos de uma forma global (com e sem infestagdo), Artesian, Artesian Isolinha,
e Aguamax possuiram as menores porcentagens de folhas mortas, diferindo de
Droughtgard e Droughtgard Isolinha (Tabela 4). Esses mesmos hibridos néo diferiram
no que se refere ao numero total de folhas (H =9,31; gl =5, 66; P = 0,0973) de plantas
nao infestadas (Tabela 4).

Tabela 3. Dados estatisticos de um delineamento fatorial sobre o nimero de folhas mortas de
hibridos de milho resistentes a seca com ou sem infestacao de Oligonychus pratensis (ensaio
com plantas inteiras)

Tratamento F Gl P
Hibrido (H) 9,30 5, 60 < 0,0001
Infestacgéo (1) 0,31 1, 60 0,5811

HxI 0,92 5, 60 0,4761
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Tabela 4. Numero total de folhas e folhas mortas (média + erro padrédo) de hibridos de milho
resistentes a seca nao considerando a infestacdo (dados de plantas infestadas e nao
infestadas foram somados — ensaio com plantas inteiras)

Hibrido Numero total de folhas Folhas mortas (%)
Droughtgard 6,67 £0,31 a 25,30+ 2,11 a
Artesian 7,42 +£0,29 a 8,00 £ 2,08 bc
Aquamax 7,00+0,12 a 6,15+2,82c
Droughtgard Isolinha 7,25+0,18 a 19,63 + 2,62 ab
Artesian Isolinha 6,92 +0,19 a 7,05+264c
Aquamax Isolinha 6,50+ 0,23 a 13,74 + 2,81 abc

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

3.3. Condutancia estomatica e contetdo de clorofila em folhas de hibridos de

milho resistentes a seca

Os hibridos de milho ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo a
condutancia estomaética, seja antes de infestar as plantas de milho com O. pratensis
[Hibrido (F = 0,99; gl =5, 58; P = 0,4304), Infestacao (F = 0,03; gl =1, 58; P =0,8671),
Hibrido x Infestacao (F = 0,68; gl =5, 58; P = 0,4304)], assim como antes de finalizar
o experimento [Hibrido (F = 1,94; gl = 5, 60; P = 0,1015), Infestacéo (F = 0,03; gl = 1,
60; P = 0,8610), Hibrido x Infestacédo (F = 0,84; gl = 5, 60; P = 0,5265)] (dados nao
apresentados).

Os hibridos também apresentaram conteudos iguais de clorofila uma dia antes
finalizar o ensaio [Hibrido (F = 2,30; gl = 5, 58; P = 0,0568); Infestacéo (F = 1,60; gl =
1, 58; P =0,2112); Hibrido x Infestacéo (F = 0,70; gl =5, 58; P = 0,6232)] (dados nao

apresentados).

3.4. Marcadores moleculares associados aresisténcia de plantas a artropodes

Ao analisar os padrdes de banda das isolinhas de Artesian e Droughtgard,
identificou-se seis genes presentes na isolinha de Artesian; entretanto, nenhum gene
investigado foi detectado na isolinha de Droughtgard. Os genes presentes no DNA da

isolinha de Artesian foram: LOX1 (lipoxigenasel), Mir2 (resisténcia de milho a inseto
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2), PX3 (peroxidase3), glossyl5, KN1 (Knottedl), e SEE2a (senescéncia melhorada
2a).

4. Discussao

Dois ensaios foram realizados com o objetivo de se avaliar antibiose a O.
pratensis em hibridos de milho resistentes a seca, sendo avaliada também a tolerancia
no segundo ensaio. No primeiro ensaio, 0s acaros se alimentaram e se reproduziram,
inicialmente, na primeira lamina foliar, a qual foi confinada numa gaiola. Entretanto, as
gaiolas nao foram eficientes no que diz respeito ao confinamento dos acaros, e estes
fugiram e foram encontrados em outras folhas da planta, anotando-se assim o nimero
de colbnias por planta. Acreditava-se que os acaros tinham escapado em diversos
tratamentos de forma aleatéria; porém, na verdade 95% das colbnias foram
encontradas no hibrido Droughtgard e sua isolinha, e uma porcentagem muito
pequena foi encontrada em Artesian e sua isolinha, provavelmente devido a
resisténcia que esse hibrido expressa, e que foi confirmado no experimento
subsequente. Esse ensaio foi realizado em plantas bem irrigadas e plantas com
estresse hidrico, mas esse fator ambiental ndo influenciou na resisténcia das plantas
ao acaro.

No segundo ensaio, os acaros foram liberados com o auxilio de um pequeno
frasco de vidro escorado na regiao basal da haste da planta, para que dessa forma
pudessem posteriormente colonizar a planta. Observou-se que essa metodologia é a
mais adequada para a execucdo de experimentos que visam explorar a interacao
acaro-planta, porque os acaros nao fogem da unidade amostral, a planta, e possuem
mais espaco para a alimentacéo e reproducéo.

O hibrido Artesian se destacou nos dois ensaios realizados devido ao baixo
namero de acaros encontrados, divergindo do hibrido Droughtgard em todas as
variaveis em que houve diferencas significativas, quais sejam os numeros de colbnias,
ninfas, e adultos de O. pratensis. O hibrido Artesian também diferiu da isolinha do
hibrido Droughtgard, nas variaveis numero de colonias e numero de adultos. A isolinha
de Artesian diferiu de Droughtgard e sua respectiva isolinha apenas no primeiro

ensaio, ao considerar o numero de colbnias por planta.
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O cultivo de milho resistente a seca é uma pratica muito recente nos EUA
(TOLLEFSON, 2011). Assim, até 0 momento, o presente trabalho € o primeiro a avaliar
os efeitos da interacdo acaro-praga versus hibridos de milho resistentes a seca. Nao
diferentemente, o ndmero de trabalhos avaliando a resisténcia ou tolerancia em
genadtipos de milho a O. pratensis € muito escasso. Stiefel e Margolies (1992)
avaliaram a razdo sexual de O. pratensis sob diferentes condi¢des, entre estas,
plantas de milho e sorgo. Nao houve diferencas em relacdo a proporcao sexual de
descendentes de fémeas criadas em milho hibrido Pioneer 3377, ou uma linhagem
resistente (SC-599-6) de sorgo, ou uma variedade suscetivel (Wheatland) de sorgo.

Como a diferenca entre os hibridos transgénicos e suas respectivas isolinhas é
a presenca de genes relacionados com a resisténcia a seca (LATHROP; NAMUTH,
2011), as isolinhas dos hibridos Artesian e Droughtgard foram escolhidas para se
determinar se marcadores moleculares relacionados com a resisténcia a um estresse
biético amplificariam seu DNA, e se seria visualizado polimorfismos nos padrdes de
banda do DNA dos dois hibridos quando examinados em gel agarose. Identificou-se
a presenca dos genes LOX1 (lipoxigenasel), mir2 (resisténcia de milho a inseto 2),
PX3 (peroxidase3), glossyl5, KN1 (Knottedl), e SEE2a (senescéncia melhorada 2a)
nas bandas relacionadas a isolinha do hibrido Artesian. A funcéo de cada gene e sua
relacdo com a resisténcia de plantas a artropodes séo discutidas a seguir.

As lipoxigenases (LOX) sdo um grupo de enzimas antioxidantes envolvidas na
defesa da planta contra muitos tipos de estresse (BRUINSMA et al., 2009). Um dos
aspectos mais importantes das LOX na defesa das plantas é a oxidacdo do &cido
linolénico na via de sinaliza¢do do acido jasménico (JA), o qual desenvolve um papel
muito importante na ativacdo da defesa da planta, tanto diretamente pela producéo de
enzimas oxidantes e inibidores de protease (MAO et al., 2007), como indiretamente
através da producao de compostos organicos volateis (VOC) que atraem 0s inimigos
naturais de insetos-praga (BRUINSMA et al., 2009). Hildebrand et al. (1986)
mostraram uma relacdo entre LOX e resisténcia a acaros, com a atividade de LOX em
soja [Glycine max (L.) Merril] aumentando de acordo com gue se elevava 0s niveis de
infestacd@o de outro 4caro tetraniquideo, Tetranuchus urticae Koch.

A familia do gene mir foi previamente associada com a resisténcia de plantas

através do uso de analise protedbmica. Essa familia consiste de ao menos cinco
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homoélogos, trés dos quais sdo agrupados no cromossomo 6 em uma regido que
confere resisténcia a insetos (JIANG et al.,, 1995). Classificados como cisteina
proteases, esses genes foram diferencialmente expressos em tecido foliar de milho
exposto a alimentacdo de artropodes, como Spodoptera frugiperda (JE Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), onde a maior expressao foi associada com os mais altos
niveis de resisténcia (PECHAN et al., 2000). Pechan et al. (2002) relataram que a
linhagem de milho Mp708, resistente a alimentacdo de algumas espécies de
lepidopteros, produz uma cisteina protease de 33-kDa em resposta a alimentacéo
desses herbivoros. A acumulacdo dessa cisteina protease em folhas de milho foi
correlacionada com uma significante redugdo no crescimento das lagartas que
resultou da ineficiente utilizacdo de nutrientes, devido a severa injdria provocada na
matriz peritréfica de lagartas que se alimentaram de plantas de milho resistente.

As enzimas peroxidases (POD) regulam diversos processos que tém efeitos
diretos ou indiretos na defesa da planta, incluindo lignificagdo, suberizagéo,
metabolismo da auxina, e a cicatrizacdo de feridas (HENG-MOSS et al., 2004; SETHI
et al., 2009; HE et al., 2011). A associacao entre radicais oxidativos produzidos pelas
POD com os fendis causa deterréncia alimentar em insetos e/ou produzem toxinas
qgue reduzem a digestibilidade da planta, e por conseguinte resulta na deficiéncia
nutricional de insetos com efeitos severos em seu crescimento e desenvolvimento
(ZHANG; HAU; ZHANG, 2008; CHEN; NI; BUNTIN, 2009). Hildebrand et al. (1986)
observaram um aumento na atividade de POD em plantas de soja de acordo com o
aumento do namero de 4caros da espécie T. urticae.

O gene Glossy15 (GI15) codifica um suposto fator de transcricdo que promove
a expressdo de caracteristicas epidérmicas de folha juvenil, como a presenca de
ceras, e reprime a diferenciacdo precoce de células da epiderme de folhas adultas,
como o surgimento de tricomas proeminentes (MOOSE; SISCO, 1996). A transicao
prematura de folhas de milho do estagio juvenil ao estagio adulto reduziu as taxas de
sobrevivéncia e crescimento dos artropodes S. frugiperda e Diatraea grandiosella
Dyar (Lepidoptera: Crambidae) (WILLIANS et al., 1998). Na presente pesquisa, coOmo
o gene GI15 foi encontrado somente na isolinha do hibrido Artesian, néao foi possivel
comparar o tamanho desse gene, em pares de base, com a isolinha do hibrido

Droughtgard, com a finalidade de verificar se teria ocorrido uma possivel mutacdo no
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gene GI15 de Artesian, o que poderia inibir o funcionamento normal desse gene, e
consequentemente influenciar na resisténcia do hibrido Artesian a O. pratensis.

Em meristemas de plantas de milho, € comum a expressao do gene Knottedl
(Knl), o qual é importante para a manutencdo do estado meristematico das células
(HAKE, 1992; KERSTETTER et al., 1997). Esse gene possui também a funcédo de
inibir a senescéncia prematura das folhas ap6s injuria (LUO et al., 2006). De forma
semelhante, o gene SEE2a (senescence enhanced 2a) esta relacionado com o
retardamento da senescéncia de folhas de milho (ROBSON et al.,, 2004). Por
conseguinte, a presenca desses genes pode contribuir com a resisténcia e tolerancia
de plantas a artropodes, devido a ndo ocorréncia de senescéncia prematura, e a
emissdo de novos tecidos, apos herbivoria. Isso esta de acordo com o que foi
observado na presente pesquisa, porque o hibrido Artesian e sua isolinha tiveram os
menores numeros de folhas mortas, provavelmente influenciados pelos genes
mencionados.

Os seis genes relacionados com a resisténcia de plantas a artropodes descritos
acima, parecem atuar em conjunto com 0s genes relacionados com a resisténcia a
seca, porgue o hibrido Artesian expressou antibiose, ndo ocorrendo 0 mesmo em sua
isolinha, que ndo possui genes de resisténcia a seca. Assim, 0S seis genes
relacionados com estresses bioticos identificados nessa pesquisa parecem contribuir
com a resisténcia de plantas denominada poligénica ou horizontal, que é expressa por
diferentes genes e determina diferentes caracteristicas que em conjunto tornam uma
planta resistente ao ataque de um artrépode (SMITH, 2005).

Os hibridos de milho nao manifestaram tolerancia a O. pratensis, talvez porque
uma infestacdo com 25 ninfas ndo foi suficiente para causar danos nas plantas.
Entretanto, diferencas ndo foram encontradas no que diz respeito ao conteudo de
clorofila e a condutancia estomatica de folhas de milho, que poderiam favorecer a
tolerancia, devido melhora na eficiéncia fotossintética (BAKER, 2008; XU; ZHOU,
2008). Todavia, um numero maior de acaros por planta pode ser testado no futuro (>
25 ninfas), a fim de se investigar se os hibridos Pioneer e Droughtgard expressam
tolerancia nessas condi¢cfes, uma vez que eles foram suscetiveis no teste de antibiose
a O. pratensis, apresentando nenhum efeito no desenvolvimento ou sobrevivéncia da

praga, requisito necessario para classificar uma planta como tolerante (SMITH, 2005).
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As informacdes geradas nessa pesquisa sdo bastante Gteis no que se refere
ao manejo integrado de pragas, tendo em vista que a infestacdo do acaro diverge
entre os hibridos avaliados. Por isso, se taticas adicionais de controle s&o
necessarias, estas podem ser adotadas levando-se em conta essas diferencas. Um
importante passo a se alcancar no futuro € uma melhor compreensdo dos
mecanismos resultantes da interacdo dos diferentes genes que tornam o hibrido
Artesian resistente a referida praga. Além disso, testes com os hibridos em diferentes
condicbes ambientais sdo necessarios para se verificar a eficiéncia dos materiais de

uma forma geral.
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CAPITULO 6 — Consideracdes finais

A Resisténcia de Plantas a Artropodes € uma das bases do Manejo Integrado
de Pragas, uma vez que a planta pode se defender do ataque de um artropode, seja
por possuir constitutivamente eficientes mecanismos de resisténcia (barreiras
morfolégicas, quimicas, ou fisicas) que inibem a alimentacdo e oviposicao do
artropode e/ou interfere no seu desenvolvimento ou sobrevivéncia; ou devido a
producdo de substancias de defesa para contra-atacar a investida da praga
(resisténcia induzida); ou ainda por tolerar a herbivoria, ao emitir novas estruturas afim
de repor aquelas que foram removidas durante a alimentacdo da praga, tendo como
consequéncia a ndo necessaria adocao de outras taticas de controle por parte do
produtor, desde que a praga nao atinja o nivel de controle.

Os resultados obtidos na presente pesquisa esclarecem, ao menos em parte,
quais sao os diferentes mecanismos envolvidos na resisténcia de cultivares de milho
crioulo ao inseto Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae), e de
hibridos de milho resistentes a seca ao acaro Oligonychus pratensis (Banks) (Acari:
Tetranychidae).

Em cultivares de milho crioulo, constatou-se a expressdo de resisténcia a D.
speciosa nas categorias antibiose e tolerancia. As cultivares Pérola, Fortuna, e Palha
Roxa se destacaram por apresentar resisténcia na categoria antibiose, afetando o
desenvolvimento ou sobrevivéncia dos insetos. Observou-se que as cultivares
resistentes ndo apresentaram acréscimo, apos herbivoria, de estruturas morfoldgicas
(ex.: lignina, celulose, fibras), mas se destacaram pelos menores decréscimos, uma
vez que a maioria das cultivares suscetiveis tiveram grandes perdas nos teores destas
estruturas. No que diz respeito a tolerancia, o destaque foi a cultivar Azteca, que em
teste de antibiose tinha sido classificado como a mais suscetivel dentre 19 cultivares.
A cultivar Azteca, além de apresentar caracteristicas de planta tolerante, possuiu 0s
maiores teores de clorofilas e carotenoides, que contribuem para maior producéo de
biomassa, além da acédo antioxidante também exercida pelos carotenoides. Dessa
forma, € importante ressaltar que a resisténcia de plantas precisa ser avaliada de uma
forma ampla, em suas trés categorias, para que nao se descarte materiais que podem

ser importantes no melhoramento genético.
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Nos EUA, ha relatos de que hibridos de milho resistentes a seca também
expressam resisténcia aos principais acaros-praga da cultura do milho; entretanto, até
0 momento ndo ha na literatura informacbes sobre qual, ou quais hibridos tém
manifestado essa resisténcia. Verificou-se nesta pesquisa, que o hibrido Artesian
apresentou resisténcia na categoria antibiose a O. pratensis, diferentemente dos
hibridos Droughtgard e Aquamax, que foram suscetiveis. Numa anélise genémica,
observou-se que seis marcadores moleculares relacionados com resisténcia a
estresses bioticos amplificaram o DNA do hibrido Artesian, visualizando polimorfismos
nos padrées de banda do DNA ao comparar com o hibrido suscetivel Droughtgard,
examinado em gel de agarose.

O presente trabalho apresenta resultados inéditos a respeito da resisténcia de
genadtipos de milho as diferentes pragas estudadas. Com o conhecimento gerado, é
possivel afirmar que as cultivares de milho crioulo representam fontes promissoras
para o melhoramento genético de plantas, para que a médio ou longo prazo possam
ser utilizadas para gerar plantas de milho com resisténcia a D. speciosa. Do mesmo
modo, o hibrido de milho Artesian é promissor para o desenvolvimento de plantas de
milho resistentes & O. pratensis, devido aos genes identificados nesse material. E
importante ressaltar, que o hibrido Artesian teve um desempenho melhor do que sua
isolinha, indicando que possivelmente ha uma interac&o sinérgica entre 0s genes que
conferem resisténcia a seca, que atenuam os efeitos adversos do estresse hidrico,
com 0s genes associados com a resisténcia a fatores biéticos.

Espera-se que esse trabalho possa contribuir com o0 avango no
estabelecimento de uma agricultura sustentavel, cooperando com o desenvolvimento
de novas cultivares ou novos hibridos resistentes as pragas mencionadas, assim
como auxiliar na diminuigdo do uso indiscriminado de inseticidas e acaricidas, os quais
contaminam o meio ambiente como um todo, acarretando em prejuizos ainda nao

mensuraveis.



