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Apresentacao

A Jornada Académica da Embrapa Soja tem como objetivo promover o trabalho desenvolvido
pelos estudantes que integram o Programa de Estagio de Complementacao Educacional da
Embrapa, junto as equipes de pesquisa e apoio da Unidade.

Por meio da inscricao de trabalhos nas modalidades escrita e oral, os participantes vivenciam

a dindmica de um evento cientifico, contando com o suporte de seus orientadores e do Comité
de Publicagcoes da Embrapa Soja. Além disso, interagem com seus pares, com a comunidade
convidada e com o publico interno da empresa, em um significativo processo de aprendizagem.

Em sua 8° Edicao, realizada em julho de 2013, a Jornada contou com 43 trabalhos inscritos
e com 33 apresentacoes orais. Os resumos encontram-se nesta publicacao, que temos a
satisfacao de apresentar.

Cabe a Embrapa Soja agradecer aos orientadores e estagiarios que contribuiram para a
realizacao da VIIl Jornada Académica da Embrapa Soja. Aproveitamos, ainda, para parabenizar a
todos pelos bons resultados alcancados.

Ricardo Vilela Abdelnoor
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Diversidade genética de isolados
monouredinias de Phakopsora pachyrhizi
coletados em diferentes regioes do Brasil.

Yokoyama, A."; Darben, L.M.?; Lopes-Caitar, V.S.%; Aoyagi, L.N.% Carvalho, M.C.C.G.

de’; Soares, R.M.5; Aimeida, A.M.R.5; Marcelino-Guimaraes, FC.5.
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Introducao

A soja cultivada € uma planta da familia Fabaceae, género Glycine e espécie Glycine max

(L.) Merrill. A sojicultura brasileira apresenta niumeros expressivos que traduzem a grande
importancia econdémica e social que a atividade gera para a economia do pais. Na safra atual
(2013/14), espera-se que o Brasil se torne o maior produtor mundial, ultrapassando os Estados
Unidos, chegando a producao de 81,94 milhoes de toneladas (Conab, 2013). No entanto, fatores
bidticos e abidticos ainda limitam a produtividade dessa cultura. Atualmente, a principal doenca
gue afeta a producao de soja no Brasil é a ferrugem asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow. De modo geral, as ferrugens sao parasitas obrigatorios
(biotroficos), desenvolvendo estratégias eficientes para explorar células vivas como fontes de
alimento (ZAMBOLIN, 2006). O uso continuo de fungicidas aliado a pratica do vazio sanitario,
adotada em todas as regides produtoras de soja no Brasil, tem sido cruciais para o controle da
doenca nos ultimos anos. No entanto, em condi¢cdes ambientais favoraveis, focos da doenca
ocorrem rapidamente. Na safra 2012/13 foram detectados pelo menos 461 focos da doenca nas
principais regidoes produtoras (Consorcio Nacional Anti-Ferrugem, 2013).

Varios genes de resisténcia a FAS foram identificados em introdugdes de plantas ou cultivares,
sendo denominados Rpp1 a Rpp6 (Li et al., 2012). De acordo com Freire et al. (2008), mesmo
com a disponibilidade de fontes de resisténcia, a obtencao de variedades comerciais com
resisténcia duravel ao fungo ainda nao foram obtidas, dada a falta de compreensao sobre
aspectos fundamentais da biologia do fungo, da interacao entre planta-patdogeno a nivel
intra-especifico, bem como informacoes sobre a variabilidade do fungo nas lavouras de soja
brasileira e mundial. Embora diferentes trabalhos tenham avaliado a variabilidade genética
de populagoes de P pachyrhizi no Brasil (Freire et al., 2008; Yamanaka et al., 2010), o estudo da
diversidade genética de isolados ainda é inédita. O conhecimento do espectro de viruléncia

e variabilidade do patdégeno é fundamental para que programas de melhoramento genético
possam realizar um planejamento estratégico, priorizando a obtencao de cultivares que
apresentem uma ampla resisténcia aos isolados de determinada regiao, por exemplo, pela
piramidacao de genes (Paul e Hartman, 2009).

Para estudar a diversidade genética de muitos organismos, dentre eles os fungos, ferramentas
moleculares tem sido amplamente utilizadas. A analise de sequéncias do DNA ribossomal
(rDNA) vem sendo utilizada para estabelecer relacoes de filogenia molecular dentro de muitos
grupos de fungos. Os trés genes do RNA ribossémico fazem parte de um cluster génico,
contendo o gene 18S, o gene 5,8 S e 0 gene 28S que sao separados pelas regioes de ITS1 e
ITS2, as quais sao transcritas e processadas para dar origem ao RNA ribossémico maduro.
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As regides ITS evoluem rapidamente e, entao, sao apropriadas para discriminar espécies
relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma espécie (Fungaro, 2000).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de isolados
monourediniais do fungo Phakopsora pachyrhizi coletados em diferentes regioes produtoras de
soja no Brasil, por meio da analise das sequéncias da regiao do espacador interno transcrito 1
(ITS1).

Material e Métodos
A analise molecular foi realizada utilizando 22 isolados de P pachyrhizi obtidos por meio de
cultura monouredinial, com pelo menos 3 ciclos de purificacao, a partir de amostras de folhas

infectadas com o fungo P pachyrhizi coletadas em diferentes regidoes produtoras de soja do
Brasil. Cada isolado recebeu um codigo referente a sua origem geografica (Tabela 1).

Tabela 1. Relacao dos isolados obtidos neste estudo com seus respectivos cédigos e areas de coleta.

1 Londrina-PR L.LD5511
2 L.LDEB11
3 L.LDP211
4 L.LDP411
5 L.LD412
6 Vilhena-RO L.VL212

7 L.VL112
8 Conceicao das Alagoas-MG L.CA4A12
9 L.CA7A12
10 Rondonépolis-MT L.RD612
11 Goiania-GO L.GO212
12 L.GO412
13 Campo Verde-MT L.CV512
14 Primavera do Leste-PR L.PL312
15 L.PL512
16 Ponta Grossa-PR L.PG212
17 L.PG412
18 Uberlandia-MG L.UB112
19 L.UB512
20 Lucas do Rio Verde-MT L.LRV312
21 Santo Antbénio das Posses-GO L.STA212
22 Tamarana-PR L.TAM212

Esporos frescos de cada isolado foram utilizados para a extracao do DNA seguindo
protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983), com modificacoes. Apds a extracao, o DNA foi
quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UVis e sua integridade verificada
por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%. As amostras foram diluidas para se obter
uma concentragao final de 10ng/mL por amostra. Reagdes em cadeia da DNA polimerase
(PCR’s) foram realizadas para a caracterizagcao molecular da regiao ITS1 do genoma de

P. pachyrhizi a fim de detectar a variabilidade intraespecifica entre os isolados, utilizando
iniciadores especificos para essa regiao: ITSPP5 (5'-GCAACGGCACTTTACTGGCTC-3') e ITS6
(5"-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) (Freire et al., 2008). Os fragmentos amplificados foram
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separados em gel de agarose a 1,2% em tampao TAE 1X. O marcador de tamanho molecular de
100pb foi utilizado como guia para verificar o tamanho dos fragmentos obtidos.

O produto de amplificacao via PCR correspondente a regiao ITS1 foi purificado utilizando o Kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega). O DNA purificado foi ligado ao vetor de
clonagem pCR®2.1-TOPO (Invitrogen®) utilizando o TOPO®TA Cloning® Kit (Invitrogen®) e
células de Escherichia coli DH5 eletrocompetentes foram transformadas por eletroporacao.

Para anélise dos transformantes, col6nias brancas isoladas foram repicadas e analisadas por
PCR. Os plasmideos recombinantes foram extraidos das colonias que apresentavam o inserto
utilizando-se o Kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification Systems (Promega), seguindo as
instrucoes do fabricante. O produto purificado foi quantificado em espectrofotometro e sua
integridade verificada em eletroforese. As amostras foram diluidas para uma concentracgao final
de 200ng/mL. Quatro a seis clones de cada isolado foram sequenciados.

Quatro a seis contigs para cada isolado foram obtidos com o auxilio do programa Sequencher®
v.4. As sequéncias ja editadas foram inseridas no programa BioEdit 7.0.5.3. Esta sequéncia foi
utilizada para alinhamentos multiplos realizados pelo programa ClustalX2. O mesmo programa
foi utilizado para gerar a arvore filogenética pelo método “neighbor-joining”. Por fim, a arvore
filogenética foi visualizada no programa MEGA 5.05.

Resultados e discussao

O tamanho dos fragmentos sequenciados variou de 196pb para os isolados L.CV512,

L.LDP411, L.VL112, L.LD412, L.LDP211, L.PG412, L.PL3.12, L.RD612, L.STA212, L.TAM212 a

199pb para o isolado L.CA4A12. O alinhamento das 22 sequéncias revelou uma identidade de
aproximadamente 94% entre os isolados, resultando na identificacao de 13 haplétipos distintos.
Tal resultado exprime uma elevada diversidade genética presente entre as amostras coletadas
no Brasil. A distribuicao dos 13 haplotipos entre as 12 localidades analisadas € apresentada na
Tabela 2.

Frederick et al. (2002) observaram a mesma variagdo no comprimento da regiao ITS1 quando
analisaram 13 isolados de P pachyrhizi provenientes de diferentes paises (Australia, Havai, india,
Indonésia, Filipinas, Taiwan, Tailandia e Zimbabwe) conferindo uma identidade maior que 98%
entre as sequéncias. Ao comparar os resultados destes autores com o observado no presente
trabalho, pode-se considerar que houve uma alta diversidade de isolados encontrados no Brasil,
ja que as analises foram realizadas a partir de isolados coletados em apenas um pais.

A arvore filogenética baseada nas sequéncias da regiao ITS1 revelou a separacao dos isolados
em dois grupos, nao tendo sido agrupados a estes, trés isolados (L.GO412, L.PG412 e L.LPD211).

A alta variabilidade observada entre os isolados pode ser explicada pela co-evolucao entre
patogeno e hospedeiro como consequéncia do uso de diferentes cultivares nas regioes
produtoras de soja, bem como pela forte pressao seletiva exercida pelo elevado uso de
fungicidas e elevada capacidade de dispersao dos esporos. A ocorréncia de eventos de
mutacao, introducao de isolados geneticamente distintos e as praticas culturais também podem
ter grandes influéncias na diversidade genética do patdgeno. Outro mecanismo que poderia
contribuir para a elevada variabilidade genética observada em populacoes de P pachyrhizi é

a ocorréncia de anastomose seguida do ciclo parassexual, mecanismo ja descrito na espécie
(Vittal et al, 2011).
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Tabela 2. Distribuicao dos 13 haplétipos gerados pela andlise da regiao ITS1 de isolados de P pachyrhizi

Localidades* Total de

Haplétipos

LD VL CA RD GO CV PL PG UB LRV STA TAm haplotipos

2 1 1
3 1 1
4 1 1
5 1 1 2
6 1 1
7 1 1 1 3
8 1 1
9 2 1 1 1 1 1 7
10 1 1
1 1 1
12 1 1
13 1 1
Total de

haplétipos / 5 2 2 1 2 1 2 2 2 1 1 1 22
local

*LD-Londrina, VL-Vilhena, CA-Concei¢ao das Alagoas, RD-Rondonépolis, GO-Goiania, CV-Campo Verde, PL-Primavera do Leste,
PG-Ponta Grossa, UB-Uberlandia, LRV-Lucas do Rio Verde, STA- Santo Antonio das Posses, TAM-Tamarana.

Lvi212
LLD5511
ot L.CA7A12
L.UB512
229 LUB112
L.GO212
L.GO412
L.CV512
L.LDEB11
L LcAa4ai2
LLRV312
462'»' LPG212
LPL512
LLD412
L.LDP411
LVL112
LTAM212
26 L LsTA212
L.RD612
LPL312
LPGa12
LLDP211

Figura 1. Arvore filogenética construida partir das sequéncias da regido ITS1 dos isolados de P pachyrhizi.
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O conhecimento sobre a variabilidade e estrutura genética das populacoes de P pachyrhizi
€ de extrema importancia, pois permite tracar estratégias eficientes de controle com base
na interacao molecular entre patdogeno e hospedeiro, no desenvolvimento de genétipos que
apresentem ampla resisténcia ao fungo P pachyrhizi.

Conclusao

A analise da regiao ITS1 foi eficiente na identificacao de variacao intraespecifica entre isolados
de P pachyrhizi, revelando a existéncia de 13 haplotipos diferentes dentre os 22 isolados
analisados.
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Introducao

Desde sua introducao no Brasil, a soja (Glycine max L Merrill), uma das espécies cultivadas
mais antigas do mundo, tem sido conduzida com alto nivel tecnolégico em todas as suas
operacoes, constituindo-se em uma “commodity” de grande importéancia comercial para o
desenvolvimento da agricultura brasileira, sendo cultivada em todas as regides. Os principais
fatores determinantes para uma adequada instalacao de lavoura de soja sao os relacionados
a época de semeadura, distribuicao dos fatores climaticos, operagoes de semeadura,
caracteristicas das cultivares e a qualidade da semente (EMBRAPA, 2012).

A radiacgao solar é um importante fator ambiental que, além de fornecer energia luminosa para
a fotossintese, também afeta uma gama de processos fisioldgicos da soja. Nesse contexto,
além da intensidade da radiacao solar, a duracao e a qualidade do espectro luminoso sao
determinantes para respostas morfoldgicas e fenotipicas, tais como estatura da planta, inducao
ao florescimento e ontogenia (THOMAS,1994).

Novos arranjos de plantas que possam favorecer uma maior interceptacao de radiacao solar
vém sendo estudados e entre estes se destaca, a semeadura cruzada da soja. Essa nova técnica
de manejo para a cultura tem chamado a atengcao dos agricultores por proporcionar maiores
rendimentos por hectare, chegando a 6038 Kg ha' na Fazenda Veneza em Correntina, BA, na
safra de 2010/2011 (SOUZA, 2011).

A producao de biomassa pelas culturas esta relacionada a quantidade de radiacao
fotossinteticamente ativa interceptada e absorvida pelas folhas, bem como a eficiéncia com que
estas convertem a energia radiante em energia quimica, pela fotossintese (RADIN et al., 2002).
A radiacgao solar é um fator fundamental para determinar o crescimento da planta. A relagao
entre a quantidade de radiacao fotossinteticamente ativa (RFA) e a quantidade de matéria seca
produzida tem sido usada para determinar a eficiéncia de uso da radiagao (MONTEITH,1973).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do uso da radiacao fotossinteticamente
ativa pela soja, semeada em linhas nao cruzadas e em linhas cruzadas, correlacionando-a com o
seu rendimento de graos.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado na fazenda experimental da Embrapa Soja, no municipio de
Londrina, PR, safra primavera/verao, no periodo entre novembro de 2011 e fevereiro de 2012, O
clima da regiao é subtropical umido de verao quente, Cfa, conforme a classificagcao de Képpen.
Foram utilizadas as cultivares de soja BRS 359 RR, de tipo de crescimento indeterminado e
BRS 294 RR, de tipo de crescimento determinado. A semeadura foi realizada em latossolo roxo
distrofico, no dia 18/10/2011 e a colheita no dia 27/02/2012.

As parcelas de 4,8m x 8m foram semeadas com populacao normal recomendada para a cultura
da soja, com 40cm entre linhas, casualizadas em trés blocos. Foram realizados dois arranjos de
plantas: semeadura em linhas nao cruzadas (NC) e em linhas cruzadas (CR).

A RFA (Radiacao Fotossinteticamente Ativa) foi medida por um sensor (LI-191 LI-COR), acoplado
a um datalogger (LI-1000 LI-COR). As leituras foram realizadas pontualmente no estadio
vegetativo da cultura R1, em trés horarios ao longo do dia, 9h 12h e 15h, em dois pontos

no interior de cada parcela e em duas alturas, rente ao solo e 20cm acima do dossel. Foram
considerados nas analises os dados da radiagéao solar global (R), coletados com piranémetro
(LI1-200 LI-COR) na estacao meteoroldgica da fazenda experimental da Embrapa Soja (latitude
23°11'44" S; longitude: 51°10°35"” W; altitude: 598 m).

Os dados de RFA foram registrados em umol s’ m?2 e convertidos em mol m? s, adotando-se a
seguinte expressao:

RFA (umol s™'m™2).t (s
REA — Z (u ).t (s)
diario

7z _2 . _1
1000000 (mol de fétons m™*dia™")

os dados foram transformados em MJ m dia-', conforme Thimijan e Heins (1983), pela formula:

RFA (umol s™'m™2).t (s)

457
RFA = Z : MJ m~2dia*
dikrio 1000000 (M]m™*dia™")

A radiacédo fotossinteticamente ativa interceptada (RFA ) pela cultura foi calculada
conforme Varlet-Grancher et al. (1982): , em que RFA, _¢é a radiacao incidente e RFA_¢é a
radiacao transmitida ao solo. A eficiéncia de intercepcao () da RFA pela cultura foi estimada
considerando-se a RFA, e a RFA, = pela expressao:

RFA;n:
Eint = RFAinc

As medidas de foram obtidas no estaddio de desenvolvimento R1 da cultura, e realizadas em
trés horarios distintos, as 9h, 12h e 15h. Os dados de rendimento de graos foram obtidos na
colheita, sendo realizada a pesagem dos graos por parcela e a correcao para 13% de umidade e
Kg ha™.

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do programa computacional Sisvar 5.3, e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia.



16 VIll Jornada Académica da Embrapa Soja

Resultados e Discussao

Houve diferenca significativa entre as cultivares BRS 359 e BRS 294 em relagédo a, onde a segunda cultivar
apresentou uma eficiéncia de interceptacdo da RFA superior em ambos os sistemas de semeadura (Tabela 1).

Tabela 1. Eficiéncia de intercepcao da RFA () e rendimento de graos (Rend) em Kg ha”’, obtidos nas cultivares de soja
BRS 359 RR e BRS 294 RR sob dois arranjos de plantas, em linhas nao cruzadas (NC) e cruzadas (CR). Embrapa Soja,
Londrina-PR, 2012

BRS 359 RR 0,82 Ab 3524 Aa 0,87 Ab 3394 Aa 0,85b 3459 a
BRS 294 RR 0,96 Aa 3167 Aa 0,95 Aa 3008 Aa 0,95 a 3088 b
Médias (6P) 0,89 A 3346 A 0,91 A 3201 A

6P: Médias de 6 parcelas. Médias seguidas de mesma letra maiutscula (linha) e minuscula (coluna) nao diferem entre si a 5% de significancia pelo teste
Tukey.

Nota-se que houve diferenca significativa entre as cultivares BRS 359 e BRS 294 em relacao a, onde a
segunda cultivar apresentou uma eficiéncia de interceptacao da RFA superior em ambos os arranjos de
plantas. Entretanto esta diferenca significativa da nao resultou em maior rendimento de graos. A cultivar
BRS 359, desconsiderando o sistema de semeadura, apresentou rendimento estatisticamente superior a
BRS 294, com um acréscimo de produtividade de 371 kg.ha™.

As diferencas de comportamento da eficiéncia da interceptacao da radiacao observadas entre as duas
cultivares podem estar relacionadas aos diferentes tipos de crescimento dos dois materiais. Em geral,
as folhas crescem mais em condicdes de menor interceptacao de radiacao (TAIZ & ZEIGER, 2009), o que
possivelmente ocorreu com a cultivar BRS 359 em manejo nao cruzado.

Apesar da inexisténcia de diferenca significativa, a cultivar BRS 359, de tipo de crescimento
indeterminado, apresentou ganho numérico em eficiéncia de interceptacao da radiacao
fotossinteticamente ativa quando disposta em linhas cruzadas. Por outro lado na cultivar BRS 294, de
tipo de crescimento determinado, a disposicao das plantas em linhas cruzadas nao contribuiu para o
incrementodae, .

Mathew et al. (2000) conduziram um experimento onde o enriquecimento da radiacao solar (através da
inclinacao a 45 graus das fileiras de bordadura) foi iniciado no final do periodo vegetativo e no inicio do
florescimento, e observado aumento do rendimento em 144 e 252%, respectivamente. Estes aumentos
de rendimento foram devidos, principalmente, ao maior nimero de vagens. Quando o enriquecimento
luminoso ocorreu no inicio da formacgao das vagens o aumento do tamanho da semente variou de 8 a
23%, resultando em 32 a 115% de acréscimo no rendimento.

De acordo com os dados mostrados por Silveira et al. (2012), trabalhando com populacdo de soja de 300
mil plantas ha', também encontraram maior rendimento para semeadura em linhas nao cruzadas em
relacdo a semeadura em linhas cruzadas. Ao contrario, Lima et al. (2012) encontraram produtividades
superiores sob semeadura de soja em linhas cruzadas em relacao as linhas nao cruzadas. No presente
trabalho nao ocorreram diferencas de produtividades entre os manejos conduzidos. Estudos adicionais
sao necessarios para melhor definir o manejo da cultura e a viabilidade de adocao da pratica da
semeadura cruzada.
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Conclusoes

Nao houve acréscimo de rendimento de graos no arranjo de plantas de soja com semeadura em linhas
cruzadas em relacao a linhas nao cruzadas.

Os dados apresentados enfatizam a importancia da implementacao de estudos detalhados para se
estabelecer relacao entre o indice de eficiéncia da radiacao solar e do rendimento da soja em uma andlise
de sistemas alternativos de arranjos de plantas para a cultura.
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Introducao

Estresses abioticos como a seca, excesso de chuvas, temperaturas extremas (altas ou baixas) e
baixa luminosidade, podem reduzir significativamente rendimentos das culturas no campo e
restringir os locais, as épocas e os solos onde espécies comercialmente importantes podem ser
cultivadas. Dos elementos climaticos, a temperatura, o fotoperiodo, a disponibilidade hidrica e a
radiacao solar sao os que mais afetam o desenvolvimento e a produtividade da soja (FARIAS et
al., 2007).

A radiacao solar é uma forma de radiacao eletromagnética e, quando disposta de acordo com
seus comprimentos de onda ou frequéncias, forma um arranjo continuo, conhecido como
espectro eletromagnético (ECHER e SOUZA, 2001). A radiagao solar, além de fornecer energia
luminosa para a fotossintese, também afeta diversos processos fisioldgicos da soja, sendo um
fator fundamental para determinar o crescimento da planta.

O indice de area foliar (IAF) é definido como a razao da area foliar com a area de terra ocupada
pela copa da planta; é, portanto um indice adimensional (BENINCASA, 2003). De acordo com
Lei de Beer, a penetracao da luz direta é descrita por um exponencial negativo em funcao da
densidade da area foliar integrada ao longo do percurso do feixe de energia solar no interior do
dossel. Assim, esta lei tem grande aplicacao em problemas atmosféricos que envolvam valores
de radiacao solar direta. As estimativas de area foliar ttm como base os mesmos principios
desta lei, pois acredita-se que a localizacao das folhas esta distribuida aleatoriamente na copa.
A Lei de Beer tem grande aplicagao em problemas atmosféricos que envolvam valores de
radiacao solar direta (STENBERG et al., 1994).

E relevante o desenvolvimento de estudos que possibilitem o monitoramento das condicbes

de desenvolvimento das plantas na regiao onde se concentra a producao. Neste sentido, uma
das alternativas interessantes consiste no uso de técnicas de sensoriamento remoto, aos quais
permitem um estudo em escala regional e com adequada periodicidade. Na literatura sao
abundantes os trabalhos desenvolvidos neste tema, mostrando a contribuicdo de imagens de
satélite em um sistema de previsao de safras, tanto para estimativa de area cultivada como para
o0 acompanhamento da evolugao temporal das plantas (ALMEIDA et al., 2005).

O monitoramento de culturas agricolas por imagens de satélites tem sido feito por meio dos
indices de vegetacao, definidos como combinacdes de dados espectrais de duas ou mais
bandas (MOREIRA, 2000). Dentre os indices de vegetacao comumente citados na literatura, o
indice de Vegetacdo de Diferenca Normalizada (NDVI) tem sido o mais frequentemente utilizado,
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inclusive para atividades de monitoramento global (Sellers et al, 1994), bem como na analise do
comportamento espectral de genétipos de soja em diferentes condigoes hidricas (CRUSIOL et
al., 2013) e diferentes horarios do dia (CRUSIOL et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a Relacao entre o indice de Area Foliar (IAF) e o indice
de Vegetacao de Diferenca Normalizada (NDVI) em cultivares de soja, de tipo de crescimento
determinado e indeterminado, e em condicoes de diferentes arranjos de plantas.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na fazenda experimental da Embrapa Soja (latitude 23°11'44" S;
longitude: 51°10'35” W; altitude: 598 m), no municipio de Londrina, PR, safra primavera/ verao,
no periodo entre novembro de 2011 e fevereiro de 2012. O clima da regiao é subtropical Umido
de verao quente, Cfa, conforme a classificacao de Képpen. Foram utilizadas as cultivares de
soja BRS 294 RR, de tipo de crescimento determinado e BMXTurbo RR, de tipo de crescimento
indeterminado.

As parcelas de 6m x 6m, foram semeadas com populacao normal recomendada para a cultura
da soja, casualizadas em trés blocos. As duas cultivares foram conduzidas em trés arranjos

de semeadura: com espacamento entre linhas de 19cm (19), espagamento de 38cm (38) e
espacamento entre linhas alternados (19x38) (filas duplas espacadas de 19cm e 38cm entre as
fileiras duplas).

O IAF foi medido por um sensor (LI-2050 LI-COR) com anel concéntrico de 90 graus de abertura,
acoplado a um datalogger (LI-2000 LI-COR), conforme as recomendacoes de operacao LI-2000
(1992). As leituras foram realizadas no estadio reprodutivo R1 da cultura, em dois pontos no
interior de cada parcela e em duas alturas, rente ao solo (em trés pontos) e 20cm acima do
dossel.

A quantidade de folhagem em um dossel vegetativo pode ser deduzida a partir de medicoes

de quao rapidamente a radiacao é atenuada, uma vez que esta passa através da cobertura de
plantas. O LAI-2000 mede a atenuacao da radiacao difusa do céu em cinco angulos zenitais
simultaneamente, utilizando o sensor 6tico LAI-2050 projetado para medir através de seu ponto
otico quase hemisférico com detectores dispostos em anéis concéntricos (LI-COR, 1992).

O indice de Vegetacao por Diferenca Normalizada (NDVI) (ROUSE et al.,1973) foi medido com
o aparelho GreenSeeker 505 HandHeld Sensor, onde o indice é calculado a partir da seguinte
equacao:

(piv - pv)

NDVI =
(piv + pv)

Onde: ¢é a reflectancia no infravermelho proximo (compativel com a banda do visivel: 630 e
690nm); é a reflectancia na faixa do vermelho visivel (compativel com a banda do visivel: 760 e
900nm).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey a
5% de significancia, através do programa computacional Sisvar 5.3.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 1 encontram-se apresentados os valores de IAF e NDVI, das cultivares BRS 294 RR e BMX
Turbo RR, submetidas aos diferentes arranjos de plantas.

Tabela 1. indice de Area Foliar (IAF) e indice de Vegetagao por Diferenga Normalizada (NDVI), obtidos em duas
cultivares de soja (BRS 294 RR e BMXTurbo RR) cultivada em trés espacamentos (19; 38 e 19x38 cm). Embrapa Soja,
Londrina-PR, 2012.

BRS294RR 6,08Aa 084Ab 6,14Aa 086Aa 6,11Aa 085Aa 6,11a 0,85b

BMX Turbo 6,06 Aa 087Aa 6,177Aa 087Aa 634Aa 086Aa 6,19a 0,87 a
RR

Médias (9P) 6,07 A 0,86 A 6,16 A 0,87 A 6,22 A 0,86 A

Médias seguidas de mesma letra maitscula (linha) e minudscula (coluna) nao diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey. 9P: Médias de 9
parcelas.

Constatou-se pelaTabela 1 que nao houve diferenga significativa no comportamento do IAF entre

as cultivares nos trés sistemas de semeadura estudados. Em relacao ao NDVI, ndo houve diferenca
significativa entre as cultivares para os espagcamentos 38 e 19x38 cm. Porém, para o espagcamento 19cm, a
cultivar BMXTurbo apresentou valor (0,87) superior ao da BRS 294 (0,84). Considerando-se as médias das
nove parcelas dentro de cada cultivar, novamente a cultivar BMXTurbo apresentou valor (0,87) superior
ao da BRS 294 (0,85).

Segundo Jensen (2009), o NDVI é bastante relacionado ao IAF. Entretanto um dos seus limites é a
saturacao dos seus dados em relagao a altos valores de IAF. AlImeida (2008) detectou saturacao de NDVI
com IAF superior a 4,0 para a cultura de soja em solos com diferentes condi¢oes hidricas. A diminuigao
da sensibilidade do NDVI a altos valores de IAF ocorre devido a reflectancia ser atenuada quando a
superficie do solo esta completamente encoberta pelas folhas. Esta saturacao ocorre devido a quantidade
de luz vermelha que pode ser absorvida pelas folhas, rapidamente alcangando um pico. Em contraste, a
radiagao no infravermelho préximo difundida pelas folhas continua a aumentar quando o IAF excede a 3
(MOTOMYIA et al., 2007).

Para a cultura do feijoeiro, Fideles Filho (2005) obteve coeficientes de determinacao elevados e
significativos entre IAF e NDVI, o que demonstra que o NDVI é uma combinacao espectral poderosa para
estimar o IAF do feijoeiro em qualquer situacao de tratamento hidrico. Em seu trabalho, Motomyia et al.
(2009) encontraram valores parecidos tanto para IAF e NDVI quando este atingiu seu valor maximo por
volta de 0,85, encontrando correlagcao quadratica positiva com o IAF, com R? de 0,91, para a cultura do
algodoeiro.

No presente estudo, o NDVI possivelmente apresentou tendéncia de saturacao com altos valores de IAF
o que pode ter contribuido para a nao obtencao de diferencas significativas entre as cultivares estudadas,
o que tem sido descrito por diversos autores (ANTUNES et al., 1993; FONSECA, 2002; FIDELES FILHO,
2005). Tal fato evidencia uma das principais limitacoes quanto ao uso do NDVI, baseada na falta de
sensibilidade do indice em diferenciar a vegetacao em condicoes de alta biomassa. Por outro lado, como
o IAF nao diferiu entre as cultivares ou mesmo entre os espagcamentos, seria de se esperar que o NDVI
também nao variasse, ou seja, acompanhasse o resultado do IAF Porém, o NDVI variou de 0,84 a 0,87,
mesmo com a diferenca estatistica detectada no espagcamento de 19 cm. Para se ter certeza da saturacéao
seria necessario ter leituras do NDVI anteriores ao estadio R1, provavelmente quando as plantas ainda
apresentavam menores valores de |IAF
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Conclusoes

Para as condicoes do presente estudo, o NDVI nao apresentou valores significativos para diferenciacao
das cultivares de soja de tipo de crescimento determinado e indeterminado sob condi¢coes de altos
valores de IAFE Além disso, deve ser ressaltado que os diferentes arranjos exerceram influéncia somente
sobre o NDVI e nao sobre o IAE
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Introducao

Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae) € um parasitoide de ovos de
lepidépteros originario de Sarawak e Nova Guiné (Waddill & Whitcomb, 1982; Cave, 2000) que
foi introduzido no Brasil visando o controle de Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae) (Pedrasi & Parra, 1986). Desde entao, diversos estudos tem sido realizados com este
inimigo natural, porém, a criacao massal desta espécie em ovos do seu hospedeiro natural,

S. frugiperda, apresenta elevado custo de producao, o que pode invibializar sua utilizacao em
programas de controle bioldgico.

Existem os agentes de controle biologico que podem ser produzidos em hospedeiros
alternativos, muitas vezes reduzindo significativamente o custo de producao, além de aumentar
a sua eficiéncia em larga escala. Existem casos em que o parasitoide € criado em hospedeiros
nao preferenciais, mas que é adequado o suficiente para promover um bom desenvolvimento
dos mesmos (Parra, 1997). O desenvolvimento do parasitoide T. remus em ovos de Corcyra
cephalonica Stainton (Lepidoptera: Pyralidae) foi relatado por Cave (2000). Este hospedeiro
pode ser facilmente criado em laboratdrio em grande escala, podendo viabilizar seu uso para
multiplicacao do parasitoide.

Além do aprimoramento nas técnicas de criagao do parasitoide em seu hospedeiro alternativo,
o controle de qualidade, segundo Clarke e McKenzie (1992), é um dos fatores determinantes
para o sucesso de programas de controle bioldgico, sendo a qualidade total de um organismo
definida como a sua capacidade de controlar a praga apods a liberagao em campo. Portanto,

a capacidade de deslocamento no tempo e no espac¢o € uma caracteristica importante para

o desempenho do inimigo natural em condi¢coes de campo, pois, esta relacionada com o
forrageamento e a dispersao no agroecossistema (Gardner e Lenteren, 1986). Esses atributos
podem se modificar ao longo do processo de multiplicacao em laboratoério, bem como com a
utilizacao de diferentes hospedeiros, devendo ser monitorados. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a qualidade da populacao de T remus criado em ovos do seu hospedeiro
natural (S. frugiperda) e do seu hospedeiro alternativo (C. cephalonica), utilizando-se como
critério de avaliacao a atividade de voo.

Material e Métodos

A linhagem de T remus utilizada foi proveniente da criagcao de parasitoides da Embrapa Soja, onde sao
criados em ovos de S. frugiperda. Para a confecgao das cartelas com ovos parasitados utilizadas no
experimento, foram utilizados ovos com idade maxima de 24h. Os ovos de C. cephalonica foram submetidos
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a um processo de inviabilizacado pela exposicao a radiacao ultravioleta (Stein & Parra, 1987), para que o
parasitoide possa se desenvolver dentro do ovo do hospedeiro alternativo; a nao inviabilizacao dos ovos
deste hospedeiro provavelmente leva a uma competicao entre a larva do hospedeiro e do parasitoide
permitindo maior éxito a C. cephalonica. Para o hospedeiro natural, a inviabilizacdo é desnecessaria visto
que o parasitoide consegue se desenvolver quando sao oferecidos ovos de até 48h. Ambos foram colados,
com cola branca atéxica diluida a 40%, em pedacos de cartolina branca (7 x 0,8 cm), e ofertados aos
parasitoides adultos, acrescentando-se na parede interna do tubo de criacao goticulas de mel puro como
fonte de alimento.

O modelo utilizado para teste de voo foi o mesmo desenvolvido por Dutton e Bigler (1995) e adaptado na
ESALQ-USP (Prezotti et al., 2002). Durante todo o experimento o ambiente foi mantido constantemente
iluminado e em condicoes controladas de temperatura 25+2°C e umidade 70+10%. Os tratamentos foram
constituidos de dez repeticoes, distribuidas ao acaso sobre uma estante de ferro, diretamente abaixo da
fonte de luz. Cada tratamento recebeu, em média, 150 ovos parasitados de S. frugiperda e C. cephalonica,
prestes a emergéncia, sendo as unidades-teste mantidas durante trés dias, apds o inicio da emergéncia dos
parasitoides; posteriormente a esse periodo, foram realizadas as avaliagoes.

A posicao e o numero de parasitoides no anel de cola (“caminhadores”), na placa de Petri (“voadores”) e no
fundo (“nao voadores”) foram registrados e utilizados nos calculos de porcentagens, em relagcao ao nimero
total de adultos emergidos. Os parasitoides considerados nao voadores foram observados com microscépio
estereoscopico para se determinar a porcentagem de individuos com deformacgbes nas asas, sendo este
mais um parametro de avaliacao para o hospedeiro alternativo (Prezotti et al., 2002). Os resultados foram
submetidos as analises exploratérias para avaliar as pressuposicoes de normalidade dos residuos, a
homogeneidade de varidncia dos tratamentos e a aditividade do modelo para permitir a aplicacao da
ANOVA. As médias foram entdao comparadas pelo testeT a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

A porcentagem média de T remus provenientes de ovos de S. frugiperda e C. cephalonica
capturados na tampa (voadores) foi semelhante, sendo 79,75 e 83,50%, respectivamente (Tabela
1). O tubo de ensaio existente no modelo ESALQ permite que o parasitoide, apés a emergéncia,
percorra um longo caminho até a tampa, com tempo suficiente para distender suas asas e voar,
permitindo que ele seja capturado na tampa e nao no anel de cola (Prezotti et al., 2002). Os
parasitoides voadores capturados apresentaram valores satisfatorios, indicando que estao aptos
a se dispersarem satisfatoriamente se liberados no campo.

Quanto aos parasitoides capturados nos anéis de cola (caminhadores), também nao foi
observada diferenca significativa (Tabela 1). Os espécimes caminhadores foram avaliados
quanto a possivel deformidade em suas asas e, em ambos os hospedeiros, nao foi verificada
nenhuma deformidade. Em um programa de controle de pragas que faz uso de inimigos
naturais € imprescindivel que a capacidade de dispersao no campo seja satisfatoria. Gardner

e Lenteren (1986) consideraram que a capacidade de voar e caminhar sao caracteristicas
importantes para o desempenho do inimigo natural em condi¢goes de campo, pois estao
relacionadas com o forrageamento e a dispersao no campo. Assim, com os resultados obtidos,
infere-se que T. remus criados em ambos os hospedeiros, sendo o hospedeiro alternativo
avaliado apenas na primeira geragao, possuem capacidade de voo satisfatoria.
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Tabela 1. Porcentagem de Telenomus remus capturados em armadilha de véo e provenientes de
ovos de Spodoptera frugiperda e Corcyra cephalonica.T: 25+2°C; UR: 70+10% e Fotofase: 24 h.

S. frugiperda 79,75 +0,012™ 20,25 +0,012™
C. cephalonica 83,50 + 0,007 16,75 + 0,013
CV(%) 3,67 16,11

F 5,99 5,99
GLmodeIo 1 1
GLresiduo 6 6

"Médias + EPM. “ANOVA nao significativa.

Conclusoes

A espécie Corcyra cephalonica apresentou, resultados tao satisfatorios quanto aqueles
verificados com o hospedeiro natural Spodoptera frugiperda indicando boa possibilidade de
utilizacao como hospedeiro alternativo para criacbes massais do parasitoide de ovos T remus.
Para confirmar a alta qualidade dos parasitoides provenientes do hospedeiro alternativos, deve
ser avaliada a atividade de v6o ao longo das geracoes.
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Introducao

O glifosato [(N-fosfometil-glicina)] é o herbicida mais utilizado no mundo. E considerado um
produto nao-seletivo, de acao sistémica e que deve ser aplicado em pos-emergéncia, sendo
recomendado tanto para o controle de plantas anuais quanto para as perenes. Porém, se nao
for bem utilizado, pode apresentar riscos, com consequéncias negativas no controle de plantas
daninhas e na producao. Atualmente este herbicida tem sido utilizado em grande quantidade
em plantas transgénicas com resisténcia estavel devido a tecnologia Roundup Ready®.

Trabalhos mostram reducdes na absorcao de zinco (Zn) apds a aplicacao de glifosato. Na
planta, o Zn é absorvido, preferencialmente, como cation bivalente, sendo constituinte de varias
enzimas que atuam como constituinte ou ativador. Assim, o Zn esta diretamente envolvido

no metabolismo do nitrogénio (N), participa da fotossintese, da respiracao, da sintese de
aminoacidos e proteinas e no controle hormonal (acido indol acético - AIA). A caréncia causa
diminuigcao do florescimento e enchimento dos graos, além da formacgao de internddios curtos
e baixo desenvolvimento do sistema radicular (Marschner, 1995) . Partindo desses fatos, os
objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da aplicacao de glifosato e de doses de Zn sobre
a fotossintese, conduténcia estomatica, concentracao de gas carbdnico - CO, e taxa respiratoria
nas folhas de soja RR no estadio R1 (inicio do florescimento).

Material e Métodos

Em condic¢des de casa de vegetacao, foi realizado um experimento com Neossolo Quatzarénico
coletado emTrés Lagoas (MS) - 20°45'04” LS e 51°40°42” LW - em vasos de barro com 4,0 dm?

de capacidade e impermeabilizados internamente. O delineamento experimental utilizado foi

o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x5, com quatro repetigoes. Os tratamentos
consistiram de duas cultivares parentais (BRS 133 e BRS 245RR), sendo que a ultima foi dividida em
dois tratamentos (com e sem glifosato) e cinco doses de Zn (0, 5, 10, 20 e 40 mg kg - fonte: ZnSO,).

Trinta dias antes do plantio foi aplicado calcario dolomitico (CaO = 27,1%, MgO = 175%, RE =
100%, PN =91,9% e PRNT = 92,1%) para elevar a saturacao por bases a 60%. Exceto o N e Zn,

as adubagdes com P, K, S, B, Cu, Fe e Mn foram feitas de acordo com Malavolta (1980) para
experimentos realizados em casa de vegetacao. Os vasos foram irrigados diariamente com agua
desionizada para compensar as perdas por evapotranspiracao e para manter o solo préximo

de 70% do valor total de poros (VTP). As sementes de soja foram inoculadas, posteriormente
tratadas com uma solucao contendo 0,01 mg L' de Co, 0,1 mg kg' de Ni e 0,1 mg L' de Mo. Nos
vasos, foram semeadas dez sementes uniformes e, apos o desbaste, deixadas duas plantas..
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Nos estadios V3 e V6, metade das plantas com tratamento BRS 245 RR receberao aplicacao de
glifosato (Roundup Ready®) na dose de 1,5 L/ha/aplicagao (540 g a.e.ha), em cada estadio de
crescimento. Na aplicacao dos tratamentos via foliar, foi utilizado pulverizador costal, a pressao

constante, mantida por CO, comprimido de 276 kPa, com volume de pulverizacéo equivalente a
100 L ha™.

No estadio R1 foi determinada a fotossintese (mmol CO, m? s), condutancia estomatica
(mol H,0 M? s), concentracéo de gas carbdnico - CO, (mmol CO, mol™) e taxa respiratoria
(mmol H,0 m?s') com medidor de fotossintese e fluorescéncia (LI-6400XT). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste F, e regressao a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Os resultados dos efeitos da interagao glifosato e zinco sobre a fotossintese, condutancia
estomatica, concentracéo interceluar de CO, e taxa transpiratoria sdo apresentados nas Figuras
1 e 2. Verifica-se reducao significativa da taxa fotossintética a partir da dose 5,0 mg/kg de Zn
com aplicagao do glifosato, enquanto nos tratamentos com as cultivares de soja BRS 245 RR
sem glifosato e BRS 133 convencional houve incremento na taxa até a dose 20,0 mg/kg.

No caso da condutancia estomatica, nao houve efeito do glifosato, sendo semelhante em todas
as doses de Zn, fato esse nao observado nos tratamentos sem a aplicacao do herbicida (Figura
1). O mecanismo de acao do glifosato ocorre com a inibicao da rota do acido chiquimico,
evitando a sintese dos aminoacidos de cadeia aromatica (entre elas, o triptofano, tirosina e
fenilalanina) que atuam direta ou indiretamente na fotossintese. A concentracao intercelular

e a taxa transpiratoria nas folhas de soja nao foram influenciadas pela aplicacao do glifosato,
havendo na taxa transpiratdria, efeito apenas das doses de Zn, com os maiores valores obtidos
com aplicacao de 20,0 mg/kg, independente da cultivar utilizada (Figura 2).
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Figura 1. Fotossintese (a) e condutancia estomatica (b) nas folhas de soja cultivada em Neossolo Quartzarénico Distroférrico em
funcéao das doses de Zn dentro das cultivares convencional BRS 133 e transgénica BRS 245 RR com e sem aplicagao de glifosato.
*significativo a 5% e “nao significativo.
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Figura 2. Concentracéo intercelular de CO, (a) e taxa transpiratdria (b) nas folhas de soja cultivada em Neossolo Quartzarénico
Distroférrico em funcao das doses de Zn dentro das cultivares convencional BRS 133 e da transgénica BRS 245 RR com e sem

aplicagdo de glifosato. *significativo a 5% e NS nao significativo.
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Densidade de pragas e inimigos naturais em
resposta ao tratamento de sementes de soja
com inseticidas.
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Introducao

A cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill] apresenta grande importancia econémica mundial,
devido a ampla utilizacao dos graos e a sua adaptacao em diversas regioes (BIANCO

et al., 2012). Assim, o uso de sementes de alta qualidade fisica, fisioldgica e sanitaria é
imprescindivel para a obtencao de produtividade adequada em campo, uma vez que assegura
o desenvolvimento das plantas em condicoes ambientais diferenciadas e permite a expressao
maxima do potencial da cultura (BARBOSA et al., 2012; DELOUCHE & POTTS, 1974).

A utilizacao de fungicidas para o tratamento de sementes de soja € uma pratica usual entre

os agricultores. A utilizacao de inseticidas para o tratamento de sementes é uma pratica
relativamente recente, porém aumentado a frequéncia de utilizacao em anos recentes. O uso
de inseticidas no tratamento de sementes evita possiveis perdas decorrentes da acao de pragas
de solo e da parte aérea, por esse motivo, é crescente o interesse pelo tratamento quimico das
sementes com inseticidas (BARROS et al., 2005).

Inseticidas aplicados na semente de soja sao absorvidos e translocadas para diferentes partes
da planta, protegendo-a tanto a pragas de solo como da parte aérea. Tais efeitos tendem a ser
mais efetivos nas primeiras semanas apds a semeadura, reduzindo a eficiéncia de controle
com o passar do tempo como contatado sobre percevejos da parte aérea por Corréa-Ferreira

& Oliveira (2008). No entanto, em condicoes de campo diferentes interacoes sao possiveis dos
produtos de tratamento de sementes com as pragas e seus inimigos naturais de modo que o
tratamento de sementes pode afetar direta ou indiretamente a intensidade de ataque de pragas
da parte aérea da cultura.

Assim foi realizado um estudo com objetivo avaliar o efeito do tratamento de sementes de
soja com inseticidas quimicos sobre a frequéncia densidade populacional diaria acumulada de
insetos-praga e artropodes predadores da parte aérea da soja ao longo do desenvolvimento da
cultura.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido na Fazenda Experimental da Embrapa Soja, localizada na regiao do
norte do Parana. O clima da regiao, segundo a classificacao de Kéeppen, é do tipo subtropical
umido (Cfa). A média anual da temperatura é de 20,9°C e da precipitacao 1.615 mm.
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O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com quatro repeticoes, sendo cada uma
composta por uma parcela de 20x20m. Os tratamentos consistiram em diferentes inseticidas
guimicos utilizados em tratamento de sementes, a descricao dos produtos e dose € apresentada
naTabela 1.

Tabela 1. Inseticidas e doses utilizadas para o tratamento de sementes de soja. Embrapa Soja, Londrina, PR, Safra
agricola 2012/2013.

1 Testemunha - - -

2 Gaucho FS imidacloprido 600 200
3 Cruiser 350 FS tiametoxam 350 150
4 Tiodicarbe 350 SC tiodicarbe 350 2000
5 Standak fipronil 250 200
6 Avicta 500 FS abamectina 500 100

A cultivar soja BRS 295 (RR) foi selecionada para o experimento sendo esta semeada em 18 de
outubro de 2012, com densidade de semeadura de 20 sementes/metro linear e espacamento de
0,50m entre linhas. Realizou-se adubacao em linha com 250 kg/ha de adubo quimico da féormula
NPK 00:20:20. Os produtos aplicados para o manejo fitossanitario da cultura sao apresentados
naTabela 2, sendo que todos os tratamentos receberam o mesmo manejo fitossanitario.

Tabela 2. Manejo fitossanitario aplicado ao experimento ao longo do desenvolvimento da soja. Embrapa Soja,
Londrina, PR, Safra agricola 2012/2013.

16/10/2012 Pré-emergéncia Glifosato Atanor glifosato-sal de isopropilamina 480 2700
16/10/2012 Pré-emergéncia Aurora carfentrazona-etilica 400 30

19/11/2012 \Z! Glifosato Atanor glifosato-sal de isopropilamina 480 2700
21/12/2012 R3 Belt flubendiamida 480 25

22/01/2013 R5.3 Engeo Pleno tiametoxam/ lambda-cialotrina 141/146 250
22/01/2013 R5.3 Priori Xtra azoxistrobina/ciproconazol 200/80 300
29/01/2013 R6 Engeo Pleno tiametoxam/ lambda-cialotrina 141/146 250
29/01/2013 R6 Priori Xtra azoxistrobina/ciproconazol 200/80 300

Semanalmente, do estadio V4 (inicio da fase vegetativa, quarto no) ao R7 (inicio da maturacgao),
foi realizada a amostragem da densidade populacional de insetos-praga e seus inimigos
naturais presentes na parte aérea das plantas de soja. A amostragem foi realizada pelo método
do pano-de-batida, com quatro batidas (sub-amostras) por parcela.

A partir dos dados de amostragem periddica da densidade populacional de insetos pragas
e predadores foi calculado o acumulado diario (AD). Este método agrupa os dados de
amostragens seguintes considerando o intervalo de tempo entre cada amostragem. O
acumulado diario foi calculado pela seguinte equacao:

AD=30,5x (P, +P_)xD

onde, Pn referem-se ao numero de individuos na amostra n, P +1 referem-se ao numero de individuos
na amostra seguinte; D é o tempo em dias entre amostragens sucessivas. Os dados acumulado diario
indicam de uma forma resumida a intensidade de ataque que a planta sofreu ao logo de todo o periodo
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amostral. A densidade populacional de pragas e predadores com valores acumulados diarios foram
submetidos a andlise de variancia e havendo significancia do teste F para tratamentos, as suas médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Na cultura da soja, durante as fases V4 a R7, em 12 datas de amostragem foram contabilizados um total
de 6.091 individuos, sendo o complexo de lagartas e de percevejos os dois grupos mais numerosos,
destes, isoladamente, as espécies Euschistus heros (32,57%) e Anticarsia gemmatalis (25,27%) foram as
mais frequentes (Tabela 3). A abundancia de insetos nos diferentes tratamentos variou de 936 a 1.145
individuos na soma de todas as datas de amostragem, sendo o produto tiodicarbe o tratamento com
menor abundancia de insetos e o tiametoxam o que apresentou a maior abundancia.

Em todos os tratamentos, exceto tiodicarbe, a frequéncia de E. heros foi maior em relacao a testemunha,
imidacloprido e tiametoxam foram os que apresentaram maior frequéncia desta espécie. Por outro lado,
todos os tratamentos com inseticida apresentaram menor frequéncia de lagartas (total de lagartas) em
relacao a testemunha, sendo abamectina e imidacloprido os tratamentos com menor frequéncia de
lagartas. A frequéncia de predadores variou de 8,30% a 10,79%, com maior frequéncia no tratamento com
imidacloprido e menor frequéncia no tratamento com tiametoxam.

Tabela 3. Frequéncia relativa (%) de insetos fit6fagos e artrépodes predadores em soja com diferentes inseticidas em
tratamento de semente, amostrados do estadio V4 ao R7 na parte aérea das plantas pelo método do pano-de-batida.
Embrapa Soja, Londrina, PR. Safra agricola 2012/2013.

Anticarsia gemmatalis 27,24 23,17 26,64 27,46 24,20 22,99 25,27
Crysodeixis includens 8,33 7,00 7,42 6,52 7,79 5,40 7,06
Outras Lagartas 2,44 2,88 2,01 2,56 1,56 2,93 2,40
Euschistus heros 29,67 38,72 36,07 25,11 29,70 34,98 32,57
Outros percevejos 1,63 1,85 1,92 2,03 1,04 1,10 1,59
Coledpteros desfolhadores 21,04 15,65 17,64 25,53 25,96 22,99 21,36
Insetos predadores 9,65 10,71 8,30 10,79 9,76 9,62 9,75
Total de individuos ' 984 971 1145 936 963 1.092 6.091

" Refere-se ao total de individuos coletados ao longo de 8 amostragens em cada cultivar de soja.

Os dados acumulados diarios (Tabela 4) nao indicam diferenca significativa entre os
tratamentos para a maioria das variaveis analisadas, havendo significancia apenas para para

a densidade de E. heros, com a menor densidade da praga no tratamento com tiodicarbe, nao
diferindo do fipronil e da testemunha. As maiores densidades de percevejo foram observadas
nos tratamentos com os inseticidas tiametoxam, imidacloprido e abamectina, sendo que apenas
o tiametoxam diferiu estatisticamente da testemunha.

Os inseticidas tiametoxam e imidacloprido sao principios ativos do grupo dos neonicotindides
reconhecidamente eficientes para o controle de percevejo (em pulverizagao foliar), no entanto, no
presente experimento nao foi observada contribuicao significativa destes produtos aplicados na forma
de tratamento de sementes sobre a regulacao populacional de percevejos na soja. Também o estudo
de Correa-Ferreira (2008) mostra que, de um modo geral, ndao houve efeito significativo do tratamento
de sementes com inseticidas (imidacloprido, tiametoxam, tiodicarbe+imidacloprido e fipronil) sobre

a densidade de E. heros em soja. A colonizagcao da lavoura por E. heros ocorre comumente na fase
vegetativa da cultura, no entanto, é s6 a partir do estadio R3 que a soja é susceptivel aos danos causados
pela praga (Corréa-Ferreira, 2005). Assim existe um grande distanciamento entre o tratamento de
sementes e a fase critica de dano da cultura aos percevejos, sendo possivel que o efeito residual destes
produtos nao se mantenha por tempo suficiente para apresentar efeito de controle sobre E. heros.



Para os demais parametros avaliados (lagartas, coledpteros desfolhadores e predadores) nao houve
diferenca estatistica indicando que os diferentes produtos de tratamento de sementes afetam pouco a
densidades destas pragas e inimigos naturais. Apesar disso, houve correlacao inversa (-42%) entre a
densidade de predadores e de E. heros, indicando tendéncia de as maiores densidades populacionais
da praga estarem relacionadas com a menores densidades de predadores. Porém, estudos mais
abrangentes sao necessarios para aprofundar o entendimento dos efeitos do tratamento de sementes
de soja com inseticidas quimicos sobre as pragas da parte aérea a sua interagcdo com inimigos naturais,
com detalhamento das espécies de predadores, e outros inimigos naturais, de acordo com a sua
funcionalidade em diferentes estaddios de desenvolvimento da cultura.

Tabela 4. Densidade acumulada diaria de insetos fitofagos e artrépodes predadores associados a soja com diferentes
inseticidas de tratamento de semente, amostrados do estadio V4 ao R7 na parte aérea das plantas pelo método do
pano-de-batida. Embrapa Soja, Londrina, PR. Safra agricola 2012/2013.

Testemunha 114,63 ns' 29,69 ns 116,38 bc? 88,16 ns 41,66 ns
Imidacloprido 97,47 27,22 152,56 ab 64,28 45,03
Tiametoxam 132,06 32,94 167,88 a 86,91 41,06
Tiodicarbe 110,47 21,41 91,97 c 101,97 41,81
Fipronil 100,03 29,41 113,13 bc 104,97 39,47
Abamectina 108,41 21,72 147,81 ab 105,94 45,22
C.V. (%) 19,02% 31,53% 15,98% 28,93% 18,56%

"ns: diferenca estatistica nao significativa pelo teste F a 5% de significancia. 2 Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. ® C.V.: coeficiente de variacao.

Conclusao

O tratamento de sementes de soja com inseticidas quimicos nao afetou a densidade
populacional acumulada diaria da maior parte das principais pragas e de insetos predadores.
A densidade populacional acumulada diaria de Euschistus heros foi afetada pelo tratamento de
sementes, porém nenhum dos tratamentos com inseticida quimico proporcionou densidade
populacional acumulada da praga significativamente inferir a testemunha. De modo que nas
condicoes do presente experimento o tratamento de sementes com inseticidas quimicos nao
contribui poitivamente para o manejo de percevejos em soja.
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Capacidade de dispersao do parasitoide
Telenomus remus Nixon (1937) (Hymenoptera:
Platygastridae) na cultura do milho.
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Introducao

A dispersao, ou seja, a redistribuicao de uma populacao em um determinado espaco de forma
difusiva, compoe um elemento fundamental na ecologia das espécies de insetos (Lidicker Jr.

& Stenseth, 1992). Em agroecossistemas, o conhecimento do padrao de dispersao de uma
espécie, pode auxiliar no seu controle, caso seja uma praga; ou, no caso de um inimigo natural,
pode subsidiar a elaboragao ou adaptacao de estratégias de liberacao efetivas. Neste ultimo
caso, o estudo da dispersao é imprescindivel para o calculo do nimero de pontos de liberacao
por unidade de area, dado necessario para que se possa efetuar uma distribuicao uniforme dos
insetos.

Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae) € um parasitoide de ovos de
lepidopteros originario de Sarawak e Nova Guiné (Waddill & Whitcomb, 1982; Cave, 2000) que
foi introduzido no Brasil visando o controle de Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae) (Pedrasi & Parra, 1986). Conhecida como lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda
é considerada uma das principais pragas da cultura no Brasil (Carvalho, 1970). Tradicionalmente
o controle dessa praga é realizado através de produtos quimicos, que sao aplicados logo que
detectada sua ocorréncia na cultura, ocasionando a eliminagao de controladores naturais
desses insetos-pragas, além de selecionarem linhagens resistentes aos inseticidas e, ainda

a contaminacao do homem e do meio ambiente (Loguercio et al., 2002). Em funcao desses
efeitos colaterais indesejaveis oriundos do uso abusivo e errdneo de inseticidas, estratégias
sustentaveis, tais como o controle bioldgico aplicado, devem ser implementadas (Cruz, 1995).
Entre as opcoes possiveis de controle bioldgico para o manejo de S. frugiperda, o parasitoide de
ovos T. remus tem apresentado grande potencial de controle (Bueno et al., 2008).

Apesar de ja se conhecer bastante a respeito de determinados aspectos bioldgicos e
comportamentais deste parasitoide, pesquisas ainda sao necessarias até que metodologias de
liberacao eficientes possam ser aplicadas em sistemas de Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(Cave, 2000), principalmente no que diz respeito ao periodo e freqliéncia de liberacoes, assim
como a densidade de insetos a serem liberados por unidade de area, e ao padrao de dispersao
do parasitoide, que pode fornecer subsidios para a determinacao do espacamento ideal

entre pontos de liberacao. Portanto, este trabalho teve como objetivo definir a capacidadede
dispersao e consequentemente o numero ideal de pontos de liberacao por unidade de areade T.
remus na cultura do milho para controle de S. frugiperda.



Material e métodos

O experimento foi conduzido na fazenda experimental da Embrapa Soja na regido de Londrina — Parana
em plantios de milho comercial Dekalb 390, com espagamento de 0,70 m entre linhas. Foram demarcados trés
circulos concéntricos com raios de 5, 10, 15, 20, 25, 30 m; em cada planta foi colocada uma postura, contendo
aproximadamente 100 ovos, sendo infestadas 8, 24, 40, 56, 72 e 88 plantas por circulo, respectivamente. As
cartelas contendo posturas foram grampeadas na fase abaxial das folhas préximas ao cartucho (assemelhando-
se ao habito de oviposi¢do da praga). Foi realizada apenas uma liberagéo de aproximadamente 150.000 adultos
recém-emergidos (até 24 h) de T. remus, no ponto central de dois circulos, sendo o terceiro circulo considerado
como uma area testemunha, onde foi apenas realizada a infestagéo artificial.

Os ovos de S. frugiperda utilizados para infestagao artificial foram obtidos da criagéo de lagartas da Embrapa
Soja, no qual ficaram expostos ao parasitismo durante 24 horas, quando foram retirados e substituidos. Este
processo ocorreu no periodo de 24, 48, 72 e 96 horas apos a liberagao dos parasitoides. Posteriormente

as cartelas retiradas foram levadas ao laboratério, individualizadas em saquinhos plasticos, devidamente
identificados e acondicionados em sala climatizada regulada a 25+2°C, umidade relativa de 60+10% e fotofase
de 12 h, até a emergéncia dos adultos do parasitoide. Este experimento ocorreu em trés estadios fenoldgicos
distintos, sendo eles: V2/3, V5/6 e V8/9 (Ritchie et al., 1993).

Foi adotado o delineamento de blocos casualizados com 6 tratamentos (distancias) e 2 repeticdes, além da area
testemunha. Os dois blocos de tratamentos foram instalados distantes 55 m um do outro e a area testemunha

a 200 m dos tratamentos. Foram observadas a presencga ou auséncia de parasitismo. Na presenga do mesmo
foi avaliada a taxa de parasitismo. Os resultados foram submetidos as analises exploratérias para avaliar as
pressuposi¢des de normalidade dos residuos, a homogeneidade de variancia dos tratamentos e a aditividade do
modelo e quando necessario foram transformados para permitir a aplicagao da ANOVA. As médias foram entao
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) para a porcentagem de cartelas parasitadas.

Resultados e Discussao

Observou-se que o parasitismo de ovos de S. frugiperda por T. remus decresceu a medida que
foram distanciados os pontos de coleta dos ovos ao longo dos dias e em todos os estadios
fenoldgicos estudados (Tabelas 1; 2 e 3), verificando-se que, para todos os dias de coleta

e nos trés estadios fenologicos, as taxas de parasitismo diferiram semelhantemente entre

as distancias, ocorrendo maiores porcentagens de parasitismo nos dois primeiros dias de
avaliacao. As variacoes no parasitismo em diferentes distancias do ponto de liberagao bem como
0 maior parasitismo nos primeiros dias de avaliacao em uma determinada cultura podem ocorrer
devido as caracteristicas bioldgicas do parasitoide e/ou caracteristicas da propria cultura que
podem funcionar como barreira fisica dificultando a dispersao do inseto.

No estadio fenologico V2/3, a porcentagem de amostras parasitadas diferiu significativamente
apenas no segundo dia de avaliacao, onde foi observado maior e menor taxa de parasitismo
a 5 e 30 m do ponto de liberacao, respectivamente (Tabela 1). Em média, o nimero de ovos
parasitados decresceu a medida que distanciaram-se do ponto de liberacdo. Ainda, no
terceiro e quarto dia de avaliacao as taxas de parasitismo foram menores quando comparada
aos anteriores (Tabela 1). Neste estadio, a cultura apresenta pouco abrigo aos parasitoides,
deixando-os mais expostos aos fatores abiodticos o que pode ter influenciado no baixo
parasitismo e consequentemente, levado a uma menor longevidade das fémeas.
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Tabela 1. Porcentagem média (tEPM) do nimero de cartelas contendo ovos de Spodoptera frugiperda parasitadas por
Telenomus remus, colocadas a diferentes distancias de um ponto central de liberagao, na cultura do milho em estagio
fenoldgico V2/3. Londrina, PR.

5 19,00 + 10,97 19,00 + 3,47 a 6,50 + 3,75" 0,00 + 0,00 11,13+4,55a
10 14,50 + 3,75 12,50 + 2,60 ab 00+00a 1,30 + 0,56 7,25 £ 0,58 ab
15 16,50 + 3,75 16,50 £ 4,91 ab 1,50 + 0,87 0,00 + 0,00 8,63+ 1,95 ab
20 2,00 +1,15 11,50 + 2,60 ab 1,00 + 0,58 0,00 = 0,00 3,63+ 1,08 ab
25 2,00 + 0,58 9,00 £ 0,58 ab 1,50 + 0,87 3,20 + 0,68 3,35+0,43 ab
30 3,00 + 1,15 6,00+ 0,58 b 0,0+0,0 0,00 = 0,00 2,25+043b
CV(%) 57,34 22,80 55,20 25,33 28,93
P 0,0710 0,1047 0,4447 0,0556 0,0200

'"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). 2Dados transformados em log (x+1). 3Dados trans-
formados em Vx. *Dados transformados em V(x+1).

Durante o estadio fenoldgico V5/6 observou-se um maior parasitismo por T. remus a 5 m do ponto de
liberacao. As taxas de parasitismo decresceram a medidas que os pontos de coleta se distanciaram

do ponto central (Tabela 2). Até o terceiro dias apds a liberagao foi possivel verificar que as taxas de
parasitismo foram similares, diminuindo apenas no quarto dia de avaliacao (Tabela 2). Neste estadio, ha
maior abrigo aos parasitoides, o que provavelmente aumenta a sua eficiéncia de dispersao, visto que,
fatores abioticos como o direcionamento edlico, por exemplo, ndao agem de forma tao negativa quanto
em estadios menores de desenvolvimento da cultura.

Tabela 2. Porcentagem média (+EPM) do niamero de cartelas contendo ovos de Spodoptera frugiperda parasitadas
por Telenomus remus, colocadas a diferentes distancias de um ponto central de liberagao, na cultura do milho em
estagio fenoldgico V5/6. Londrina, PR.

5 62,50+7,22a 88,00+0,00a 56,50 + 3,75 a 1250+0,29a 54,88+2,81a
10 2050+7,22b 66,50+4,91a 19,0 + 3,46 bc 6,00+1,175b 28,00+ 3,61 bc
15 18,00+ 0,00b 70,00 + 0,00 a 30,00£5,77b 250+1,44bc 30,13+1,80b
20 1450+087b 3700+4,61b 2250+548bc 3,00+£058bc 19,25+2,17 cd
25 14,00+£2,31b 20,00+1,75¢c 23,00+1,75bc 2,50+0,87bc 14,88 +0,36d
30 9,60+0,29b 18,60+ 0,87 ¢ 9,00+ 1,15¢ 1,00+ 0,58 ¢ 9,50+0,14 d
CV(%) 13,27 3,48 28,48 40,16 17,09
P 0,0005 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). 2Dados transformados em log (x+1). 3Dados trans-
formados em Vx. “Dados transformados em V(x+1).
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Durante o periodo de dispersao com T. remus na cultura do milho, nos trés estagios fenoldgicos
avaliados, foram observadas maiores taxas de parasitismo no estadio fenoldgico V8/9 que
manteve um elevado grau de parasitismo nos quatro dias apos a liberacao (Tabela 3). Esse

fato pode estar relacionado com a maior cobertura vegetal presente na cultura nesta fase que
consequentemente, diminuiu exposi¢ao do parasitoide aos fatores abioticos. No entanto, apesar
de apresentarem taxas maiores de parasitismo nos raios mais distantes do ponto de liberacao,
quando comparados as estadios fenoldgicos anteriores, foi verificado uma diminuicao de
cartelas parasitadas a medida que estas se distanciavam do ponto central (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem média (+tEPM) do namero de cartelas contendo ovos de Spodoptera frugiperda parasitadas
por Telenomus remus, colocadas a diferentes distancias de um ponto central de liberacéo, na cultura do milho em

estagio fenolégico V8/9. Londrina, PR.

10
15
20
25
30
CV(%)

P

75,00 £ 0,00 a
31,50+ 6,06 b
2550+1,44b
16,50 + 2,02 bc
11,50+ 0,87 ¢
12,50+ 3,18 ¢
10,54

<0,0001

69,00 + 3,46 a
60,50 + 6,06 a
38,00 +£0,00 b
24,00+ 346 b
20,00+ 1,15 b
2550+491b
20,02

<0,0001

50,00 + 0,00 ab
48,00 + 5,77 ab
61,50+ 7,79 a
56,50 + 3,75 ab
35,00+2,31b
38,00+2,31b
19,76

0,0318

50,00 + 0,00 ¢
69,00+ 1,15 a
66,50 + 0,87 ab
54,50 + 7,79 bc
45,00+ 1,15 ¢
30,00+ 1,15d
11,98

<0,0001

61,00+ 0,87 a
52,25+ 4,19 ab
47,88 + 1,80 bc
37,88 + 3,24 cd
27,88 +0,79d
26,50 +£2,89d
13,16

<0,0001

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). 2Dados transformados em log (x).

Com os resultados obtidos e baseando-se no modelo de Dobzhanski e Wright (1943), foi possivel determinar
o raio de acao médio, a area de dispersao do parasitoide e o numero de pontos de liberagao na cultura do
milho, em média para os trés estagios fenoldgicos em relagao aos ovos de S. frugiperda, que foram de 383,6
m, 179 m2 e 274 pontos/ha, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Distancia média (DM), area de dispersao (s?) e numero de pontos/ha para Telenomus remus em ovos de
Spodoptera frugiperda, na cultura do milho. Londrina, PR.

S2 374,4 362,4 413,8 383,6

DM 17,7 17,3 18,5 17,9

Pontos/hectare 29,5 28,2 24,5 27,4
Conclusao

Os resultados obtidos foram satisfatérios visto que o numero de pontos de liberagao (27,4
pontos/ha) é passivel de ser utilizado em programas de controle biolégico aplicado.
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Introducao
A cultura da soja (Glycine max) tornou-se a mais importante cultura do Brasil.

Fungos do solo sao importantes causas de infec¢ao da cultura da soja, sendo Sclerotinia
scleotiorum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina, os mais
importantes.

Estudos de estratégias de manejo de doengas em patossistemas tem sido objeto de pesquisas
no controle de certo organismos patogénicos, pois o controle pela resisténcia genética ainda
€ insatisfatério. Na atividade de controle cultural foram analisadas e avaliadas diferentes
sistemas de rotagao e sucessao visando reduzir a infec¢ao de raizes de soja pelo aumento da
concentragao e diversidade de microrganismos antagoénicos.

A habilidade para produzir compostos volateis por rizobactérias também inibiram o crescimento
de fungos patogénicos, especialmente Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum e Sclerotinia
sclerotiorum (Cattelan, et al., 1999).

O fungo Macrophomina phaseolina é capaz de infectar centenas de culturas, entre elas a soja.
Esse patogeno sobressai em periodos de seca, onde a planta de soja, afetada pelo estresse
hidrico, também se torna mais suscetivel (Wrather et al.,2008). Este fungo apresenta aspectos
morfolégicos diferentes, podendo ser cotonoso ou mais lisa, se espalhando uniformemente
na placa. Os sintomas causados podem ser manchas escurecidas e estrias acinzentadas, com
producao de microesclerdcios, com consequente apodrecimento da raiz e morte da planta.

Figura 1. Aspectos Morfoldgicos: (A) cotonoso; (B) liso e uniforme. (C)Sintomas na soja.
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Um antagonista que pode vir a ser utilizado para a inibicao do crescimento desse patdégeno é o
género Bacillus (Marroni e Germani, 2011), especialmente B. subtilis.

O presente trabalho visou quantificar a eficiéncia do género Bacillus no controle de
Macrophomina phaseolina.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido in vitro, no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Soja,
localizado na cidade de Londrina — PR, durante os meses de setembro/outubro de 2012.
Retiraram-se amostras de rizosfera ao acaso de trigo, milho, aveia, nabo e tremo¢o. Um isolado
de Macrophomina phaseolina (MAC P82T9 C.M.) da micoteca da Embrapa Soja foi repicado.
As amostras de bactérias foram coletadas de rizosfera de plantas, da Fazenda Experimental

da COAMO, localizada em Campo Mourao - PR. De cada amostra foram selecionadas 10
colonias de Pseudomonas, em meio de TSA para analises posteriores da frequéncia de isolados
produtores de 2,4 DAPG, através de PCR com primers especificos (McSpadden Gardener et al,
2001).0s isolamentos dos Bacillus (4) foram feitos no mesmo meio e denominados B1,B2,B3 e
B4.

Para a avalicao do efeito dos isolados de Bacillus na inibicao do crescimento de M. phaseolina,
discos de 5mm de micélio do fungo foram cultivados no centro de placas de Petri contendo
meio de BDA (caldo de batata/dextrose/agar), com adicao de 5% peptona, durante 72 horas. Na
sequéncia o fungo foi circundado pela bactéria, com o auxilio de uma alca de platina, sendo
preparadas trés repeticoes de cada tratamento. As placas foram mantidas em BOD a 280 C
durante oito dias.

O experimento 1 foi montado no dia 14 de setembro, com aplicacao do Bacillus no dia 17

e leitura do halo de inibicao no dia 256 do mesmo més. No experimento 2, a montagem se
concluiu no dia 28 de setembro, com aplicacdo do Bacillus no dia 1 de outubro, e leitura, do
halo de inibigao, realizada dia 9 de outubro.

No Laboratério de Biotecnologia dos Solos, o DNA genémico total das amostras das
bactérias foi extraido segundo a metodologia descrita por Kaschuk et al. (2006). Os primers
e as condicoes de amplificacao da sequéncia do 16S RNAr foram obtidos de Menna et al.
(2006). Apds a purificacao do produto de PCR, o sequenciamento foi realizado como descrito
por Ribeiro et al. (2009) e a leitura foi realizada no sequenciador capilar MEGA BACE 1000
(Amersham Biosciences).

Resultados e Discussao

Os isolados de Pseudomonas do grupo fluorescente nao foram considerados porque fizeram
parte de um estudo ja apresentado.

Foi feita uma analise conjunta de variancia para o género Bacillus. Essa analise dos dois
experimentos foi a mais adequada, apresentando uma C.V. de 14% e atendendo todas
exigéncias requeridas pela ANOVA. Os isolados de Bacillus mais eficientes foram os isolados 1
e 4. Os demais isolados nao diferiram do controle, sendo que, o isolado 2 era Pseudomonas do
grupo fluorescente.
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Tabela 1. Halo de inibicdo (cm) induzido por isolados de Bacillus sp..

Controle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 a 0,00

Bl 1,07 1,15 0,87 0,89 1,13 1,00 a 0,99200
Bl 0,45 0,565 0,35 0,35 0,39 0,33 b 0,42667
Bl 0,59 0,53 0,55 0,45 0,46 0,51 b 0,51000
BIV 1,13 0,92 0,87 1,02 0,94 0,99 a 0,97833

Sabe-se que o género Bacillus produzem metabolitos que afetam o desenvolvimento de fungos
(Praca et al., 2004).

Com o resultado do sequenciamento foi obtido um valor 98% de semelhanga com o género
Bacillus sp. encontrado no banco de dados do NCBI (National Center for Biotchnology
Information).

My NCBI
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Figura 2. Imagem comprovando que a similaridade entre a sequéncia obtida em laboratério com o banco de dados
(NCBI), resulta no género Bacillus.

Conclusao

Foram comprovadas que somente as bactérias do género Bacillus sp. isoladas (2) da rizosfera
de plantas, controlam o crescimento de M. phaseolina in vitro.

Foram comparadas sequéncias entre os isolados de Bacillus, identificando-se B. subtilis sp., B.
subtilis sub-espécie subtilis e B. amyloliquefasciens.
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Introducao

A selecao de gendtipos superiores com o auxilio dos marcadores moleculares representa a perfeita
associacao entre o melhoramento genético convencional e as técnicas de biologia molecular disponiveis
atualmente (FRONZA, 2003). A selecao assistida por marcadores moleculares (SAM) é uma éarea
promissora e pode proporcionar grandes avancos no melhoramento genético classico (BOREM; CAIXETA,
2006). A Embrapa tem implantado em suas unidades, varios laboratérios de selegao assistida como

nas unidades de Soja, Milho e Sorgo e Arroz e Feijao. Em um programa de SAM, a extracao de DNA
ainda figura como um dos maiores gargalos, tanto em termos operacionais como de custos (COLLARD;
MACKILL, 2008), e sua otimizagao é essencial para o sucesso do programa de melhoramento. Os
métodos de extragcdo de DNA comumente utilizados sao de alto custo e/ou de dificil execucgéo. Entre
esses se encontram os kits comerciais de extracao de DNA e os protocolos descritos por Dellaporta

et al. (1983) e Doyle e Doyle, 1987. Contri (2006) conclui em seu trabalho que o método Doyle e Doyle,
apesar do custo baixo, demora em torno de oito horas para ser realizado, além de, necessitar maiores
cuidados devido a volatilidade e toxicidade do 3-mercaptoetanol e do cloroférmio. Ja o método de
coluna de silica (WIZARD) pode ser executado em até 1,5h dependendo do nimero de amostras, mas
apresenta custo mais elevado. Portanto para contornar esse problema foi desenvolvido pelo Laboratério
de Genética Molecular e Selecao Assistida (LGMSA) da EMBRAPA-SOJA um protocolo de extracao de
DNA de baixo custo e de rapida e facil execugao, que atende as necessidades do laboratério. O método
foi denominado SAM, sendo desenvolvido inicialmente para a extracao de DNA de amostras de folhas
de soja, e posteriormente, adaptado para extracao de DNA de sementes de soja, necessitando assim,
aprimoramentos. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o protocolo de extracao de
DNA ‘SAM’ para extracao de DNA em larga escala e a um baixo custo, em sementes de soja inteiras e
moidas em diversas quantidades para atender fins de selecao assistida e as demandas do programa de
melhoramento de soja e do Laboratorio de Genética Molecular e Selegao Assistida da EMBRAPA-SOJA.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no LGMSA da EMBRAPA-SOJA em Londrina, Parana. Foram utilizadas
sementes oriundas de genétipos diferentes, com e sem o gene BT, provenientes do programa de
melhoramento da unidade. Para a otimizacao da extracao de DNA de sementes foram feitas modificagdes
nas etapas e parametros do protocolo de extragcao de DNA SAM original (TABELA 1), o qual esta
protegido sob a forma de propriedade intelectual, e por isso, a composicao de seus componentes deve
ser omitida.
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Tabela 1. Protocolo de extracao de DNA “SAM”, desenvolvido pela equipe do Laboratério de Genética Molecular e
Selecao Assistida da EMBRAPA-SOJA para a extragcao de DNA de tecidos de folhas de soja

1°Etapa Adicao de 50uL COMPONENTE A + 0,5% do volume total COMPONENTE C

27 Etapa Incubacao no banho maria ou termociclador a 65°C durante 6 minutos e 95°C durante 2 minutos
3% Etapa Adicao de 50uL COMPONENTE B e um ciclo no vortex a 1750 rpm por Tminuto.

4° Etapa Diluicao 1:25 das amostras extraidas.

Para atender ao objetivo proposto, o trabalho foi dividido em duas etapas, otimizacao da extragao de
DNA e otimizacao da maceracao de sementes no aparelho Geno/Grinder 2010. Para a primeira etapa os
parametros avaliados e as variagoes testadas foram: as quantidades dos componentes do protocolo de
extracao, as quantidades de amostras de sementes e tipos de plasticos. Os plasticos utilizados foram
placas de 96 pocos fundos (Deep well) de capacidade 1,5mL, 2mL, 7mL e placa de 96 pocos de 0,2mL
(TABELA 2). As amostras nesta etapa foram maceradas no triturador elétrico. Para a segunda etapa

foi utilizado o deep well de 2mL e os parametros avaliados e as variagcoes testadas foram: tempo de
maceracao, tamanho das esferas, forma de embebicao da semente, quantidade de liquido usado para

a embebicao e forma de vedacao do deep well (esteira, selo convencional e selo de maior aderéncia)
(TABELA 3). Para a extracao de DNA do material proveniente da maceracao no aparelho Geno/Grinder
foram utilizados os melhores resultados obtidos na primeira etapa para 100mg de sementes, equivalente
a aproximadamente uma semente de soja inteira. Os critérios utilizados para se verificar a eficiéncia das
modificacoes realizadas no protocolo de extracao foram as performances dos ensaios de genotipagem na
reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR) e os niveis de contaminagoes entre as amostras.
As performances dos ensaios de genotipagem foram verificadas através das médias dos valores de Cycle
Threshold (CT) em ensaios de quantificacdo absoluta com primers de genotipagem. O CT é o ciclo em
que a amplificacao é detectada através da fluorescéncia de uma sonda e quanto menor é o seu valor,
melhor é a qualidade da amplificagao e consequentemente da extragcao de DNA. As sondas utilizadas
foram sonda 1 e sonda 2. A amplificagao permite realizar a genotipagem das amostras e quanto maior a
porcentagem de genotipagem correta, menor é o nivel de contaminacao entre as amostras. Os niveis de
contaminacgdes foram analisados através da genotipagem correta e incorreta das amostras e visualmente
nas etapas de distribuicao, maceracao e agitacao das amostras no vortex.

Resultados e Discussoes

Primeira Etapa: Otimizacao da extracao de DNA de sementes de soja

Inicialmente para a otimizagao do protocolo de extracao de DNA SAM para amostras de sementes de soja
foram utilizados 10mg de sementes, com 50uL de cada componente A e B, 1X de componente C e diluigao
1:25, conformeTabela 1. Entre os resultados obtidos apenas 81,3% das amostras foram amplificadas e

as médias dos valores de CTs foi 38 para sonda 1 e 2 (TABELA 2). Para melhorar a qualidade da extragao
de DNA foram avaliados trés parametros com duas variaveis testadas. Os parametros avaliados foram

a quantidade de componente A, quantidade de componente C e diluicao (dados nao apresentados).

O componente A foi reduzido para 35uL e a diluicao aumentada 1:50 para minimizar a quantidade

de polifendis e polissacarideos provenientes da constituicdo da semente que consequentemente
minimizou a quantidade de DNA. O componente C foi aumentado de 1X para 10X. Entre os resultados,

a diluicao 1:50 reduziu a quantidade de inibidores de PCR porém reduziu também a quantidade de DNA,
apresentando amostras com altos valores de CTs e baixa porcentagem de amplificagao . O componente
C apresentou melhores resultados para menor quantidade, 1X. Isso se deve ao fato que o aumento do
componente C possa ter causado a inibicao de algum dos componentes da PCR. Em relagao a reducao

do componente A para 35uL, este apresentou resultados satisfatérios quando utilizado com 1X de
componente C e diluicao 1:25 amplificando 100% das amostras (TABELA 2). O uso de protocolos de
extracao de DNA simplificados como, que utilizam pouco material de origem, ou possuem poucos passos
de purificagcao, tendem a produzir acidos nucléicos com alto teor de polifendis e polissacarideos podendo
interferir na PCR (DANTAS, 2010). Os melhores resultados obtidos para a extracao de DNA de 10mg de
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sementes de soja foram utilizados para iniciar a otimizacao do protocolo de extracao de DNA SAM para
maiores quantidades de sementes. Os parametros e suas variacoes testadas para a extracao de DNA de
sementes de soja e seus respectivos resultados estao detalhados naTabela 2.

Tabela 2. Parametros avaliados e variagoes testadas para a otimizagao da extragao de DNA de sementes de soja e
seus respectivos resultados

35 32 34/34 100 100 ~
A reducao do componente A para 35ulL provavelmente
10 Placa 96-C 0,2mL minimizou os contaminantes da extracao apresentando
melhores resultados.
50 32 38/38 81,3 100
250 24 32/33 100 100
O tratamento com 250pL foi o Ginico que nao apresentou
Deep Well . - -
(1.5mL) contaminacao entre as amostras durante maceragao e
’ 400 24 30,2/33 100 75 agitagdo no vortex
100 (equivalente a
uma semente de soja) 200 2 34,4135,4 50 50
O tratamento com 300uL foi o Unico que nao ocorreu
Deep Well (2mL) 300 48 35/32 100 100 contaminagao entre as amostras durante a maceragao e
agitacdo no vortex.
400 24 30,2/32 100 75
500 48 33,7/33,1 100 91,7
O tratamento com 500pL de cada componente A e B foi o
200 Deep Well (2mL) 600 48 29,1/30,9 100 75 unico que ocorreu pequena contaminagao entre as amostras
durante a maceracao e agitacao no vortex.
700 48 30,5/32,5 100 87,5
Daeg%’\llj" 400 24 33/34 60 70
g Maiores quantidades de componentes A e B possibilitam
300 melhor extragao, pois na etapa de agitacao no vortex o
liquido envolve toda a amostra.
Deep Well (2mL) 700 24 31,7/34,2 100 100
500 Deep Well (7mL) 1250 24 31,4/33,1 91,7 100
Para melhorar a qualidade da extragao pode se utilizar
facilitadores de PCR.
1000 Deep Well (7mL) 2500 24 31,4/33,1 91,7 100

As variacoes testadas que estdo sublinhadas apresentaram os melhores resultados
Todos os tratamentos foram realizados com 1X de componente C e dilui¢cao 1:25 pois apresentaram os melhores resultados.

O método pbde ser otimizado para diferentes quantidades de sementes variando entre 10mg a 1000mg
cuja extragao de DNA apresentou melhores desempenhos em diferentes recipientes com diferentes
quantidades dos componentes do protocolo SAM (TABELA 2). Mesmo tomando os devidos cuidados
nao foi possivel impedir por completo a contaminacao entre as amostras para a extracao de 200mg de
sementes, que ocorreram através do espalhamento de soja moida para os pocos adjacentes durante a
distribuicdo das amostras e agitacao no vortex. Aprimoramentos estdo sendo realizados para contornar
esses problemas.

Segunda Etapa: Otimizacao da maceracao no aparelho Geno/Grinder 2010

Um dos objetivos da primeira etapa dos testes foi otimizar a extracao de DNA SAM para 100mg de
sementes (equivalente a uma semente de soja inteira aproximadamente) e o protocolo que apresentou
os melhores resultados foi 300uL de cada componente A e B, 1X de componente C e diluicao 1:25 para
ser utilizada na extragcao apds a maceracao no aparelho Geno/Grinder 2010. Com o objetivo de testar o
processo de maceracao no aparelho Geno/Grinder, para uso com o protocolo otimizado descrito acima,
varios parametros e variagoes foram avaliados, e seus respectivos resultados estao listados na tabela 3.

Para a maceracao no aparelho Geno/Grinder as sementes de soja foram embebidas em agua destilada
ou componente A, pois o tratamento com sementes sem embebicao inicialmente utilizado, ndo macerou
eficientemente as amostras. A melhor variagcao testada para tempo de maceracao e tamanho de

esferas foi de 2 minutos e 30 segundos e esferas de 5mm respectivamente, promovendo a maceracao
de 100% das amostras embebidas em agua destilada ou componente A até a formacao de material
pastoso. Durante a maceracao ocorreram vazamentos das amostras e com isso foram incluidos entre

os parametros avaliados, a quantidade de liquido utilizado para a embebicao e a forma de vedacao

da placa. A melhor variagao testada para o parametro quantidade de liquido usado na embebicao

foi de 300uL de agua destilada ou componente A, sendo essa a quantidade que a semente absorve
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complemente o liquido adicionado e macera eficientemente as amostras. Para a forma de vedacao da
placa, a esteira foi a que promoveu melhor vedacao entre as variagoes testadas. Apesar da otimizacao
desses parametros, ainda ocorreram pequenos vazamentos. Para verificar se os vazamentos propiciaram
erros de genotipagem das amostras, foram realizados testes de extracao de DNA, sendo que o DNA
obtido foi submetido a analise de RT-PCR. No teste de extracao de DNA as sementes foram embebidas
em 300puL de dgua destilada e em componente A e vedadas com a esteira. Em relagao a contaminacao e
a média dos valores de CTs o melhor tratamento foi sementes embebidas em 300uL de dgua destilada.
Das amostras utilizadas 81,3% foram amplificadas e dessas 100% foram genotipadas corretamente.

Este teste mostrou que o pequeno vazamento observado durante a etapa de maceracao nao prejudicou

a genotipagem correta das amostras, porém as amostras nao amplificaram 100%. Em vista disso foi
realizado um teste em larga escala utilizando sementes embebidas em 300uL de agua destilada e vedadas
com a esteira. Entre os resultados obtidos 87,5% das amostras foram amplificadas e dessas amostras
98,8% foram genotipadas corretamente, as médias dos valores de CTs para as sondas 1 e 2 foram 35,5

e 37,8 respectivamente. Estes testes atenderam ao objetivo da extracao de DNA de sementes de soja em
larga escala utilizando o protocolo de extracao SAM e o aparelho Geno/Grinder para a maceracgao das
sementes. Contudo, futuramente, aprimoramentos devem ser realizados a fim de contornar os problemas
observados, como o vazamento das amostras durante a etapa de maceracgao, a nao amplificagao de
pequena porcentagem das amostras, e os altos valores de CTs observados ao longo dos testes. Em
sementes, os altos teores de polifendis e polissacarideos tornam-se um problema na extracao do DNA,
visto que esses podem inibir a PCR e resultar em altos valores de CTs. Para atenuar o efeito desses
contaminantes, a utilizacao de facilitadores de amplificacao na PCR, tais como polivinilpirrolidona (PVP),
polivinil polipirrolidona (PVPP), BLOTTO (10% de leite desnatado em po e 0,2% de NaN), dimetil sulfoxido
(DMSOQ), soro de bovino albumina (BSA) (WILSON, 1997), pode ser uma maneira de atenuar esse
problema.

Tabela 3. Parametros avaliados e variacOes testadas para a otimizagao do processo de maceracao de sementes de
soja inteiras no aparelho Geno/Grinder e seus respectivos resultados, para fins de extragao de DNA de 100mg de
sementes de soja.

Adesivo 1: selo convencional, adesivo 2: selo de maior aderéncia.

Tm
O ciclo de 2m30s macerou 100% das
1m30s sementes embebidas em agua destilada e
Tempo de maceracao 2m30s componente A até ao ponto de formagéao de
2m material pastoso, apds novo ciclo foi
apresentado o mesmo resultado.
2m30s
4
5 -
Tamanho das esferas (mm) 5 As esferas de 5mm foram as Unicas que

maceraram 100% das amostras
6

Sem embebicao
O tratamento com sementes embebidas em

agua destilada e componente A apresentaram
resultados menos propicios a vazamentos
Embebicao com durante a maceragao.
componente A
200

300

Embebicdo com agua

Forma de embebicdo das sementes 4gua ou componente A

O volume de 300uL é o Unico que foi

Quantidade de liquido usado na embebigao (uL) 300 completamente absorvido pela semente e que
400 produziu um macerado pastoso
500
Esteira A esteira foi a que promoveu a melhor
Forma de vedacao da placa Adesivo 1 Esteira vedagao entre as variagoes testadas, porém

em alguns testes de maceracao ainda houve
Adesivo 2 vazamentos.
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Conclusoes

A partir das variacoes testadas, foi possivel otimizar um protocolo eficiente, rapido e de baixo
custo para a extracao de DNA em larga escala de sementes de soja, tanto inteira como moida
em diversas quantidades, para fins de sele¢ao assistida por marcadores moleculares.

Adaptacoes futuras poderao aprimorar a qualidade do DNA extraido, bem como eliminar
problemas de contaminacao entre amostras.
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Introducao

Os lepiddpteros constituem uma das ordens mais diversas de insetos e podem ser atraidos por
fontes luminosas (Gardiner, 1995). Para amostra esses insetos as armadilhas luminosas sao de
grande utilidade para determinar a época de aparecimento e a abundancia estacional de espécies
de pragas. Entre esses insetos a superfamilia Noctuoidea destaca-se entre os principais grupos

de mariposas pela grande diversidade e sua importancia econd6mica como pragas de plantas
cultivadas. Entre elas na cultura da soja destacam-se a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis
Hlibner, 1818), as lagartas falsa-medideiras [Chrysodeixis includens (Walker, [1859]) e [Rachiplusia
nu (Guenée, 1852)], a lagarta-da-maca-do-algodoeiro, Heliothis virescens (Fabricius, 1781), a
lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (Boddie, 1850), uma espécie recentemente introduzida no Brasil
(Helicoverpa armigera Hiibner, 1805) e varias espécies do género Spodoptera, tais como Spodoptera
cosmioides (Walker, 1858), S. frugiperda (J. E. Smith, 1797), S. eridania (Cramer, 1782) e S. albula
(Walker, 1857). Sendo assim, este trabalho tem como objetivo analisar a composicao das espécies
e a flutuacao da populacao durante o ano, no distrito daWarta, norte da cidade de Londrina, PR, por
meio da captura de armadilhas “Luiz de Queiroz”.

Material e Métodos

Foram instaladas quatro armadilhas do tipo “Luiz de Queiroz” (Silveira Neto & Silveira, 1969) no
campo experimental na Embrapa-Soja, no distrito da Warta, Londrina, Parana. Tais armadilhas
estavam equipadas com luz negra (SYLVANIA, modelo F15T12/LN) de 15W. As coletas foram
realizadas semanalmente, entre o dia 02 de agosto de 2012 a 22 de marc¢o de 2013, entre as
16:00h e 8:00h do dia seguinte. Os insetos capturados foram levados ao laboratoério, para a
identificacao das espécies. Esta foi realizada pelo padrao morfolégico das asas, e pelo estudo
de suas genitalias, utilizando as descricoes de Pogue (2002; 2004). Para isto o abdémen das
mariposas foi destacado e mantido por 24 h em tubo de ensaio contendo NaOH 10%. Apos esse
periodo foram dissecados em agua, sobre uma camada de parafina, realizando um corte lateral
conforme metodologia descrita por Dias et al.(1976). A genitalia foi extraida cuidadosamente,
utilizando pincas finas, para nao danificar suas estruturas.

Resultados e Discussao
As espécies mais abundantes foram A. gemmatalis, com um total de 1.620 individuos, e

C. includens com um total de 1.324 mariposas, referente a um total de 4.427 lepidépteros
coletados. O periodo de maior coleta de A. gemmatalis foi entre 13 de dezembro de 2012 e
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21 de fevereiro de 2013. Os maiores valores de captura de C. includens ocorreram entre 10 de
janeiro de 2013 e 21 de fevereiro de 2013. No dia 03/01/2013 foi capturado o maior nimero de
A. gemmatalis totalizando 557 mariposas nas quatro armadilhas. C. includens foi capturada em
maior numero no dia 10/01/2013, totalizando 732 individuos. A alta ocorréncia dessas espécies
durante este periodo provavelmente esta correlacionado com a presenca da soja em campo
uma vez que as coletas foram realizadas enquanto a cultura se apresentava ao final da fase
vegetativa na safra 2012-2013.

O total de R. nu capturado foi de 234 individuos em todas as datas de coleta (Figura 1).

A prevaléncia do género Spodoptera, foi menor de que A. gemmatalis e C. includens. As
espécies mais abundantes do género foram S. albula, com um total de 308 mariposas em todas
as datas de coleta, e S. frugiperda, com 74 espécimes capturados em todas as datas de coleta.

O periodo de maior coleta de S. albula ocorreu entre 19 de dezembro de 2012 e 21 de fevereiro

de 2013, sendo a data de maior coleta no dia 14/02/2013, com total de 69 individuos capturados
em todas as armadilhas. S. frugiperda teve seu maior periodo de captura entre 06 de dezembro
de 2012 e 17 de janeiro de 2013, sendo a data de maior coleta no dia 03/01/2013, com total de 11
individuos em todas as quatro armadilhas.

S. cosmioides e S. eridania foram as espécies menos prevalentes, com o niumero total de 57 e
22 individuos capturados, respectivamente, em todas as datas de coleta. (Figura 3)

O periodo de maior coleta de H. virescens foi entre 10 de janeiro de 2012 e 21 de fevereiro de
2013, sendo a data de maior coleta no dia 14/02/2013, com total de 18 individuos capturados

em todas as armadilhas. Durante todas as datas de captura e em todas as armadilhas, foram
registrados 48 individuos de H. virescens.

Durante a coleta, observou-se elevada prevaléncia de H. armigera e H. zea identificada por

meio de técnicas moleculares, entretanto na Figura 2 foram considerados como Helicoverpa
spp., pois a separacao das espécies ainda encontra-se em andamento. Entretanto, o periodo

de maior coleta foi entre 10 de janeiro de 2013 e 08 de margo de 2013, sendo 10/01/2013 a data
correspondente a maior captura, totalizando 173 individuos neste dia. Durante todas as datas de
coleta em todas as armadilhas, foram registrados 740 individuos de Helicoverpa spp. (Figura2).

Os resultados obtidos no presente estudo assemelham-se aos de Santana & Sosa-Gomez (2012),
que constataram uma alta ocorréncia de A. gemmatalis e C. includens durante a safra 2011-
2012. Os valores totais de captura de S. frugiperda e S. eridaniatambém foram semelhantes aos
obtidos por Santana & Sosa-Gomez (2012). Entretanto estes autores nao capturaram S. albula e
as capturas de adultos de R. nu foram menores, com um total de 10 individuos registrados em
todas as datas de coleta na safra 2011/12.

Conclusoes
As espécies de noctuideos coletados em ordem decrescente de abundéancia, de agosto de 2012
a marco de 2013, foram: Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens, Helicoverpa spp.,
Spodoptera albula, Rachiplusia nu, Spodoptera frugiperda, Spodoptera cosmioides, Heliothis

virescens e por ultimo S. eridania.

C. includens ocorreu mais tardiamente que A. gemmatalis.
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Introducao

Muitos pesquisadores tém trabalhado e relatado danos causados a cultura da soja pelo ataque
de percevejos. Ja no final da década de 70, Corso e Porto (1978), relataram que os percevejos
provocavam decréscimos significativos de rendimentos da soja. Além disso, esses mesmos
autores ainda afirmaram que o ataque de percevejos e fungos diminui o teor de 6leo nos graos
soja, sendo que os primeiros ainda acarretam em aumento no teor de proteina nos graos. Vale a
pena ressaltar que nao se sabe como ocorre esse aumento no teor de proteina, nem tao pouco
essa diminuicao no teor de lipidio e qual a agcao na qualidade desses constituintes.

Freitas et al. (2001) observaram que a medida em que a porcentagem de graos de soja picados
por percevejos aumenta, a porcentagem de graos ardidos também cresce. Os graos ardidos irao
interferir na quantidade/qualidade dos constituintes dos graos de soja, causando prejuizos para
a industria de processamento. Esses autores encontraram correlacao de r = 0,92 entre picadas
de percevejos x graos ardidos, sendo que esses valores podem variar dependendo da cultivar,
da idade fenoldgica da planta na qual ocorre o ataque de percevejos e condi¢oes climaticas.

As perdas por ataque de percevejos nao se resumem somente a diminuicao do peso dos

graos na colheita, podendo continuar aumentando durante o armazenamento. Os graos

de soja muitas vezes sao armazenados antes de serem processados na industria, sofrendo
deterioracoes irreversiveis para a producao tanto de 6leo como do farelo proteico, dependendo
dos cuidados na conducao da lavoura e na colheita.

A espectroscopia no infravermelho préximo (NIR, do inglés, Near-Infrared) tem um grande
potencial para substituicao dos métodos de Kjeldahl e de extragao por Soxlet para determinacao
dos teores de proteina e lipidios, respectivamente. O NIR é um método que possui inUmeras
vantagens, pois é rapido, nao utiliza reagentes quimicos, nao expoe o analista a riscos quimicos
e nao gera residuo. Por outro lado, € um método indireto, que deve ser bem calibrado para que
os resultados sejam confiaveis.

O objetivo do trabalho foi verificar variagcao nos teores de 6leo e proteina em graos de soja,
com diferentes intensidades de infestacao de percevejo, no momento da colheita e apds
determinado periodo de armazenamento, utilizando o NIR.
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Material e Métodos

Os tratamentos pesquisados neste estudo foram amostras de graos de vérias lavouras de soja
(03/2011) em que a Embrapa Soja em parceria com agricultores testaram trés condicoes de
tratamentos:

1 - area do produtor, 2 - area com o MIP (manejo Integrado de pragas) e 3 - drea testemunha, e
considerando os diferentes locais resultaram em seis tratamentos:

T1 - area do produtor de Arapongas (cultivar BMX Potencia);
T2 - area do produtor de Campo Mourao (cultivar NK 7059 RR);
T3 - area do produtor de Goids (cultivar nao especificada);

T4 - area intermediaria CD Arapongas (cultivar BMX Potencia);
T5 - 4rea MIP de Arapongas (cultivar BMX Potencia) e,

T6 - areaTestemunha de Arapongas (cultivar BMX Potencia);

Na area do agricultor foi realizado o controle de percevejos de acordo o manejo do agricultor
que é a aplicacao conjunta de herbicida e fungicida. Na area do MIP ocorreu o controle de
percevejos quando o nivel populacional atingia dois percevejos/metro. Na area CD caracteriza o
tratamento intermediario entre o MIP e o produtor, e ocorreu o controle de percevejos quando o
nivel populacional atingia meio percevejos/metro.

Destas areas foram coletadas e armazenadas a producao de cada tratamento e a cada trés
meses foram retiradas amostras para realizar as analises dos teores de 6leo e proteina.

O experimento foi conduzido em BODs, com temperatura controlada de 25°C e umidade
relativa de 60%, com quatro repeticoes, sendo as avaliagbes compostas por amostragem no
ponto zero (colheita), aos trés, seis, nove e doze meses de armazenamento. O delineamento
experimental para este estudo foi inteiramente casualizado com os tratamentos (cinco periodos
de armazenamento e seis locais de manejo de percevejos) em arranjo fatorial 5x6 e quatro
repeticoes totalizando 120 parcelas experimentais. O teste de comparagcdes multiplas de médias
pelo método de tukey (p<0,6 )

Os teores porcentuais de proteina e 6leo nas amostras foram determinados em gréos de soja integros pela
técnica da Refletancia do Infravermelho Préximo (NIR) segundo Heil (2012). Os graos inteiros e limpos de cada
amostra foram submetidos a leituras em ftriplicata, com equipamento Thermo, modelo Antaris Il, dotado de esfera
de integragdo com resolugéo de 4 cm-1, média de 32 scans e background a cada leitura. Para a predi¢do, foram
utilizados modelos matematicos desenvolvidos pela Embrapa Soja em 2011/12 para teores de proteina (180
padrées, Coeficiente de Correlagdo (r). = 0,97, Erro Padrao da Calibragdo (RMSEC) = 0,64 e 6leo (170 padrdes,
Coeficiente de Correlagao (r) = 0,98, Erro Padréo da Calibragéo (RMSEC) = 0.452.

Resultados e Discussao

As andlises de variancia (ANOVA) para os teores de 6leo e proteina permitem afirmar que houve
respostas significativas para os periodos de armazenamento e local de manejo de percevejos
em diferentes locais, mas nao houve resposta significativa para a interagao entre os dois fatores
(Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Quadro da analise de variancia para os teores de proteina de graos de soja (%) oriundos de diferentes locais
de producao, armazenados durante 12 meses e amostrados de trés em trés meses.

Periodos 4 26,0225 6,5056 11,8038 0,0000
Locais 5 122,6499 24,5299 44,5070 0,0000
Periodos*Locais 20 13,7175 0,6858 1,2444 0,2383
Residuo 90 49,0339 0,6511

Total 119 211,9934

Média Geral =39,38 , GL = Grau de Liberdade, SQ= Soma de Quadrados, QM = Quadrados Médios, F = Estatistica F, Prob = Probabilidade da es-
tatistica F e Coeficiente de Variagdo = 1,88 %

Tabela 2. Quadro da andlise de variancia para os teores de lipidios de graos de soja oriundos de diferentes locais de
producéo, armazenados durante 12 meses e amostrados de trés em trés meses.

Periodos 4 7,8411 1,9602 4,11 0,0044
Locais 5 12,5367 2,5073 5,26 0,0004
Periodos*Locais 20 10,9907 0,5495 1,15 0,3134
Residuo 90 42,8990 0,4766

Total 119 74,2676

Média Geral =21,143667, GL = Grau de Liberdade, SQ= Soma de Quadrados, QM = Quadrados Médios, F = Estatistica F, Prob = Probabilidade da es-
tatistica F e Coeficiente de Variagao = 3,26 %

Assim sendo, verificou-se que em condicoes ideais de armazenamento (25°C e umidade relativa
de 60%), ocorreu um aumento nos teores de proteina e uma diminuicao nos teores de lipidios
ao longo do armazenamento (Tabela 3).

Os resultados de aumento dos teores de proteinas durante o armazenamento contradizem
Thomas et al. (1989), que armazenaram a soja as temperaturas de 20 e 30°C e umidades
relativas de 65 e 85%, relatando que o teor de proteina decresceu com o tempo de
armazenamento e que a umidade relativa e a temperatura influenciaram significativamente no
teor de proteina (P < 0,01). A soja armazenada a 65% de umidade relativa obteve um decréscimo
no teor de proteina mais rapidamente nos primeiros meses de armazenamento. Ja em relacao
aos teores de 6leo, os dados deste ensaio encontram apoio em Teixeira (2001), que afirmou que
o teor de 6leo tem tendéncia a decrescer com o tempo de armazenamento, sendo fungcao do
teor de umidade inicial e do tempo de armazenagem.

Os maiores teores de proteina foram encontrados no tratamento TEST de Arapongas, onde

nao se fez nenhum controle de percevejos, entretanto sem diferir dos tratamentos MIP de
Arapongas e Produtor de C. Mourao. Salienta-se que os teores médios de proteina dos
tratamentos Produtor de Arapongas e CD Arapongas, onde o controle quimico foi mais utilizado,
foram inferiores ao daTEST Arapongas. O Tratamento Produtor de Goias foi o que apresentou
os menores teores de proteina, entretanto salienta-se que para calibragao do equipamento

NIR foram utilizados modelos matematicos desenvolvidos pela Embrapa Soja em 2011/12 para
teores de proteina, e cultivares do estado de Goias nao fizeram parte das curvas de calibragao, o
gue pode ter acarretado em distorcoes nesses teores (Tabela 3).

Em relacao aos teores de lipidios, verificou-se que os teores foram muito préximos,
apresentando diferencas apenas entre os tratamentos Produtor de C. Mourao e Produtor de
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Goids para os tratamentos CD Arapongas e MIP de Arapongas, sendo que esses dois ultimos
tratamentos foram observados teores mais elevados. Novamente salienta-se que as curvas de
calibracao nao contemplavam cultivares de Goias e pode ter interferido nesses teores.

Assim sendo, verificou-se que a implantacao do tratamento MIP de Arapongas nao ocasionou
diminuicao dos teores de proteina nem aumento dos teores de lipidio quando comparado

com o tratamento TEST de Arapongas. Nesses dois campos foi utilizado a mesma cultivar e

no tratamento TEST nao foi feito nenhum controle de percevejos. Assim sendo, esses dados
contradizem o relato de Corso & Porto (1978), que afirmaram que o ataque de percevejo acarreta
em aumento dos teores de proteina e diminuicao dos teores de lipidios.

Tabela 3. Teores de Proteina e Lipidio de gréaos de soja de oriundos de diferentes locais de produgéao, armazenados
durante 12 meses e amostrados de 3 em 3 meses.

Produtor Arapongas 38,50 39,87 39,10 39,29 40,55 39,46°
Produtor C. Mourdo 39,32 40,10 40,00 39,97 41,23 40,13%°
Produtor Goias 37,31 36,58 37,25 37,93 37,03 37,22° 1,89%
(:r:’:;i:-?) CD Arapongas 38,61 3952 39,36 39,45 40,80  39,55°
MIP Arapongas 39,03 39,68 39,49 39,76 40,45 39,68
TEST.Arapongas 39,55 40,53 40,16 40,15 40,96 40,27°
Média 38,72° 39,38°  39,23°° 3942°  40,17%
Produtor Arapongas 21,27 20,91 21,82 20,98 20,78 21,15%
Produtor C. Mourao 20,94 21,23 20,61 21,27 20,28 20,87°
o Produtor Goias 20,89 21,63 20,46 20,46 20,07 20,70° 3,26%
(gLI‘Ip(;Z:]) CD Arapongas 21,87 21,81 21,59 21,93 20,65 21,57°
MIP Arapongas 21,47 21,36 21,37 22,03 21,45 21,54°
TEST.Arapongas 21,1 20,88 20,84 21,67 20,73 21,03
Média 21,26" 21,31 21,12*% 21,37  20,66°
Conclusao

Em condicoes ideais de armazenagemarmazenamento (25°C e umidade relativa de 60%),
ocorreu um aumento nos teores de proteina e uma diminuicao nos teores de lipidios dos graos
de soja ao longo do armazenamento.

O aumento de ataque de percevejos ocasionou aumento nos teores de proteina dos graos de
soja durante o armazenamento, entretanto sem alterar os teores de lipidios dos graos, sendo
que estudos em relacao a qualidade da proteina e lipidio, nas mesmas condicoes, estao em
andamento.
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Introducao

A soja, cultura agricola que mais cresceu no Brasil nos ultimos anose cultivada especialmente
nas regioes Centro Oeste e Sul do pais, firmou-se como um dos produtos mais destacados da
agricultura nacional, representando 49% da area cultivada em graos do pais (BRASIL, 2013). Na
safra 2011/2012 a producao brasileira atingiu 66.383 milhoes de toneladas, e a previsao da safra
2012/2013 apresenta um aumento de 23,4% na producao com 81.940,6 milhdes de toneladas
produzidas (CONAB, 2013).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2013), a industria
nacional produz, por ano, cerca de 5,8 milhoes de toneladas de 6leo comestivel e 23,56 milhoes
de toneladas de farelo proteico. A soja é componente essencial na fabricacao de ragoes
animais e possui também importancia crescente na alimentagcao humana. O consumo interno
esta estimado em 42,40 milhdes de toneladas em 2013 e espera-se ainda que o Brasil exporte
aproximadamente 36,78 milhoes de toneladas (CONAB, 2013).

Diante deste cenario € de extrema importancia a utilizacao de um padrao que atue no controle
da qualidade dos produtos, inibindo fraudes e possibilitando a concorréncia leal entre
produtores. No Brasil a classificacao da soja é regulamentada pela Instrucao Normativa N°

11, de 15 de maio de 2007 e Instrucao Normativa N° 37 de 27 de julho de 2007, do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2007a; 2007b), permitindo identificar

entre os fornecedores de matéria prima aqueles que atendem as exigéncias do mercado. Isso
garante que o produto adquirido seja realmente o ofertado e possibilita o reconhecimento do
produto de melhor qualidade. Estas normativas determinam os defeitos, regras e limites de
enguadramento da soja que sera comercializada. Dentre os principais defeitos, pode-se citar:

Graos ardidos: graos ou pedacos de graos que se apresentam visivelmente fermentados em sua
totalidade e com coloracao marrom escura acentuada, afetando o cotilédone;

Graos mofados: graos ou pedacgos de graos que se apresentam com fungos (mofo ou bolor)
visiveis a olho nu;

Graos fermentados: graos ou pedacos de graos que, em razao do processo de fermentacao,
tenham sofrido alteracao visivel na cor do cotilédone que nao aquela definida para os ardidos;

Graos danificados: graos ou pedacos de graos que se apresentam com manchas na polpa
alterados e deformados, perfurados ou atacados por doengas ou insetos, em qualquer de suas
fases evolutivas;
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Graos imaturos: graos de formato oblongo, que se apresentam intensamente verdes, por
nao terem atingido seu desenvolvimento fisiologico completo e que podem se apresentar
enrugados;

Graos chochos: graos com formato irregular que se apresentam enrugados, atrofiados e
desprovidos de massa interna.

Os graos podem também ser classificados como esverdeados: graos ou pedagos de graos
com desenvolvimento fisiologico completo que apresentam coloragao totalmente esverdeada
no cotilédone. Os avariados compreendem a soma dos ardidos, mofados, fermentados,
danificados por insetos, imaturos, chochos, germinados e queimados (BRASIL, 2007a).

Um dos principais causadores de avarias na soja sao os percevejos fitdofagos, que por se
alimentarem diretamente das vagens, atingem os graos, afetando seriamente sua qualidade
fisioldgica e sanitaria. Este problema vem se tornando mais sério a cada safra com elevadas
populacoes, falta de monitoramento adequado, aplicacao indiscriminada de produtos que
levam ao desenvolvimento de resisténcia de populagdes entre outros (CORREA-FERREIRA, B. S.;
KRZYZANOWSKI, F. C.; MINAMI, C. A., 2009).

O objetivo deste trabalho foi determinar a evolucao dos defeitos da soja comercial durante 360
dias de armazenamento, em funcao da infestacao de percevejos na lavoura.

Materiais e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Pds-colheita do Nucleo Tecnoldgico de Sementes e
Graos “Dr. Nilton Pereira da Costa” da Embrapa Soja em Londrina, PR. As amostras de soja
usadas para determinar os defeitos foram provenientes de lavouras de soja submetidas a
diferentes manejos para o controle de percevejos durante o ciclo da cultura. Estes foram; MIP-
Soja Londrina-area de Londrina, PR onde foram aplicados os conceitos do manejo integrado de
pragas da soja; Produtor Londrina-area de soja em Londrina, PR, onde foi aplicado o manejo
do produtor; Testemunha Sem Controle-area onde nao foram controlados os percevejos na
soja; Testemunha Com Controle-area onde foi controlado intensivamente os percevejos com
aplicacoes preventivas de inseticidas; Produtor Campo Mourao- area de soja em campo
Mourao, PR, onde foi aplicado o manejo do produtor; Produtor Rio Verde- area de soja em rio
Verde, GO, onde foi aplicado o manejo do produtor.

Em cada um destes locais foram colhidas cinco amostras (repeticoes) de 6,0 kg cada,
acondicionadas em sacos de algodao e armazenadas em sala com temperatura e umidade
relativa do ar de 25 + 1°C e 60 + 5%, respectivamente, durante 360 dias.

As avaliacoes dos defeitos dos graos de soja foram realizadas no inicio e a cada 180 dias,

de acordo com a metodologia estabelecida no Regulamento Técnico da Soja da Instrucao
Normativa N° 11, de 15 de maio de 2007 e Instrugcao Normativa N° 37 de 27 de julho de 2007, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2007a; 2007b), onde determina os
defeitos e regras de enquadramento da soja para comercializacao.

Os resultados de graos fermentados, graos danificados por percevejos e total de avariados,
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de significancia F (p< 0,05). As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para todas as analises estatisticas,
foi utilizado o software estatistico SASM - Agri (CANTERI et al., 2001), e também realizada a
representacao grafica dos resultados.



60 VIll Jornada Académica da Embrapa Soja

Resultados e Discussao

Considerando-se os trés principais defeitos apresentados nas analises das amostras de graos

de soja, fermentados, danificados por percevejos e avariados, € possivel verificar uma grande
influéncia do manejo de lavoura adotado na percentagem de defeitos dos graos, significativos
estatisticamente (Tabela 1, Figuras 1, 2 e 3).

Tabela 1. Percentagem de graos fermentados, danificados por percevejos e avariados, encontrados na classificacao
comercial de graos de soja, durante 360 dias de armazenamento, em funcao da infestacao de percevejos na lavoura
na safra 2011/2012. Embrapa Soja, 2013. Londrina, PR.

MIP-Soja Londrina 4,25 ¢ 462c 4,20 cd 7,20 b 517 b 540 b 11,45 ¢ 980c 9,65cd
Produtor Londrina 13,32b 11,96b 11,87 bc 8,11 ab 6,03ab 6,69ab 21,79b 18,18 bc 18,89 bc
Testemunha Sem Controle 24,74a 29,48a 35,40 a 9,70 ab 6,40 ab 564b 34,07a 3588a 41,26a
Testemunha Com controle 1,88 ¢ 1,78 ¢ 1,60d 2,57 ¢ 1,41 ¢c 1,41 ¢ 4,45 d 3,19d 3,00d
Produtor Campo Mourao 311¢c 264c 3,75cd 10,48 ab 8,86 a 9,36 a 13,68c 11,60c 13,12¢c
Produtor Rio Verde 13,73b 15, 73b 20,17 b 11,28a 8,50ab 7,94ab 2533b 24,42b 28,37 ab
C.V. (%) 10,00 16,65 21,89 9,67 11,83 8,74 8,58 14,34 16,02

Para analise estatistica os dados foram transformados em raiz quadrada de x+1. Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem estatistica-
mente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Para os defeitos de graos fermentados verificou-se que a testemunha com controle de
percevejos teve a menor percentagem de graos fermentados diferindo significativamente
das amostras da testemunha sem controle ao longo dos 360 dias de armazenamento da soja
(Tabela 1 e Figura 1). A soja do MIP-Soja Londrina foram sempre superiores ao Produtor Rio
Verde e Produtor Londrina, exceto aos 360 dias para o Produtor Londrina, porém semelhante
estatisticamente ao Produtor Campo Mourao, durante todo o periodo de armazenamento.

Na percentagem de graos danificados por percevejos o menor indice de defeitos foi na
Testemunha com controle que diferiu significativamente daTestemunha sem controle. O MIP-
Soja Londrina apresentou percentagem semelhante ao Produtor Londrina, Testemunha sem
controle, e ao Produtor Rio Verde aos 180 e 360 dias de armazenamento. Ja o Produtor de
Campo Mourao foi semelhante ao Produtor Rio Verde, Produtor Londrina e Testemunha sem
controle a um e 180 dias de armazenamento dos graos (Tabela 1 e figura 2).

Para o total de graos avariados, a menor percentagem foi encontrada naTestemunha com
controle de percevejos, que foi superior aos demais, exceto ao MIP-Soja Londrina a 360 dias de
armazenamento. Por sua vez o MIP-Soja Londrina foi semelhante ao Produtor Campo Mourao, e
ao Produtor Londrina, exceto a um dia de armazenamento, porém com menor percentagem de
avariados em relacao aTestemunha sem controle e do Produtor Rio Verde (Tabela 1 e Figura 3).

Verificou-se que apenas as amostras da Testemunha com controle se mantiveram com a
percentagem do total de avariados abaixo do limite maximo permitido pelo Regulamento
Técnico da Soja (Brasil, 2007a), que é de 8% (Figura 3), sendo todas as demais passiveis
de desconto da percentagem de defeitos e padronizagcao do produto para permitir a
comercializagao.
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Figura 3. Percentagem de graos avariados encontrados na classificacdo comercial de graos de soja, durante 360 dias de

armazenamento, em funcao da infestagao de percevejos na lavoura na safra 2011/2012. Embrapa Soja, 2013. Londrina, PR
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Consideracoes

O trabalho demonstrou que existe uma influéncia do dano do percevejo da soja ocorrido na
lavoura, com o padrao comercial do grao durante um periodo de armazenamento. Os defeitos
no grao determinados pelo padrao comercial da soja sao maiores a medida que a infestagao de
percevejos na lavoura é maior ou onde o manejo integrado de percevejos é deficiente. Por sua
vez o trabalho demonstrou que o manejo integrado de percevejos na lavoura de soja € a melhor
indicacao para se obter a resposta mais adequada em relacao ao custo em funcao do beneficio.
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Introducao

A matéria orgéanica do solo exerce papel de grande importancia, tanto do ponto de vista quimico,
guanto fisico ou bioldgico. A sua origem, a composicao quimica, as alteracoes, e suas funcoes,
vém sendo alvo de diversos estudos, devido ao conhecimento de seus teores ser fundamental
em diferentes areas da Ciéncia do Solo (SOARES et al., 2009), além da grande importancia no
fornecimento de nutrientes as plantas, retencao de agua, de cations e outros fatores.

A determinacéao do teor de matéria orgénica do solo baseia-se na oxidacao a CO, por ions
dicromato em meio fortemente acido. No método originalmente proposto por Walkley e Black
(1934), a determinacao da quantidade de ions Cr(lll) reduzidos é feita pela titulacao dos ions
dicromato em excesso, com ions Fe®*. Alternativamente, pode-se determinar indiretamente a
quantidade de ions Cr(lll) por colorimetria, medindo a intensidade da cor produzida por esses
ions em solucao. Trata-se, portanto, de uma modificacao do método de Walkley e Black.

O método colorimétrico, amplamente adotado pelos laboratérios de analise de solo no Brasil,
requer a montagem de uma curva padrao de calibracao. Essa curva é feita com uma série

de amostras de solo, sendo que o teor de matéria organica das amostras utilizadas para a
montagem da curva de calibracao é determinado por titulagcao (método padrao).

Tanto a titulagao quanto o método colorimétrico sao considerados caros e lentos. Embora

o colorimétrico ainda seja muito utilizado em rotina, por ser um método satisfatoriamente
preciso, existe a busca por um procedimento que nao gere residuos toxicos. Uma alternativa
em estudo é a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (Near Infra-red Spectroscopy -
NIRS). A metodologia NIRS é uma técnica moderna que permite a determinacao de diversos
parametros fisicos e quimicos em diversas matrizes, inclusive solo, a partir de sua reflectancia
em faixas do espectro com determinados comprimentos de onda (NIRS: 800 - 2500 nm). Esta
nova geracao de equipamento NIRS, além de realizar analise nao destrutiva nas amostras,
também nao necessita de gases, reagentes e outros insumos fundamentais para a operacao
dos equipamentos tradicionais (MINASNY et al., 2008). Embora a aplicacao desta técnica

para estudos de solo esteja em pleno crescimento, existem alguns aspectos metodologicos
ainda nao analisados de maneira conclusiva. Um desses aspectos reside na etapa de pré-
processamento de dados, tais como o uso de derivadas e a correcao de dispersao, visando
aperfeicoar caracteristicas espectrais. Na predicao do conteudo de carbono do solo pelo NIRS,
muitos autores utilizaram a primeira derivada do espectro (MORON; COZZOLINO, 2004),
enquanto outros preferiram a segunda derivada (FYSTRO, 2002). O uso de derivada € uma
correcao matematica para melhorar o tratamento de dados.
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de uso do NIRS para determinacao
da matéria organica em amostras de solo, em substituicao ao método colorimeétrico.

Material e Métodos

Para a comparagcao dos métodos, foram utilizadas 273 amostras de solo coletadas no municipio
de Londrina, PR, que foram moidas até a granulometria inferior a da peneira de 40 mesh

(0,420 mm). Para determinacgao colorimétrica do carbono orgéanico do solo, foi utilizado
cachimbo de 1,0 cm? e erlenmeyer de 125 mL. Os reagentes utilizados para oxidacao da matéria
orgéanica foram compostos pelo dicromato de sodio 0,0167 mol L' (Na,Cr,0,) e acido sulfurico
concentrado (H,SO,). Para determinacao analitica, foi utilizado o Espectrofotémetro de Absorcao
Molecular Lambda 25 (Perkin EImer).

Neste procedimento, cachimbou-se 1 cm? de solo de cada amostra e uma prova em branco
completa sem solo. Foi adicionado 10 mL da solucéo de dicromato de sodio (Na,Cr,0.) e 10
mL de acido sulfurico concentrado. Apos 2 horas, foi adicionado 50 mL de agua sobre cada
amostra. Deixou-se descansar por uma noite. No dia seguinte, retirou-se uma aliquota de

10 mL e realizou-se a leitura no espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 650 nm. A
determinacao da curva-padrao de calibracao foi feita por meio da titulacao de 29 amostras
de solo, que apresentavam ampla faixa de concentragao, bem como a determinacgao dos
respectivos valores em absorvancia (pelo método colorimétrico). Ajustou-se, entao, o modelo
de regressao linear relacionando a absorvancia (y) em resposta ao teor de Carbono Organico
(CO), em g dm= (x).

A analise por espectroscopia no infravermelho préoximo (NIRS) foi realizada no Laboratério de
Analises Fisico-Quimicas e Cromatograficas da Embrapa Soja. Foi medida a reflectancia entre
10000 e 4000 cm™, com resolucao de 16 cm, utilizando um Espectrometro FT-NIR Antaris Il
(Thermo Scientific). Cada espectro, formado a partir da média de 32 leituras ou scans, foi
registrado como absorbancia (logaritmo do inverso da reflectancia), para cada comprimento de
onda. Apos a obtencao dos espectros crus, realizou-se uma Analise de Componentes Principais
(PCA), uma Analise de Regressao de Quadrados Minimos Parciais (PLS), com o auxilio do
programa computacional Unscrambler X.

Foram aplicados trés pré-tratamentos diferentes aos dados espectrais para melhorar o
agrupamento das amostras: o SNV (Desvio normal padrao), aplicado para diminuir as variagoes
de intensidade de absorcao e melhorar as caracteristicas espectrais; o uso da primeira derivada
de Savitzky-Golay aos dados espectrais, recomendada para diminuir a variacao da linha de base
e melhorar as caracteristicas espectrais (REEVES et al., 2002); e a MSC (corregao multipla de
espalhamento), utilizada para remover a influéncia de efeitos fisicos nos espectros, tais como o
tamanho de particula, a rugosidade e opacidade (SOUZA; POPPI, 2012). Foi aplicado também o
teste da incerteza, para verificar quais comprimentos de onda influenciam mais o modelo.

Para identificacao de outliers espectrais, foi feita a PCA em todos os espectros crus, permitindo
detectar alguns pontos discrepantes que foram eliminados para melhor ajuste do modelo. Ja
no processo de calibracao e validacao das amostras, realizou-se a PLS, para correlacionar os
comprimentos de ondas obtidos com os valores de referéncia do carbono. Do conjunto total
de amostras, foram utilizadas 218 para a calibracao e validagao cruzada, e 55 para validagao
externa. No total foram retirados 15 outliers das amostras de calibracao, ficando 203 no
conjunto de calibracao.
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Analise estatistica

O teste estatistico utilizado para comparacgao dos teores de CO foi proposto por Leite e
Oliveira (2002). Este procedimento é empregado para comparar duas varidveis dependentes
quantitativas, combinando trés testes: i) o teste F(H ) para verificar simultaneamente se os
estimadores do modelo de regresséao linear b e b, sédo iguais a 0 e 1, respectivamente; ii) o
teste t para o erro medio (t_ .. ), que avalia se existe algum viés (bias) entre as variaveis e
estéa relacionado a acuracia e/ou precisao do método proposto em relacao ao método padrao
e; iii) analise do coeficiente de correlagao linear (r,, ) em comparagao ao erro médio [(r ) >[1-
erro médio| ]. Com base nessas estatisticas, € proposta uma regra de decisao para o teste de
hipdtese de identidade entre dois grupos de dados quantitativos. Os métodos sao considerados
idénticos quando os resultados para os trés testes forem:

a) F(Ho)=ns; t =ns; [(r

erro médio

) >|1-erro médio| = Sim
yly]

b) F(Ho) =*; t =ns; [(r

erro médio

) > |1-erro médio| = Sim
yiy)

Resultados e Discussao

Apos a leitura no NIR, observou-se os espectros crus das 273 amostras, ou seja, sem tratamento
matematico (Figura 1).
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Figura 1. Espectros sem tratamento matematico. Eixo y: valores de absorbancia; Eixo x: comprimento de onda.

A utilizacao do SNV foi descartada, pois nao obteve correlacao entre o valor de referéncia e o valor
predito. Ja a utilizacao do MSC obteve correlacao muito baixa. O tratamento que obteve melhor
resultado foi a aplicacao da primeira derivada de Savitzky-Golay, como mostra a Figura 2.

Na Figura 2C é possivel verificar que a aplicacao da primeira derivada apresentou bom
resultado. Observa-se que com o fator 1, 45% dos resultados sao resolvidos e, até o fator

2, o valor aumentou para 65%. ldealmente, deve-se resolver o maior niUmero de amostras

ja no primeiro fator. Aléem disso, também verificou-se que a grande maioria das amostras
apresentaram teor de CO entre 10 e 20 g/dm?3, como pode ser observado no histograma da
Figura 3. E necessario, portanto, alimentar e aprimorar o modelo com amostras que possuam
teor de CO menores que 10 e maiores que 20 g/dm?.
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Figura 2. Tratamentos estatisticos aplicados aos espectros. A) Agrupamento das amostras em funcao dos espectros; B) interferéncia
dos espectros na regressao de coeficientes; C) variacao das amostras para cada fator aplicado; D) correlagao entre o valor de
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Figura 3. Histograma: concentragdo de carbono (eixo x) e frequéncia das amostras (eixo y).

Os dados determinados com a espectroscopia NIR foram comparados com os valores obtidos
pelo método colorimétrico (Figura 4). Observa-se, portanto, que existe identidade entre os
métodos pelo teste de Leite & Oliveira (2002) o que inicialmente é muito animador tendo em
vista o volume de reagentes utilizados com o método de Walkley e Black.

25
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Figura 4. Comparacgéo dos teores de CO determinados por meio dos métodos colorimétrico (eixo x) e NIR (eixo y).
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Conclusao

Para o conjunto de amostras avaliadas, ha identidade entre o método colorimétrico e o método
NIR. Porém, é necessario aumentar o nimero de amostras, principalmente nas faixas de
concentracdes extremas, para melhor validacao e, consequentemente, maior seguranca quanto
a substituicao do método colorimétrico.

Entretanto, muito embora sejam necessarios estudos complementares para refinar a técnica
do NIR, o fato de haver identidade ja na primeira tentativa de comparacao das técnicas é
um excelente indicativo de que o NIR sera uma opcao barata e ambientalmente correta para
determinacao do carbono organico em amostras de solo.
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Introducao

A cultura da soja apresenta destaque no cenario agricola nacional onde esta sendo cultivada em
uma area de 27,7 milhoes de hectares e é responsavel por mais de 81,94 milhoes de toneladas
de graos, o que equivale a aproximadamente 37% do volume total de graos produzidos no
Brasil. O grao € componente essencial na fabricacao de ragdes animais, com uso na alimentacao
humana, e encontra-se em continua expansao, pois tanto o mercado doméstico quanto o
internacional é francamente comprador. Em funcao da extensa area cultivada, a cultura esta
sujeita a infestacao de varios insetos-pragas, sendo um dos principais o percevejo Piezodorus
guildinii (HOFFMANN-CAMPO et al, 2000). A pesquisa deve vir sempre a frente para a solucao
dos problemas e, por sua vez, deve ser realizada de forma a gerar conclusoes confiaveis.

Neste sentido € fundamental a obtengao de amostras que representem com confiabilidade o
fendmeno estudado, sendo esta, muitas vezes, uma das etapas mais trabalhosas do estudo.

Os métodos estatisticos sao também fundamentais e auxiliam na tomada de decisdes sobre

as respostas de pesquisas (BANZATO & KRONKA, 1995). Esses métodos também podem
melhorar o processo da amostragem, como os métodos geoestatisticos, os quais permitem
simular amostras nao realizadas pelo método da krigagem indicatriz. A krigagem € um dos
melhores métodos de interpolacao de dados em que os valores intermediarios dos dados

sao preservados, obtendo-se como resultado final uma superficie continua de dados mais
suavizados.

Nesse estudo foi estimado a flutuacao populacional de Piezodorus guildinii na cultura da soja
utilizando o método da krigagem indicatriz.

Materiais e Métodos

1-Local experimental e mapa de amostragem

Nesse estudo foram utilizados os dados obtidos no campo experimental da Embrapa Soja no
Distrito de Maravilha (Londrina-PR), segundo as coordenadas” 23° 28" 44" S; 50° 59" 03" O, e
altitude média de 465 m, com area de aproximadamente 3,38 ha. Em cada ponto amostral foram
realizadas quatro amostragens com pano de batida para a coleta de percevejos da espécie
Piezodorus guildinii e nessa amostragem foram consideradas somente as ninfas grandes. Na
area experimental foram amostrados e georreferenciados 338 pontos numa grade de 10 X

10m, utilizando o aparelho GPS de navegacao marca Garmin, modelo MAP 62. Abaixo o mapa
amostral da area pesquisada na presenca de outliers. (Figura 1).
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Figura 1. Mapa da area experimental em que foi realizada a coleta de dados na presenca de outliers em funcao dos pontos cardeais
Norte e Oeste.

2- Métodos Exploratdrios

As estatisticas deste diagndstico foram realizadas pelo programa SAS - Statistical Analysis
System (SAS Institute, 2001) tais como: a média, a mediana, os coeficientes de assimetria,

de curtose, de variacao e o teste de normalidade de Shapiro-Wilk (1965). Os graficos como:

o boxplot, o scatterplot e a carta de controle pelo software Statistica versao 7.1 (2001) para
detectar dados discrepantes (outliers) que podem invalidar as respostas da pesquisa. No
boxplot sao apresentadas as estatisticas como: a mediana (g2), os quartis inferior e superior
(g1, g3) e a diferenca entre estes quartis (intervalo interquartil). O ponto central do boxplot é
a mediana do conjunto de dados. Valores que estao acima e abaixo das linhas do boxplot sao
determinados como outliers.

3- Métodos Geoestatisticos

Para a aplicacao dos métodos geoestatisticos foi utilizado o Geoest (VIEIRA, S.R., 2002) e

o Surfer v.9 para gerar as superficies obtidas pelo método de krigagem indicatriz. Apds o
diagnostico exploratério e a retirada dos pontos discrepantes (outliers) foi aplicado a krigagem
indicatriz, calculado os semivariogramas ajustados pelos modelos esférico, exponencial e
gaussiano e mapa da krigagem da area amostrada. O semivariograma é usado para modelar
dois valores correlacionados no espago ou no tempo e é pré-requisito para a krigagem. Essa
ferramenta mede a variacao ou discrepancia entre pares de valores separados por uma
distancia determinada h, sendo possivel observar que essa dependéncia sera tanto maior
guanto menor for a distancia entre os pontos, e ainda, resume as nuvens de pontos (z(x),
z(x+h)) pela média do quadrado das diferencas entre z(x) e z(x+h), para varios valores de h. O
semivariograma, pode ser definido matematicamente como:

)= 2l ) 205,

2

em que:
Z(xi) . 2 ,
¢ o valor observado da variavel x no ponto i;
Z(x . .
( ’*”) é o valor observado da variavel x no ponto i+h;

n(h , . . oA
( )é o numero de pares distanciados a uma distancia h.
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No estudo geoestatistico o numero de percevejos da espécie Piezodorus guildinii foram
avaliados pelos semivariogramas com as estruturas de covariancia exponencial (1), esférico (2)
e gaussiano (3) e podem ser apresentados abaixo:

Jewrcle—s@rln=a . Joorch-etln=a

n) —
7D lc + .h>a CO) + C .h>a

C0) + CI:I e @ ] .h=a
() = (&)}
(0 + C .h > a

A krigagem indicatriz, técnica de inferéncia estatistica nao linear baseia-se na premissa de que a
propriedade em estudo é considerada uma variavel aleatéria em cada posicao nao amostrada.
O método é baseado em uma transformacao binaria dos dados, sendo cada dado transformado
em um indicador antes de ser submetido as analises geoestatisticas e a krigagem. Por
convencao, os dados sao codificados em 0 ou 1, se estiverem acima ou abaixo de determinado
valor de corte, respectivamente, e segundo Cressie (1993) segue a funcao :

0 se Y, Z(Xi)}

k i

Em que:Y, sao valores do conjunto de dados e X ¢ o valor de corte, em que é o valor do numero de
percevejo.

O valor de corte é arbitrario e depende do objetivo do estudo. O resultado da transformacao é um novo
conjunto de dados, composto de 0 e 1, o qual é entao submetido as analises geoestatisticas, obtendo-se,
assim, o semivariograma indicador, que reflete o modelo de continuidade espacial para o valor de corte
preestabelecido. Nesse trabalho o ponto de corte serad considerado o nivel de dano da praga da soja que
é igual a dois. Valores iguais ou superiores a dois sado codificados com o valor um (1) e abaixo de dois o
valor zero (0). Os estimadores geoestatisticos da autocorrelagado espacial sdo usados como ferramentas
de continuidade espacial, como o semivariograma. Essa ferramenta é usada para investigar a magnitude
da correlacao entre as amostras e sua similaridade ou nao, com a distancia.
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Figura 2. Esquema representando a estrutura de um semivariograma teorico, adaptado de Rosa Neto (2009).
Resultados e Discussao
Na Figura 3 observam-se os locais onde foram retirados os outliers (Figura 3).
PelaTabela 1 pode-se verificar que inicialmente com 338 observacoes foram detectados varios
valores discrepantes e os resultados para a curtose e assimetria foram (18,07 e 3,65), coeficiente

de variacao igual a 189,30, antes da transformacao dos dados para uma variavel categoérica.
Esses resultados apresentam outliers e pode ser verificado pelas Figuras 4 e Figura 5 A,B.
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Figura 3. Mapa da area experimental em que foi realizada a coleta de dados na auséncia de outliers em fungdo dos
pontos cardeais Norte e Oeste.

Tabela 1. Estatisticas descritivas para contagem de insetos ( Piezodorus guildinii) em campos de soja. Safra 2011/2012.

Tamanho da Amostra 338 319
g1 - Coeficiente de Assimetria 3,657 1,686
g, - Coeficiente de Curtose 18,07 1,748
Média 1,289 0,836
Mediana 0 0
Moda 0 0
Maximo 20 5
Variancia 5,963 1,658
CV= Coeficiente Variacao (%) 189,30% 153,88%
Shapiro-Wilk W =0,5740 W=0,694
Pr<W =0,00 Pr<W =0,00

1 As estatisticas W devem ser néo significativas para obtencao da distribuigdo normal.

O Boxplot identificou a presenca de outliers (Figura 3), cujos valores variaram de seis a vinte
percevejos. ApOs a retirada dos outliers foram detectados pelos graficos do boxplot e carta de
controle, que os valores dos coeficientes de assimetria e curtose reduziram para 1,586 e 1,748,
respectivamente e coeficiente de variacao para 153,88 (Tabela 1). Pode-se verificar que mesmo
apos a retirada de dados discrepantes o conjunto de dados ainda apresenta variabilidade,
bastante comum em estudos com populacao de insetos.

Com a Figura 5A foram detectados os mesmos pontos discrepantes ja indicados na Figura 4.
Esse grafico em geral € mais rigoroso que os demais graficos que detectam outliers. Na retirada
dos pontos discrepantes foi observado que na carta de controle (Figura 5B), embora ainda
apresentem alguns valores distantes da massa de dados, houve maior uniformidade para os
demais dados entre os limites superiores e inferiores. Os métodos exploratérios numéricos

e graficos sao essenciais antes de qualquer analise conclusiva. Por esse processo que
avaliamos se existem valores discrepantes no conjunto de dados, e sua retirada contribui para
aumentar a eficacia da analise estatistica (Hoaglin et al,1992). Salienta-se que tanto para dados
sistematizados (georreferenciados) quanto aos dados casualizados a analise exploratoria é uma
ferramenta importante na analise de dados.
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Figura. 4. Boxplot antes (338 observagoes) e apds a retirada dos outliers (319 observagoes) da varidvel ninfa grande de Piezodorus
guildinii.
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Figura 5. Cartas de Controle para as mesmas situacoes dos boxplot, com 338 observagoes (A) e 319 observagoes (B) apos a retirada
dos outliers.

Inicialmente, para o estudo geoestatistico é necessario avaliar se os dados apresentam
tendéncia, ou seja, se nao indicam patamar bem definido. Em caso afirmativo, apos a
determinacao da semivariancia experimental em conjunto com a definicao do tamanho do
passo a ser dado, os dados foram ajustados por meio da analise de regressao cubica. Nesse
meétodo houve a retirada da tendéncia tornando-se o modelo mais adequado a esses dados
com o passo de 156 metros (Tabela 2). No estudo da dependéncia espacial pelos modelos
exponencial, gaussiano e esférico, foram obtidas as estimativas dos parametros e indicado
como melhor modelo o gaussiano que se ajustou ao padrao espacial da distribuicao de
Piezodorus guildinii. Com esse modelo foi obtido o menor valor do quadrado médio do erro,
maior valor de R2 e com esse ajuste os primeiros valores foram contemplados pelo modelo
gaussiano, pré-requisito ideal para avaliacao da dependéncia espacial (Tabela 3 e Figura 5 B).

Tabela 2. Estimativas dos parametros geoestatisticos, coeficiente de determinacgao e quadrado médio para a variavel
numero de insetos retirando tendéncia cubica.

Regressao 9 29,81 3,062 34,33
Desvio 309 27,55 0,0891
Total 318 57,37
Coeficiente de Determinacéo do Ajuste (R%)= 0,5197 Coeficiente de Correlacao (R) = 0,7209

Observou-se nesta tabela que a dependéncia espacial no modelo gaussiano ocorreu até
125,8049 metros. O modelo Gaussiano apresenta também uma das exigéncias para que seja
considerado como melhor modelo que representa dependéncia espacial, que o ajuste passe
pelos primeiros pontos do semivariograma (Figura 6).
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Tabela 3. Estimativas dos Parametros geoestatisticos, coeficiente de determinacao e quadrado médio para a variavel
numero de insetos da espécie Piezodorus guildinii.

Exponencial 0,12799 0,20934 193,1995 0,8857 0,001191
Gaussiano 0,16730 0,15769 125,8049 0,9548 0,000667
Esférico 0,11960 0,19122 100,3705 0,8393 0,001556
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Figura 6. Semivariogramas ajustados aos modelos: Exponencial (A); Gaussiano (B); Esférico (C) utilizando os dados de contagem de
Piezodorus guildinii.

Com a obtencao do mapa pela krigagem indicatriz foram observados que o maior numero

de percevejos ajustados pelo modelo gaussiano entraram na area experimental pelo lado
superior leste. Essas informacoes sao importantes para que o pesquisador escolha estratégias

no controle do dano dos percevejos monitorando a entrada dos mesmos na area experimental
(Figura 7).
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Figura 7. Mapa realizado com a krigagem indicatriz ajustado pelo modelo gaussiano aos dados de contagem de Piezodorus guildinii.

Conclusoes
- 0 método exploratorio é eficiente para detectar valores discrepantes;

- os dados de contagem de percevejos da espécie Piezodorus guildinii apresentam dependéncia
espacial;

- por meio de mapa obtido pela krigagem indicatriz € possivel detectar a entrada de percevejos
na area experimental e,

- com a aplicacao dos métodos geoestatisticos € possivel reduzir o nimero de amostras em
areas georreferenciadas na pesquisa com insetos-pragas.
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Introducao

A grande demanda por alimentos para a populagcao mundial estimulam a realizacao de estudos
gue intensificam ocontrole das pragas para aumento da produtividade sem aumentar a area
plantada, como o caso da soja..As diferentes espécies de percevejos sao pragas que vém
sendo estudadas e varias sao as técnicas agrondmicas e estatisticas para melhor avaliar e
interpretar estas pesquisas de controle com acuriacia. A eficiéncia destas pesquisas também esta
diretamente relacionada com os procedimentos anteriores a instalacao do experimento como
o uso do planejamento experimental adequado. O planejamento do experimento é de extrema
importancia para se obter conclusoes de forma adequada evitando erros que podem ocorrer na
obtencao dos dados, na digitagao dos mesmos, obtencao de dados na leitura de equipamentos,
entre outras situacoes. Muitos problemas sao amenizados se esta pratica for assessorada por
profissionais da area de estatistica, pois a falha na selecao de variaveis, na determinacao do
numero de repeticoes e ou delineamento podem comprometer a verificacao das hipoteses
formuladas, para a obtengao das respostas aos questionamentos elaborados (BANZATTO &
KRONKA, 1989). Além destes erros sistematicos, os experimentos estao sempre sujeitos a

erros ou variagoes, que sao devidos a fatores nao controlados como, pequenas variagoes no
ambiente ou no material (ZIMMERMAN, 2004). A analise exploratéria de dados nos fornece

um extenso repertério de métodos para um estudo detalhado dos dados. Nessa abordagem, a
finalidade é obter dos dados a maior quantidade possivel de informacao, que indique modelos
plausiveis de serem utilizados numa fase posterior a anélise conclusiva dos dados da pesquisa.
O objetivo desse trabalho é informar a importancia da analise exploratéria na pesquisa agricola
e quais métodos selecionar para melhor interpretacao dos dados.

Materiais e Métodos

Os dados utilizados nesse estudo foram conduzidos no campo experimental da Embrapa Soja
no Distrito de Maravilha (Londrina-PR). Localizam-se segundo as coordenadas 23° 28’ 44" S; 50°
59’ 03" O, e altitude média de 465 m, uma area de aproximadamente 3,38 ha para contagem de
insetos da espécie Piezodorus guldinii (Figura 1).

Foram utilizadas as estatisticas como a média, a moda, a mediana, os coeficientes de assimetria
e curtose, os graficos como o boxplot, os histogramas de frequéncia, a superficie de resposta,
a carta de controle e os testes de normalidade..Foi utilizado o boxplot e a carta de controle para
detectar pontos discrepantes. Esses pontos foram encontrados considerando a mediana (g2),
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o quartil inferior (q1), o quartil superior (g3) e o intervalo interquartil (IQR = g3 - q1). A linha
central da caixa marca a mediana do conjunto de dados. A parte inferior da caixa é delimitada
pelo quartil inferior (q1) e a parte superior pelo quartil superior (g3). As hastes inferiores e
superiores se estendem, respectivamente, do quartil inferior até o menor valor nao inferior

a g1-1,5lQR e do quartil superior até o maior valor nao superior a g3 + 1,561QR. Os valores
inferiores a g1 — 1,6I1QR e superiores a g3 + 1,5l1QR sao representados individualmente no
grafico sendo estes valores caracterizados como outliers. As quantidades g1 - 1,5IQR e g3 +
1,6IQR delimitam, respectivamente, os limites inferior e superior e se ocorrem além destes, sao
outliers. A carta de controle é uma ferramenta usada na industria para avaliar se existem pecas
que estao fora do padrao recomendado e é possivel detectar se existem pontos amostrais além
das linhas inferior e superior aos trés desvios padroes considerados neste trabalho. Esse critério
¢ eficiente para o estudo da estabilidade estatistica de um processo, a partir da observacao

de sequéncias aleatérias de amostras, coletadas a intervalos regulares (RAMOS, 1995). Foram
utilizados trés testes de normalidade para avaliar a distribuicao da populagao de percevejos da
espécie Piezodorus guildinii: o teste de Shapiro & Wilk (1965) deve ser aplicado para tamanho
de amostras menor ou igual a 2000. Sua estatistica W esta no intervalo 0<W < 1, no caso em
que W ¢ igual a 1, afirma-se que os dados provém de uma distribuicao normal e, para pequenos
valores de W indicam auséncia de normalidade. O teste de Kolmogorov-Smirnov baseia-se

na maxima diferenca entre a distribuicao acumulada da amostra e distribuicao acumulada
esperada. Se o valor calculado de D é estatisticamente significativo para (p<0,6 ) rejeita-se a
hipodtese que a distribuicao estudada é normal. Nao existe restricao para pequenas amostras e €
mais rigoroso que o teste de x*. E um teste que pode ser aplicado aos dados individualmente ou
quando as observagoes estao estruturadas numa distribuicao de frequéncia. O teste de Cramer-
von Mises é uma alternativa do teste de Kolmogorov-Smirnov (Campos, 1979). Foi também
avaliada a distribuicao espacial dos insetos nas diferentes direcoes, pelo grafico de superficie, a
distribuicao espacial dos percevejos.
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Figura 1. Mapa de amostragem em grid regular para avaliacao da distribui¢cao espacial de percevejos na lavoura de soja, na Fazenda
Maravilha, Embrapa Soja, safra 2011/2012.

Resultados e Discussao

Pode-se verificar que inicialmente com 338 observacoes, na presenca de varios valores
discrepantes, os resultados para os coeficientes de assimetria, de curtose e de variagao
foram 3,65; 18,07 e 189,30 respectivamente, indicando auséncia de normalidade, devido aos
dois primeiros coeficientes afastar-se de zero. As medidas de assimetria permitem analisar
uma distribuicao conforme as relagoes entre suas medidas de moda, média e mediana,
quando observadas graficamente. Considera-se neste caso dos percevejos é uma distribuicao
assimétrica, pois os valores para a moda, a média e a mediana sao diferentes. Os teste de
Shapiro & Wilk (1965), Kolmogorov-Smirnov (Campos, 1979) e Cramer von Mises (Campos,
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1979) foram unanimes em rejeitar a hipdtese de normalidade dos dados (Tabela 1). Além das
estatisticas descritivas os métodos graficos também foram usados para apresentar as respostas
do levantamento populacional dos percevejos. O boxplot permitiu avaliar a simetria dos dados,
sua dispersao e a existéncia de outliers (dados discrepantes). Na retirada dos outliers conforme
indicado na metodologia houve uma expressiva redugao de todas as estatisticas.

Tabela 1. Resultados das estatisticas descritivas para o numero de ninfas grandes da espécie Piezodorus guildinii,
amostradas com georreferenciamento no campo experimental da Fazenda Maravilha, da Embrapa Soja.

N° Amostras 338 319

Média 1,28 0,83

Mediana 0 0

Moda 0 0

Minimo 0 0

Maximo 20 5

Variancia 5,96 1,65
Coeficiente de assimetria 3,65 1,58
Coeficiente de curtose 18,07 1,74
Coeficiente de variagao (%) 189,30 153,88

Desvio padrao 2,44 1,28

Shapiro & Wilk W= 0,574 Pr(W) =0,0001 W=0,694 Pr(W)=0,0001
Kolmogorov-Smirnov D=0,298 Pr>D <0,010 D=0,347 Pr>D <0,010
Cramer-von Mises W-Sq= 8,48 Pr>W-Sq < 0,005 W-Sq= 7,40 Pr>W-Sq < 0,005

Ainda nesta tabela, apos a retirada de varios outliers os coeficientes de assimetria e curtose
estao distantes de zero. Cabe aqui o bom senso do pesquisador da necessidade ou nao

da retirada de mais valores. Os trés testes aplicados para avaliar a distribuicao dos dados
rejeitaram a hipdtese de que a populacao de percevejos sao provenientes de distribuicao
normal e este fato interfere nas inferéncias obtidas para o modelo georreferenciado a ser
aplicado a posteriori (Tabela 1). O boxplot permitiu avaliar a simetria dos dados, sua dispersao
e a existéncia de outliers (dados discrepantes). Na retirada dos outliers conforme indicado na
metodologia houve uma expressiva reducao de todas as estatisticas calculadas. O boxplot
identificou a presenca de outliers, cujos valores variaram de seis a 20 percevejos. Pode-se
verificar que o conjunto de dados ainda apresenta variabilidade, bastante comum em estudos
com populacao de insetos (Figura2 A,B).
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Figura 2. Boxplot (A) indicando os dados discrepantes com 338 observacoes e com um ponto discrepante com 319 amostras (B).

Outra opcao de apresentar os dados é por meio dos graficos de superficie, da probabilidade
normal, do histograma de frequéncia, que indicaram a ocorréncia dos percevejos em trés
dimensodes com 338 pontos amostrais, o tipo da distribuicao que seguem os mesmos dados € a
dispersao de acordo com as coordenadas cardinais (Figs. 3A, 3B, 3C, 3D, 3E e 3F).
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Figura 3. Dispersao de insetos tridimensional com 338 pontos (A, C) e distribuicao de frequéncia dos percevejos (B), probabilidade
normal (D), dispersao dos percevejos no lado Norte (E) e dispersdo dos percevejos no lado Oeste da area experimental (F)

A carta de controle (Figura 4 A) detectou os mesmos pontos discrepantes ja indicados na Figura 2 A.

Esse grafico em geral é mais rigoroso que os demais graficos que detectam outliers. Na retirada dos
pontos discrepantes foi observado que na carta de controle (Figura 4B), embora ainda apresentem alguns
valores distantes da massa de dados, houve maior uniformidade para os demais dados entre os limites
superiores e inferiores. Os métodos exploratdrios numéricos e graficos sao essenciais antes de qualquer
analise conclusiva. E por meio deste processo que avaliamos se existem valores discrepantes no conjunto
de dados, e segundo Hoaglin et al (1922) contribui para aumentar a eficacia da analise estatistica.
Salienta-se que tanto para dados sistematizados (georreferenciados) quanto aos dados aleatorizados a
analise exploratdria é uma ferramenta importante na analise de dados.
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Figura 4. Cartas de Controle para as mesmas situacoes dos boxplot, com 338 observagdes (A) e 319 observacoes (B) apos a retiradas
dos outliers.
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Conclusao
Pode-se concluir que:

e com o diagnostico exploratério detectam-se pontos discrepantes nos dados com
dependéncia espacial;

e o0s métodos graficos sao importantes na avaliacao de resultados de pesquisas;
e acarta de controle de qualidade é mais rigorosa que o boxplot para detectar outliers;

e com a retirada dos valores discrepantes os resultados da analise estatistica tém
maior precisao e, a analise exploratoria permite obter respostas com confiabilidade e
eficacia.

e o diagnostico exploratorio € de grande importancia para detectar pontos discrepantes
que podem invalidar respostas de pesquisas.
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Introducao

A soja é fator fundamental da dinamica econémica brasileira, representando 45%, do total de
82,06 milhoes de toneladas de graos produzidos na safra 2012/2013 (CONAB, 2013). Devido a

sua importancia, justifica-se o uso de tecnologias que possibilitern um melhor gerenciamento
da lavoura da oleaginosa. Neste sentido, o sensoriamento remoto traz grandes contribuigoes.

O sensoriamento remoto baseia-se no principio de aquisicao de informacoes sobre um
determinado objeto sem a necessidade de contato direto com ele, interpretando-se, para tanto,
a interacao da radiacao eletromagnética com o objeto em questao. Assim, ha a otimizacao das
coletas de dados, uma vez que o tempo de levantamento de informacoes é reduzido, além do
fato de que os métodos de coleta nao necessitam de destruicado das amostras de plantas.

Uma das principais informacoes providas pelo sensoriamento remoto sao os indices de
vegetacao, sendo o Indice de Vegetacao por Diferengca Normalizada (NDVI), proposto por Rouse
et al. (1973) um dos mais utilizados.

A aquisicao de produtos do sensoriamento remoto ocorre em diferentes niveis: Orbital,
suborbital e terrestre. Em nivel orbital, por meio de satélites, as informacoes obtidas estao
sujeitas a grande interferéncia atmosférica e tém melhor utilidade para o monitoramento
de grandes areas. Contudo, o sensoriamento remoto em nivel terrestre permite reduzir as
interferéncias atmosféricas nos resultados, além de permitir estudos de objetos de menor
extensao territorial (Moraes, 2002).

Deste modo, sensores remotos portateis, passiveis de serem utilizados em laboratorio ou em
condicoes de campo, tém sido utilizados com maior frequéncia, sobretudo na pesquisa agricola.
Isso porque as areas de estudo sao, muitas vezes, de tamanho reduzido e ha necessidade de
grande tomada de informacoes ao longo do ciclo de desenvolvimento de uma cultura, podendo-
se obter informacgdes sem a dependéncia de um sensor orbital.

Em pesquisas com soja, uma dificuldade existente na coleta de dados estd no caminhamento
no interior das parcelas experimentais com as plantas em estadios fenoldgicos mais tardios.
Assim, em algumas coletas pode-se causar danos mecanicos as plantas, comprometendo e
mascarando os resultados da pesquisa, além de dificultar a operacao do sensor.

Embora exista ampla utilizagao de sensores remotos em nivel terrestre e das dificuldades
encontradas na coleta de dados, ha uma escassez de metodologias especificas quanto a
utilizacao de tais sensores em determinadas condi¢des, levando-se em conta a altura de
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posicionamento do sensor bem como a determinacao da dimensao da area amostral. Deste
modo, os dados obtidos estao sujeitos a uma interpretagao errbnea, comprometendo os
resultados finais.

O horario de mensuracao de NDVI interfere de forma decisiva nos resultados obtidos. Crusiol et
al. (2012) constataram que em um mesmo dia a variacao do referido indice pode chegar a 25%.
Trabalhando com feijao, Ferraz et al. (2007) mostraram que o angulo de visada do sensor em
relacao ao dossel, sobretudo nos estadios fenoldgicos iniciais da cultura, interfere nos valores
de NDVI obtidos.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia especifica quanto ao
posicionamento do sensor e a determinagao da dimensao da area amostral para obtencao de
leituras de NDVI.

Material e métodos

A coleta de dados foi realizada em dois diferentes experimentos da Embrapa Soja, no municipio
de Londrina - PR, na safra 2012/2013, cultivados com soja.

As leituras de NDVI foram realizadas com o equipamento GreenSeeker® 505 Handheld Sensor,
fabricado pela Ntech Industries, Inc, sensor ativo, que calcula o NDVI a partir da equacao NDVI=
(pivp—pV)/ (pivp+pv), onde pivp é a reflectancia no infravermelho préximo (0,725-1,1 um) e v é a
reflectancia no vermelho (0,58-0,68um).

Estabeleceu-se o horario de coleta as 09 horas, buscando-se eliminar a interferéncia das
variacoes diarias de NDVI (Crusiol et al., 2012).

As leituras de NDVI em diferentes alturas foram realizadas no experimento “A”, enquanto as
leituras relacionadas a dimensao da area de amostragem foram realizadas no experimento
“B". As condicoes de cultivo e manejo seguiram as recomendacodes técnicas da Embrapa Soja
(Embrapa, 2010).

Em relagao a dimensao da area de amostragem, realizou-se a coleta de dados variando o
comprimento da caminhada com o equipamento, isto &, a leitura foi realizada pelo equipamento
enquanto se caminhava entre as linhas das parcelas de soja. Assim, a variacao de area de
amostragem se deu com a variacao do comprimento da caminhada.

Em cada um dos experimentos realizaram-se leituras em sete parcelas aleatorias, evitando-se
comparagoes entre tratamentos e materiais, buscando-se evidenciar a interferéncia da altura do
sensor e do tamanho da amostra dentro de uma mesma parcela.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste Tukey (p<0,6 ) através do programa computacional Sisvar®, versao 5.3.

Resultados e discussao

Os valores de NDVI medidos com o sensor posicionado em diferentes alturas em relagao ao
topo do dossel encontram-se apresentados na Figura 1.

Os valores de NDVI obtidos permitiram verificar que ha grande variagao numérica dos
resultados de acordo com a altura do posicionamento do sensor em relagao ao topo do dossel.
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Figura 1. Gréfico de valores de NDVI medidos com o sensor posicionado em diferentes alturas (cm) em relacao ao
topo do dossel.

Todas as parcelas, com excecao da parcela A aos 80 cm, apresentaram declinio do NDVI
conforme o aumento da altura (Figura 2).

Com os resultados dos testes estatisticos observou-se que no grupo de altura 40, 60, 80 e 100
cm nao ha diferenca significativa, bem como no grupo de alturas 80, 100 e 120 cm (Figura 1).
Somente a altura 120 cm difere da faixa de altura 40 e 60 cm. Entretanto, mesmo com auséncia
de resposta estatistica dos dados, ressalta-se a grande diferenga numérica nos valores de NDVI
obtidos (Figura 2).

Um comportamento numérico geral dos dados foi observado quanto ao aumento da altura

do posicionamento do sensor e os valores de NDVI (Figura 2), de modo que quanto maior a
distancia entre o sensor e as plantas, menor foi o NDVI obtido. Conforme observado na Figura
2, a variacao numeérica dos valores foi bastante pronunciada na parcela F, onde o NDVI medido a
40 cm do topo do dossel, 0,653, foi aproximadamente 80% superior ao medido a 120 cm, 0,363.
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Figura 2. Grafico de valores de NDVI medidos em diferentes alturas (cm) nas sete parcelas do experimento “A".

Visto a grande variabilidade dos dados frente a forma de coleta de NDVI, é vélido analisar tal
variacao dentro da faixa de altura recomendada pelo fabricante, seguida por grande parte

dos operadores do equipamento utilizado neste experimento, bem como de equipamentos
similares. O fabricante recomenda que as leituras sejam realizadas entre 80 e 120 cm do topo
do dossel. Nessa faixa de altura ndo houve diferenca significativa entre os valores de NDVI.
Entretanto, para todas as parcelas analisadas no presente estudo, houve expressiva diferenca
numeérica dos valores obtidos, sendo a variagao nos valores de NDVI superior a 10% na faixa de
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altura recomendada pelo fabricante. Neste sentido as leituras realizadas a 80 cm apresentaram
valores sempre numericamente superiores aquelas realizadas a 120 cm.

Sendo assim, tais variagcoes numeéricas podem comprometer os resultados finais, uma

vez que podem esconder o real padrao de absorcao e reflexao da radiagcao por parte da
planta. A interferéncia nos resultados pode ser ainda maior se as leituras de um mesmo
experimento forem realizadas a diferentes alturas na mesma ocasiao ou ao longo do ciclo de
desenvolvimento da cultura.

Os valores de NDVI medidos em diferentes areas amostrais estao dispostos na Figura 3, e o
detalhamento das barras de erro padrao na Figura 4. Estas areas representam a caminhada por
uma entrelinha de soja por toda a parcela, caminhada em uma das extremidades da parcela

e na outra extremidade. Observou-se a partir dos dados obtidos e dos testes estatisticos
realizados que ha pequena variagcao numeérica nos valores de NDVI medidos em areas amostrais
diferentes, sendo os resultados estatisticamente semelhantes. O GreenSeeker® 505 Handheld
Sensor, assim como outros sensores similares, faz leituras em forma de varredura, sendo que
para o referido equipamento sao realizadas 10 leituras de NDVI por segundo. Assim, ao longo
de uma caminhada durante a coleta dos dados, sao realizadas dezenas de leituras de NDVI,
calculando-se ao final sua média, que expressa a condicao da referida area.
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Figura 3. Gréafico de valores de NDVI medidos em diferentes Figura 4. Detalhe da Figura 3 de valores de NDVI medidos em
areas amostrais. diferentes areas amostrais.

Observou-se pequena diferenca nos valores de NDVI. Tais variacoes de NDVI de acordo com o
local amostral eram esperadas, uma vez que, mesmo em condi¢des experimentais controladas,
raramente se obtém uma parcela homogénea, devido a diversos fatores.

Se no inicio do ciclo de desenvolvimento de uma cultura as leituras forem realizadas ao longo
da linha completa e no restante do ciclo somente em uma das extremidades, nao havera
interferéncia nos resultados finais. Isso porque, como ja destacado, os valores de NDVI

obtidos nas extremidades sao muito proximos aos da linha completa, nao comprometendo os
resultados. Em areas onde ha controle das condigdes experimentais, a mensuragao de NDVI em
uma das extremidades da parcela evita danos mecanicos as plantas, pois o operador do sensor
nao tem a necessidade de caminhar ao longo da parcela. Contudo, se numa mesma data, em
determinadas parcelas as leituras forem realizadas ao longo da linha completa e em outras

as leituras forem realizadas somente em uma das extremidades, podera haver diferencas nos
resultados.
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E de extrema importancia que a distancia de caminhamento em uma das extremidades
seja constante para todas as leituras. Sendo assim, € necessario que em um determinado
experimento as leituras de NDVI sigam sempre uma mesma metodologia de maneira adequada.

Conclusoes

E necessario o estabelecimento de uma altura fixa do posicionamento do sensor em relacdo
ao topo do dossel ao longo de todo o ciclo da cultura, evitando-se distor¢coes numéricas nos
resultados e possibilitando-se, assim, leituras de NDVI fidedignas e comparaveis.

Leituras de NDVI realizadas com o sensor posicionado em diferentes alturas do topo do
dossel apresentam resultados numéricos com alta variagao, mesmo sendo considerados
estatisticamente semelhantes.

A leitura de NDVI realizada sempre em uma das extremidades da parcela amostral permite a
obtencao de dados verdadeiros, evitando-se danos mecanicos as plantas e possibilitando a
otimizacao das coletas.

As leituras de NDVI podem ser realizadas ao longo da linha completa de uma parcela amostral
em estadios iniciais do desenvolvimento das plantas e em uma das extremidades em estadios
avancados de desenvolvimento, sem interferéncia nos resultados finais, desde que o padrao de
leitura seja 0 mesmo para a data de coleta e em todas as parcelas amostrais.
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Introducao

No cenario mundial, o Brasil figura entre os maiores produtores de soja, podendo tornar-se
o maior produtor mundial na safra 2012/2013. Estima-se que para a referida safra a producao
total mundial de soja seja de 264,28 milhoes de toneladas, sendo o Brasil responsavel por
aproximadamente 30% deste total (SEAB, 2012).

Para a safra 2012/2013, estima-se uma producao recorde de 183,58 milhoes de toneladas de
graos no Brasil. Dentre estes, 82,06 milhoes, aproximadamente 45%, relaciona-se a producgao
de soja (CONAB, 2013).Tais valores expressam a importancia da soja para a economia do pais,
uma vez que a producao da oleaginosa é fundamental para o setor do agronegécio, interferindo
diretamente no Produto Interno Bruto (PIB) nacional.

Com algumas excecoes, ano apds ano, importantes avancgos tém sido obtidos na produtividade
brasileira. Tais avancos estao diretamente relacionados ao desenvolvimento de melhores
equipamentos, produtos agricolas, técnicas de manejo e cultivares que se adaptem melhor as
mais diversas condicoes ambientais.

Buscando uma melhor avaliacao das condicoes da vegetacao, técnicas de sensoriamento
remoto tém sido amplamente aplicadas a agricultura. O sensoriamento remoto baseia-se no
principio de aquisicao de informagdes de um determinado objeto sem a necessidade de contato
direto com ele. Desse modo, a coleta de dados é otimizada, proporcionando maior veracidade
das informacoées e agilidade na obtencao das mesmas.

Dentre as principais informacoes obtidas por meio do sensoriamento remoto estao os indices
de vegetacao. De acordo com Almeida et al. (2005), os indices de vegetacao, expressos em
valor numérico, resultam da combinacao de dois ou mais comprimentos de onda e permitem a
deteccao de presenca e estado da vegetacdo em questao. indices de vegetacao apresentam boa
relagao com caracteristicas fisiologicas e biofisicas da vegetacao, como area foliar, fitomassa,
anomalias, evapotranspiracao, produtividade e condicao hidrica (Asrar et al.,1985; Antunes et
al.,1993; Moreira, 2003; Leivas et al., 2011; Crusiol et al., 2012 A).

Um dos principais indices de vegetacao utilizados ¢ o indice de Vegetacao por Diferenca
Normalizada (NDVI), proposto por Rouse et al. (1973). O acompanhamento de safras por meio
do NDVI tem sido realizado com frequéncia mais intensa nos ultimos anos. Gusso et al. (2007),
Junges et al. (2007) e Esquerdo et al. (2009) destacam a eficiéncia do NDVI no gerenciamento do
ciclo produtivo de plantas de soja. Contudo, nao foram encontrados na literatura trabalhos que
caracterizem espectralmente, por meio do NDVI, os estadios de desenvolvimento da soja.
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Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil espectral temporal da cultura da
soja (Cultivar BRS 284) frente aos principais estadios do seu ciclo de crescimento, em condigoes
de campo.

Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido nos campos experimentais da Embrapa Soja, localizada no
municipio de Londrina - PR, ao longo da safra 2012/2013.

A cultivar utilizada foi a BRS 284, de tipo de crescimento indeterminado, devido a sua grande
aceitagcao comercial e a crescente demanda por cultivares com esse tipo de crescimento. A
data de semeadura foi 05 de novembro de 2012 e o espagamento entre linhas foi de 0,5 metros.
As condicoes de manejo e cultivo seguiram as recomendacoes técnicas da Embrapa Soja
(Embrapa, 2010).

As leituras de NDVI foram realizadas com aparelho GreenSeeker® 505 Handheld Sensor,
fabricado pela Ntech Industries, Inc, que calcula o NDVI a partir da equacao

NDVI=(pivp—pv)/ (pivp+pv), onde pivp € a reflectancia no infravermelho préximo (0,725-1,1 ym)
e pv é a reflectancia no vermelho (0,58-0,68um). Seus valores variam de -1 a 1 de modo que,
quanto mais proximo de 1 mais sadia encontra-se a vegetacao.

Realizaram-se as coletas de NDVI com o sensor posicionado a uma altura fixa entre o topo do
dossel e 0 sensor, dentro da faixa de altura recomendada pelo fabricante. Estipulou-se o horario
de coleta sempre as 09 horas, conforme estabelecido por Crusiol et al. (2012 B). Para as coletas
de NDVI, o numero de repeticoes foi igual a 4 parcelas nao irrigadas (sob condicoes naturais de
campo).

O acompanhamento dos estadios de desenvolvimento, identificados de acordo com
classificacao detalhada em Embrapa Soja (2010), foi realizado trés vezes por semana, em cinco
plantas presentes em apenas uma das quatro parcelas utilizadas para determinacao do NDVI.

O acompanhamento das variaveis climaticas foi feito a partir da estacao meteoroldgica da
Embrapa Soja, localizada dentro da area experimental.

Resultados e discussao

Os valores de NDVI estao apresentados na Figura 1 e naTabela 1. Os estadios de
desenvolvimento (ED) relacionados aos dias apos a semeadura da medigao do NDVI (DAS-
NDVI) e dias apds a semeadura da analise do estadio de desenvolvimento (DAS-ED) estao
dispostos naTabela 1. Embora algumas leituras de NDVI tenham sido realizadas um dia antes do
acompanhamento do estadio (Tabela 1), verificou-se que as plantas de soja permaneceram no
mesmo estadio de desenvolvimento por periodo superior ao intervalo das analises de NDVI.

As maiores variacoes nos valores de NDVI foram observadas no inicio e final do ciclo. No
estadio de desenvolvimento V1, aos 17 DAS, obteve-se o menor valor de NDVI (0,199) que
resultou da pequena area foliar da cultura caracterizada pela presenca de folhas unifolioladas
completamente desenvolvidas (Embrapa, 2010).

Para o estadio V2 de desenvolvimento, houve aumento de NDVI em torno de 40% em
decorréncia de maior area foliar e/ou numero de folhas.
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De acordo com Embrapa (2011), a cultura da soja necessita de disponibilidade hidrica
continua ao longo de todo o seu ciclo produtivo, sendo necessarios de 450 a 800 mm de
agua ao longo de seu desenvolvimento. No periodo de coleta de dados, foi registrado um
total pluviométrico de 504,5 mm. Como ja destacado, o NDVI de plantas de soja é sensivel a
diferentes disponibilidades hidricas. Entretanto, tendo em vista a boa disponibilidade hidrica
para a vegetacao no referido periodo, as variacoes de NDVI observadas deveram-se muito
provavelmente, as alteracdoes morfoldgicas das plantas.
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Figura 1. Valores de NDVI ao longo dos estadios de desenvolvimento da soja. As barras de erro referem-se ao erro padrao da média.

Tabela 1. Valores de NDVI ao longo dos estadios de desenvolvimento da soja. ED - Estadio de desenvolvimento; DAS
- ED - Dias apds a semeadura do acompanhamento do estadio; DAS - NDVI Dias ap6s a semeadura das leituras de
NDVI e NDVI - Valores de NDVI para os referidos dias.

DAS - ED 17 23 30 38 43 52 59 64 74 79 86 93 112
DAS - NDVI 16 23 30 38 44 52 59 66 74 79 86 93 112
NDVI 0,199 0,281 0,534 0,781 0,831 0,844 0,869 0,89 0,887 0,886 0,880 0,867 0,661

Entre os estadios V2 e R2 foram observados os maiores aumentos nos valores de NDVI ao longo
do ciclo (178%), sobretudo entre os estadios V2 e V4, quando houve o maior aumento de NDVI
(90%). Entre os estadios V4 e R2, a variacao foi de aproximadamente 46% (Figura 1).

A partir do estadio R2, 38 DAS, houve desaceleracao do aumento de NDVI. Entre R2 e R4, em

28 dias, observou-se um constante, porém leve, aumento do NDVI. Ao longo do estadio R2,
detectado entre 38 e 44 DAS, houve o maior aumento percentual do NDVI (6,4) naquele periodo.
Na transicao do R2 para R3, observou-se estabilizacao do referido indice, com aumento de
apenas 1,5%. Na transicao R3 para R4 houve uma retomada, ainda que pequena, do aumento de
NDVI.

O NDVI maximo foi obtido no estadio R4, aos 66 DAS. Embora o estadio de desenvolvimento
tenha sido detectado aos 64 DAS nao houve interferéncia nas analises, visto que as plantas
atingiram o estadio R4 aos 64 DAS e passaram para o estadio Rb aos 72 DAS.

Apods o NDVI maximo, o referido indice apresentou reducao até a ultima analise. Entretanto,
apenas no estadio R6 foi observada reducao expressiva do referido indice. Entre o estadio R4 e
até se atingir o R6, o NDVI manteve-se quase inalterado.

A reducao percentual entre os estadios R4 e R5.3 foi de apenas 1%. Entre R5.3 e a primeira
leitura realizada no R5.5 o valor de NDVI manteve-se praticamente inalterado, com reducao de
apenas 0,001. Entre as duas leituras feitas no R5.5 houve, novamente, uma pequena reducao do
referido indice, sendo esta inferior a 1%.



88 VIll Jornada Académica da Embrapa Soja

Conforme citado anteriormente, observou-se expressiva reducao de NDVI somente no estadio
R6. Neste estadio, as plantas ja haviam completado o periodo de enchimento de graos. A
reducao observada neste periodo foi superior a 23%, devido a mudancas nas atividades
fisiologicas das plantas, bem como menor area foliar util, além do amarelecimento e queda das
folhas.

Conclusoes
O NDVI maximo obtido no ciclo da soja cultivar BRS 284 se deu no estadio R4.
Houve estabilizagao do NDVI entre os estadios R2 e R6.

Novas avaliacoes de NDVI devem ser feitas ao longo das safras seguintes visando obter um
padrao do perfil espectral de cultivares de soja de tipo de crescimento indeterminado.
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Flutuacao populacional do acaro-verde,
Mononychellus planki, em soja safrinha.
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Introducao

A soja é uma das principais culturas agricolas do Brasil e apresenta grande importancia
econdmica e social para o pais. O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de soja

do mundo. O sucesso da soja como cultura agricola no Brasil deve-se aos avangos tecnoldgicos
ligados ao uso de cultivares adaptadas e de alta produtividade, a mecanizacédo e o conhecimento de
estratégias adequadas de manejo cultural e fitossanitario, bem como, a ampliagéo da area cultivada.

Técnicas de manejo fitossanitario modernizaram-se em anos recentes, porém o manejo de pragas
secundarias ainda apresentam lacunas que necessitam se resolvidas. Entre estas destacam-se

0s acaros-praga, pela dificuldade de controle e pelos elevados custos associados a aplicagao

de acaricidas. Apesar de considerados pragas secundarias da soja, nos ultimos 10 anos foram
registrados ataques severos e frequentes em diferentes regides produtoras do Brasil (REZENDE et
al., 2012; ROGGIA et al., 2008).

O cultivo de soja safrinha (soja de segunda época) € uma realidade para diferentes regides produtoras
brasileiras, em especial aquelas onde nao ha restrigdes hidricas ou baixas temperaturas no outono/
inverno. O cultivo de milho safrinha se tornou uma pratica comum entre agricultores destas regides,

e mais recentemente tem aumentado também o interesse pelo cultivo de soja safrinha, pelo seu
menor custo de produgédo, pela possibilidade de producédo de sementes de melhor qualidade e pelo
maior valor da producdo em relagdo ao milho. O sistema de soja safrinha é muito carente em relagéo
ao conhecimento dos artropodes de importancia agricola associada ao cultivo, no que se refere aos
organismos com potencial de causar danos (pragas) e aos controladores bioldgicos.

No periodo de cultivo de soja safrinha, nas regides produtoras do Parana, a frequéncia de chuvas é
relativamente baixa, podendo favorecer o ataque de determinadas pragas, principalmente de acaros
tetraniquideos. Adicionalmente, o sistema de sucesséo pode contribuir para o aumento da pressao
de pragas desde o inicio do desenvolvimento da cultura, sendo plausivel que uma lavoura de soja
safrinha possa sofrer um ataque mais intenso de pragas quando cultivada em sucessao a um cultivo
que seja hospedeiro das suas pragas (soja, feijao, ...) do que sucedendo culturas com as quais
compartilha um menor numero de pragas (milho, sorgo, ...). No contexto do manejo integrado de
pragas o conhecimento das espécies ocorrentes, caracteristicas de ataque e flutuagao populacional
de acaros em soja tem se mostrado muito importante para estabelecer estratégias de manejo da
praga na cultura.

O objetivo do presente trabalho foi realizar um levantamento para avaliar a flutuagao populacional de
acaros associados com a soja safrinha cultivada em sucessao a soja e milho.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado em lavoura comercial, em Campo Mourao, durante o periodo de
janeiro a abril de 2013. Foi estudada a flutuacao populacional de acaros em dois sistemas de
cultivo: soja safrinha sucedendo uma lavoura de soja e sucedendo uma lavoura de milho. A
semeadura do primeiro campo foi realizada na ultima semana de janeiro e do segundo campo
na primeira semana de fevereiro de 2013, com intervalo de uma semana entre cada semeadura.
Em cada sistema de sucessao foram estabelecidos quatro tratamentos com diferentes manejos
de pragas: (1) manejo integrado de pragas (MIP) — aplicacao de inseticidas apenas quando

foi atingido o nivel de controle de lagartas e percevejos; (2) aplicacao preventiva — com
pulverizacdes calendarizadas de inseticidas para lagartas e percevejos, usando inseticidas
combinados com as aplicagoes de herbicida e fungicida;

(3) manejo do agricultor — com pulverizagoes definidas pelo critério do agricultor; (4)
testemunha - sem inseticida. Os inseticidas utilizados em cada tratamento e sistema de
cultivo sao apresentados na tabela 1. Todos os tratamentos receberam aplicagao do fungicida
Azoxistrobina+Ciproconazol (i.a. 60+24g/ha), acrescido de 500mL/ha de 6leo mineral (Nimbus),
sendo que a soja em sucessao a soja recebeu uma aplicacao e a soja em sucessao ao milho
recebeu duas aplicacoes.

Parcelas de aproximadamente 25x50m para cada tratamento foram demarcadas no interior de
talhdoes de aproximadamente 9ha e 13ha para, respectivamente, soja safrinha em sucessao a
soja e milho, estando as sucessoes culturais distanciadas em aproximadamente 500m entre si.
A densidade de acaros foi amostrada de 13/03 a 24/04 abrangendo toda a fase reprodutiva da
cultura. Em cada data de amostragem foram coletadas, aleatoriamente, 30 folhas por parcela,
estas foram acondicionadas em saco plastico e mantidas em caixa de isopor com gelo para
serem transportadas ao laboratorio. No laboratorio, as amostras foram mantidas em geladeira
(~8°C) até ser realizada a sua analise. De cada folha coletada em campo foi observada, sob
microscopio esteroscopio, uma area foliar de 10,18cm?, delimitada por uma circunferéncia

de 3,6cm de diametro. Foram contabilizados os ovos, ninfas e adultos de acaros praga e
predadores. Uma amostra de acaros foi montada em meio de Hoyer, em lamina de microscopia,
para confirmacao da espécie. Os dados climaticos foram obtidos na estacao meteoroldgica da
Fazenda Experimental da COAMO, distante cerca da 8,5 Km do local do experimento.

Tabela 1. Inseticidas utilizados para o manejo de pragas em diferentes sistemas de cultivo de soja safrinha. Safra
agricola 2012/13, Campo Mourao, PR.

1. MIP Acefato (450g i.a./ha)’ Sem inseticidas
Betaciflutrina+Imidacloprido Betaciflutrina+Imidacloprido
. (7,5+60g i.a./ha), Acefato (450g (7,5+60g i.a./ha), Acefato (450g
2. Preventivo i.a./ha), Acefato (450g i.a./ha) i.a./ha)

Betaciflutrina+Imidacloprido Acefato (450g i.a./ha)

3. Produtor (7,5+60g i.a./ha), Acefato (450g
i.a./ha)
4. Testemunha Sem inseticidas Sem inseticidas

" Em parénteses é apresentada a dose do ingrediente ativo (i.a.) do inseticida por hectare (ha).
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Resultados e Discussao

Nas amostras coletadas a Unica espécie de acaro-praga encontrada foi o acaro-verde,
Mononychellus planki (McGregor, 1950). A densidade de acaros predadores foi muito baixa,
sendo que foi encontrado apenas um individuo ao longo de todo o estudo. Desde a primeira
data de amostragem foram observados acaros nas amostras, porém a infestacao se tornou
expressiva a partir de R3 (canivetinho - inicio de formacao de legumes) e as maiores densidade
populacionais ocorreram entre 10/04 a 24/04, na fase de enchimento de graos (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Flutuacao populacional de ninfas+adultos do acaro-verde, Mononychellus planki, em soja safrinha cultivada apos soja.
Safra 2012/13, Campo Mourao, PR.
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Figura 2. Flutuagao populacional de ninfas+adultos do acaro-verde, Mononychellus planki, em soja safrinha cultivada ap6s milho.
Safra 2012/13, Campo Mourao, PR.

Para a soja cultivada em sucessao a soja e o pico populacional foi observado em R5.4-R6 (final
da fase de enchimento de graos) para todos os tratamentos, exceto para a testemunha em que
o pico populacional foi observado mais tardiamente, em R6 (enchimento pleno de graos). Para
a soja cultivada em sucessao ao milho o pico populacional foi observado em R5.1 (inicio da
fase de enchimento de graos) para os tratamentos ‘Preventivo’ e ‘Produtor’, e mais tardiamente
para o tratamento MIP (R5.3) e testemunha (R5.5). O aumento da densidade de acaros coincidiu
com a reducgao da frequéncia e do volume de chuvas (Figura 5), bem como, com o avango no
desenvolvimento da soja.

Ovos do acaro-verde foram observados desde a primeira amostragem, mas s6 se tornaram
expressivos a partir de Rb5.1 em soja sobre soja e a partir de R4 em soja sobre milho, com pico
na ultima avaliacao, em 24/04, para ambos os sistemas de sucessao (Figuras 3 e 4). O pico

de ovos foi observado no final do ciclo da cultura apdés uma semana sem chuvas. A resposta
dos tratamentos sobre o numero de ovos foi muito similar entre os sistemas de sucessao de
cultura, com maior densidade o tratamento ‘Produtor’ seguido dos tratamentos ‘Preventivo’ e
Testemunha, a menor densidade de ovos foi observada no tratamento MIP.
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Figura 3. Flutuagao populacional de ovos do acaro-verde, Mononychellus planki, em soja safrinha cultivada apds soja. Safra 2012/13,

Campo Mourao, PR.

Uma analise global indica que as menores densidades de acaros ocorreram na testemunha
(sem inseticida) do sistema de sucessao soja-soja e na testemunha e MIP da sucessao milho-
soja, indicando que a nao aplicacao de inseticidas ou seu uso racional tendem a apresentar
menores densidades de acaros. O pico populacional de acaros ocorreu mais tardiamente na
testemunha e no MIP.
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Figura 4. Flutuagao populacional de ovos do &caro-verde, Mononychellus planki, em soja safrinha cultivada apés milho. Safra
2012/13, Campo Mourao, PR.
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Conclusao

Em soja de segunda safra (safrinha) o ataque do acaro-verde, Mononychellus planki, ocorre
mais intensamente na fase de enchimento de graos sendo que o aumento da densidade
populacional esta relacionado a redugao da frequéncia e volume de chuvas. Manejos de praga
com uso racional de inseticidas apresentam ataques menos intensos de dcaro-verde.
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Introducao

Os nematoides das lesoes radiculares (Pratylenchus spp.) sao considerados o segundo grupo
de fitonematoides de maior importancia econémica em todo o mundo. Dentro do género
Pratylenchus, a espécie P brachyurus é a Unica que apresenta relevancia para a soja (DIAS et
al., 2010), causando prejuizos de até 50% na produtividade desta cultura (ANTONIO et al., 2012).
Esse nematoide tem causado danos elevados e crescentes a cultura da soja, especialmente

na regiao Centro-Oeste, onde sua ocorréncia € mais intensa, devido a predominancia de solos
arenosos e também pela utilizacao de milho ou algodao em sucessao a soja, culturas que sao
suscetiveis ao nematoide. Outro problema que dificulta o controle populacional do nematoide
€ a capacidade do mesmo em parasitar varias espécies vegetais e, também, a inexisténcia de
cultivares de soja resistentes e/ou tolerantes a ele.

A utilizacao da rotagao e sucessao na entressafra, com espécies vegetais nao hospedeiras,

€ o método com maior potencial para o manejo de P brachyurus. Os efeitos de diferentes
espécies vegetais sobre a populacao de P brachyurus tem sido extensivamente estudados
em condicbes casa de vegetacao (INOMOTO; MACHADO; ANTEDOMENICO, 2007; MACHADO
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007; INOMQOTO, 2011). Entretanto, a reacao destas espécies
vegetais ao nematoide das lesbes radiculares em condicoes de campo tem sido pouco
estudada. Outro método para controlar o nematoide, mas que vem sendo pouco estudado, é
o alqueive, que consiste em preparar o solo por meio de aracao e/ou gradagem, mantendo a
area sem qualquer tipo de vegetacao por certo periodo de tempo, para que o nematoide nao
se desenvolva (INOMOTO, 2008). Dessa forma, os nematoides morrem por inanicao (falta de
planta hospedeira), por dessecacao e pela acao da luz (a faixa ultra-violeta tem propriedades
nematicidas).

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes praticas culturais adotadas na
entressafra sobre a populacao do nematoide das lesoes radiculares (Pratylenchus brachyurus) e
os danos causados por ele na soja na safra 2012/2013.

Material e Métodos

O experimento foi instalado em fevereiro de 2010, em area naturalmente infestada com P
brachyurus, pertencente a Fazenda Dacar, localizada em Vera, regiao médio-norte do Mato
Grosso (12°08" S e 55° 10’ O). O solo foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo
distroéfico, textura arenosa (130, 20 e 850 g kg™ de argila, silte e areia, respectivamente). A area
foi desmatada em 2004, sendo cultivada com arroz nos dois primeiros anos e com a sucessao
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soja/milheto nas demais safras. Nesse periodo, a soja foi implantada em semeadura direta e
o milheto em preparo minimo (gradagem leve). A ultima calagem foi realizada em outubro de
2008, mediante aplicagao superficial de calcario dolomitico em taxa variavel, com dose média
de 1 Mg ha™.

Os dados apresentados neste trabalho se referem a terceira safra de condugcao do experimento
(2012/2013). Os tratamentos (parcelas de 6 x 10 m) foram os seguintes:T1) Crotalaria spectabilis;
T2) alqueive mecanico, com controle de plantas daninhas por meio de uma gradagem leve (0,1
m de profundidade) seguida de duas aplicacoes de herbicida (glifosato); T3) C. ochroleuca;T4)
C. juncea;T5) Pousio; T6) C. spectabilis + milheto “ADR 300”;T7) alqueive quimico, com controle
de plantas daninhas mediante trés aplicacoes de herbicida (glifosato); T8) milho “GNZ 2005";
T9) Milheto “ADR 300”;T10) C. spectabilis + Brachiaria ruziziensis; T11) B. ruziziensis; T12) B.
brizantha “Marandu”. A excecdo do alqueive mecanico, todos os tratamentos foram conduzidos
sob sistema de plantio direto (SPD). As espécies vegetais foram semeadas em fevereiro de
2012, em linhas espacgadas de 0,9 m (milho) ou 0,225 m (demais culturas), empregando-se

uma semeadora-adubadora tratorizada. Apenas o milho foi adubado, aplicando-se 200 kg ha”
de NPK 05-20-20 na linha de semeadura. NoT6, as quantidades de sementes puras e viaveis
utilizadas foram de 5 kg ha para o milheto e de 25 kg ha™ para a C. spectabilis. Ja noT10,
foram utilizados 4 kg ha' e 25 ha' de B. ruziziensis e 25 kg ha' para a C. spectabilis. Tanto no
T6 quanto noT10, as sementes das duas espécies foram misturadas e distribuidas em todas as
linhas de semeadura.

Os tratamentos foram dessecados aos 35 e aos 20 dias antes da semeadura da soja, por meio
da aplicacao do herbicida glifosato, na dose de 0,864 kg e.a. ha'. A semeadura da soja cv.
“M-Soy 9144RR” foi realizada em 12/11/2012, empregando-se uma semeadora tratorizada,
regulada de modo a obter uma populacao de 270.000 plantas por hectare, com espagcamento
entre linhas de 0,5 m. Foram aplicados 550 kg ha' de NPK 00-18-18 a lanco antes da semeadura
da soja. Os demais tratos culturais foram realizados de acordo com as indicacoes técnicas para
a soja na regiao.

Antes da semeadura da soja (novembro/2012), foi coletada uma amostra de solo na camada

de 0,0-0,2 m por tratamento, composta por seis subamostras, para determinacao da densidade
populacional de P brachyurus por meio de bioensaio. O bioensaio consistiu no cultivo de soja
(linhagem “P1 595099”) em casa de vegetacao (Embrapa Soja, Londrina/PR), em vasos contendo
1 kg de solo coletado em cada tratamento. Apds 60 dias de cultivo, procedeu-se a contagem do
numero de nematoides nas raizes das plantas de soja. A populagcao de P brachyurus também

foi determinada nas raizes da soja cultivada no experimento a campo aos 60 dias apds a
semeadura (DAS). Para isso, foram coletados os sistemas radiculares de 10 plantas de soja por
parcela. A extracao dos nematoides presentes nas raizes da soja foi realizada pelo método de
Coolen e D’Herde (1972). A produtividade de graos da soja na parcela foi avaliada em uma area
util de 4,5 m x 4,5 m, corrigindo-se os pesos obtidos para a umidade de 13%. Os dados obtidos
a campo e no bioensaio foram submetidos a anélise da variancia (ANOVA, p < 0,05), utilizando o
delineamento experimental de blocos casualizados com quatro repeticoes. A comparacao entre
as médias dos tratamentos foi realizada por meio do critério de Scott-Knott (p < 0,05). Tanto

a ANOVA guanto o teste de médias foram realizados com o auxilio do programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2008).
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Resultados e Discussao

Foram utilizadas diferentes op¢coes de manejo durante a entressafra, as quais influenciaram

a populacao de P brachyurus tanto no bioensaio quanto nas raizes de soja coletadas aos 60
DAS (Figuras 1 e 2). E possivel observar que, no bioensaio, os tratamentos C. spectabilis,
alqueive mecanico, C. ochroleuca, C. juncea, pousio e C. spectabilis + milheto “ADR 300"

(Figura 1) resultaram nas menores populacoes de nematoides nas raizes das plantas da soja.

Ja os tratamentos que resultaram nas maiores populagcées do nematoide foram o consoércio C.
spectabilis + B. ruziziensis, a B. ruziziensis solteira e a B. brizantha “Marandu”. Os tratamentos
alqueive quimico, milho “GNZ 2005” e milheto “ADR 300” ocuparam uma posicao intermediaria
na densidade de nematoides na soja em relacao as outras op¢des de manejo.
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T1 = Crotalaria spectabilis; T2 = alqueive mecanico; T3= C. ochroleuca; T4 = C. juncea;T5 = pousio; T6 = C. spectabilis + milheto “ADR 300”;T7 = Alqueive
quimico; T8 = milho “GNZ 2005”;T9 = milheto “ADR 300”;T10 = C. spectabilis + Brachiaria ruziziensis; T11 = B. ruziziensis; T12 = B. brizantha “Marandu”.

Figura 1. Numero médio de nematoides (Pratylenchus brachyurus) por planta de soja (linhagem “Pl 595099"”), obtido por meio
de bioensaio, em funcao dos diferentes manejos aplicados na entressafra. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Com relacao a populacao de P brachyurus nas raizes de soja aos 60 DAS (Figura 2), os
resultados foram similares aos observados para o bioensaio. Neste sentido, a menor densidade
populacional de P. brachyurus nas raizes de soja aos 60 DAS também foi observada nos
tratamentos C. spectabilis, alqueive mecanico, C. ochroleuca, C. juncea, e C. spectabilis

+ milheto “ADR 300", Por outro lado, os tratamentos pousio, alqueive quimico, milho

“GNZ 2005"”, milheto “ADR 300", C. spectabilis + B. ruziziensis, B. ruziziensis e B. brizantha
“Marandu” resultaram em um maior numero de nematoides por grama de raiz de soja.
Porém, as diferencas entre os manejos no que se refere a populacao do nematoide aos 60
DAS foram menores do que as indicadas pelo bioensaio, pois houve a formacgao de apenas
dois grupos de tratamentos estatisticamente diferentes entre si. Neste sentido, os tratamentos
pousio, alqueive quimico, milho “GNZ 2005” e milheto “ADR 300" que, na avaliacao pelo
bioensaio, apresentaram menores densidades populacionais de nematoides do que C.
spectabilis + B. ruziziensis, B. ruziziensis e B. brizantha “Marandu”, obtiveram populagcao
similar a estes manejos na avaliagao realizada aos 60 DAS. Este resultado pode ser atribuido

a um maior aumento na populacao de P brachyurus nos tratamentos com menor densidade
populacional inicial, indicada pelo bioensaio, devido ao maior desenvolvimento das raizes e,
consequentemente, maior disponibilidade de alimento para os nematoides. Comportamento
similar foi observado neste mesmo experimento na safra 2011/2012 (MENDES et al., 2012).
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Figura 2. Numero médio de nematoides (Pratylenchus brachyurus) por grama de raiz de soja (cultivar M-Soy 9144RR) aos 60 dias
apds a semeadura da cultura (safra 2012/2013), em funcao dos diferentes manejos aplicados na entressafra. Médias seguidas pela
mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Experimentos realizados em casa de vegetacao (RIBEIRO et al., 2007; MACHADO et al., 2007)
tém demonstrado que C. spectabilis e C. ochroleuca sao as espécies vegetais mais resistentes
a P brachyurus, em geral com fator de reproducao (FR) igual a zero, enquanto que a C. juncea
o multiplica um pouco (FR ligeiramente superiores a 1,0). A despeito dessa maior taxa de
multiplicagcao, os dados obtidos na presente pesquisa mostraram que a C. juncea resultou

em populacoes de P brachyurus similares a C. spectabilis e C. ochroleuca. Possivelmente,

a C. juncea, por apresentar um crescimento mais rapido do que as outras duas crotalarias,
resulta em uma maior produgao de fitomassa em condigcoes de segunda safra, o que pode ter
compensado o maior FR inerente a esta espécie.

Analisando-se os dados obtidos no bioensaio (Figura 1), é possivel inferir que o milheto

“ADR 300" apresentou um comportamento intermediario entre o grupo formado pelas
espécies de crotalaria e pelo alqueive mecanico (menor populacao), e o grupo que envolve as
braquiarias e o milho (maior populacgao). Este resultado corrobora com Borges (2009) que, em
experimentos de casa de vegetacao, concluiu que os milhetos sao suscetiveis a P brachyurus
mas, dependendo da variedade, apresentam baixos valores de FR, em geral maiores que

as crotalarias (RIBEIRO et al, 2007), mas inferiores as braquiarias (INOMOTO; MACHADO;
ANTEDOMENICO, 2007 ) e ao milho (INOMOTO, 2011). Cabe também destacar o desempenho
do consorcio C. spectabilis + milheto “ADR 300", que resultou em populagdes de P brachyurus
similares as crotaldarias solteiras e ao alqueive mecanico (Figuras 1 e 2), corroborando com os
dados obtidos por Mendes et al. (2012) neste mesmo experimento na safra 2011/2012. Por outro
lado, a consorcio entre C. spectabilis e B. ruziziensis nao foi eficiente em reduzir a populagao de
P brachyurus (Figuras 1 e 2).

O principal mecanismo envolvido na supressao dos nematoides pelas crotalarias € a capacidade
das mesmas em atuar como planta armadilha, permitindo a penetracao dos juvenis em suas
raizes, mas impedindo o seu desenvolvimento até a fase adulta (SILVA et al., 2009). Além desse
mecanismo, as crotalarias produzem alguns metabdlitos secundarios com potencial nematicida,
como o alcaldide pirrolizidinico chamado monocrotalina (WANG et al. 2002). Neste sentido, a
aplicacao de 13 Mg ha' de massa seca proveniente da parte aérea de C. spectabilis reduziu a
densidade populacional de Pratylenchus spp. no feijoeiro comum de 544 para 1,23 individuos
por grama de raiz (SILVEIRA; RAVA, 2004).
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O alqueive mecanico foi outra estratégia que se mostrou eficiente em diminuir a populacao do
nematoide das lesdes radiculares comparativamente a outras opgdes de manejo, equiparando-
se as crotalarias solteiras e ao consorcio C. spectabilis + milheto “ADR 300" (Figuras 1 e 2). De
modo similar ao observado neste trabalho, Borges (2009), em experimento conduzido sob casa
de vegetacao, concluiu que o alqueive seco, por um periodo de 96 dias, diminuiu a populacao
de P brachyurus em taxa similar a C. spectabilis. A reducao da densidade populacional de

P brachyurus em funcao do preparo do solo pode ser atribuida ao aumento da velocidade

de degradacao das raizes nas quais o nematoide encontra abrigo, além da mortalidade por
dessecacao ou exposicao direta ao sol (INOMOTO, 2008). No entanto, a gradagem aumenta a
suscetibilidade do solo a erosao e a taxa de mineralizacao da matéria organica, o que contribui
para a degradacao da qualidade do solo ao longo do tempo. Ja o alqueive quimico nao foi
eficiente em reduzir a populacao de P brachyurus (Figura 1 e 2), mostrando que, mesmo na
auséncia de hospedeiro vivo, esse nematoide é capaz de sobreviver nas raizes da soja em
decomposicao durante todo o periodo da entressafra.

A produtividade da soja foi maior nos tratamentos C. spectabilis + milheto “ADR 300", milheto
“ADR 300" e C. spectabilis em relagcao aos demais manejos, os quais nao diferiram entre si
(Figura 3). Apesar da menor populacao de P. brachyurus no bioensaio (Figura 1) e em raizes
coletadas aos 60 DAS (Figura 2), a produtividade da soja obtida na C. ochroleuca, C. juncea
e no alqueive mecanico foi menor comparativamente ao milheto “ADR 300" e similar aos
tratamentos pousio, alqueive quimico, milho “GNZ 2005”, C. spectabilis + B. ruziziensis, B.
ruziziensis e B. brizantha “Marandu”.
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Figura 3. Produtividade da soja (cultivar M-Soy 9144RR) na safra 2012/2013, em fungao de diferentes manejos aplicados na
entressafra. Médias seguidas pela mesma letra minuscula nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Esses resultados revelam que a produtividade da soja neste experimento nao foi determinada
apenas pela densidade populacional de P brachyurus, mas também por outros fatores
influenciados pelos manejos adotados na entressafra. Embora nao determinado neste trabalho,
foi possivel constatar visualmente que a cobertura do solo no momento da semeadura da

soja foi menor no alqueive mecanico e no alqueive quimico, em funcao do revolvimento

solo e/ou auséncia de plantas vivas durante a entressafra, e nas crotalarias, devido a rapida
decomposicao da fitomassa destas leguminosas. A menor cobertura do solo provavelmente
resultou em maiores perdas de agua por evaporacgao e, assim, em menor disponibilidade
hidrica para a cultura, o que se constitui em um fator limitante a produtividade particularmente
em solos arenosos caracterizados por uma baixa capacidade de retengao de agua e onde os
danos por P brachyurus sao maiores (DIAS et al, 2010). Esse efeito pode ter compensado as
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maiores populacoes observadas nas braquiarias e no milho, diminuindo assim as diferencas de
produtividade entre esses tratamentos. Por outro lado, o milheto “ADR 300", embora nao tenha
sido a melhor opc¢ao para reducao da populacao do nematoide, proporcionou maior cobertura
do solo comparativamente as crotalarias, o que beneficiou o desenvolvimento da soja. Além
disso, o milheto apresenta grande capacidade de ciclagem de potassio (SORATTO et al., 2012), o
que é muito importante em solos de textura arenosa, com baixa capacidade de troca de cations.
Neste contexto, o consorcio C. spectabilis + milheto “ADR 300" constitui-se em uma pratica
promissora para reduzir a populacao de P. brachyurus e, ao mesmo tempo, produzir adequada
cobertura do solo, garantindo assim maiores produtividades de soja em solos arenosos.

Conclusoes

Os tratamentos Crotalaria spectabilis, alqueive mecanico, C. ochroleuca, C. juncea e C.
spectabilis + milheto “ADR 300" resultaram em menor densidade populacional de P brachyurus
nas raizes da soja.

A magnitude dos danos a produtividade da soja nao é determinada apenas pela densidade de P
brachyurus, mas também pelos efeitos do manejo adotado na entressafra sobre outros fatores.

O consoércio entre C. spectabilis e milheto “ADR 300" constitui-se em uma pratica promissora
para reduzir a populacao e os danos de P brachyurus na soja.
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Introducao

Atualmente, um dos principais desafios para a produgao de soja tem sido os lepidopteros
desfolhadores da cultura. Dentre as principais espécies, destacam-se a lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Erebidae) e a falsa-medideira Chrysodeixis includens

(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae). O ataque desses desfolhadores em soja pode reduzir
significativamente a area foliar da cultura e consequentemente a sua produtividade (Sujii et al.,
2012).

A espécie C. includens adquiriu importancia econémica recentemente (meados da década de
2000), e atualmente tem acarretado prejuizos significativos na producao de soja em anos que
favorecem o seu desenvolvimento. Por essa razao, o controle quimico tem sido basicamente

a unica medida de controle adotada, porém o seu uso muitas vezes sem critério (produtos

nao seletivos, aplicacoes de calendario, momento inadequado de aplicacao, entre outros) tem
ocasionado no aumento da problematica da praga. Uma das razoes disso pode ser a reducao
populacional de inimigos naturais que atuam livremente no agroecossistema e podem auxiliar
na supressao desses lepidépteros-praga da soja (Carvalho-Coelho et al., 2012).

Assim, a utilizacao isolada do uso de inseticidas para o controle de pragas tem um grande
impacto ambiental, com contaminacao do ambiente e intoxicagdo do homem (PICANCO

& GUEDES, 1999). Neste contexto, se faz necessario a busca por novas alternativas para o
controle dessas pragas. Nesse sentido, dentro do manejo integrado de pragas, a liberacao

de parasitoides tem sido uma tatica de controle bastante promissora (Carvalho-Coelho et al.,
2012). O parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
tem sido recomendado por diversos estudos, porém em condi¢coes de campo ainda precisa
de maiores pesquisas para avaliar a sua eficiéncia. De acordo com Parra & Zucchi (2004) esse
parasitoide apresenta uma alta agressividade, além de ser relativamente facil de ser criado,
0 gue potencializa a recomendacao desse inimigo natural para a regulacao populacional de
pragas. Desse modo, objetivou-se avaliar o controle bioldgico de lepiddpteros-praga da soja
com liberacao de T pretiosum.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido em uma lavoura de soja localizada na fazenda experimental
da Embrapa Soja, Londrina — PR, durante a safra 2012/2013. A cultivar utilizada foi BRS 295
semeada em 27/10/2012. Foi utilizado o espagamento de 0,40 m entre linhas. O delineamento
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experimental foi de blocos ao acaso com trés tratamentos e quatro repeticoes. Cada unidade
experimental (parcela) apresentou a dimensao de 20 x 20m, totalizando uma area de 400

m?, distanciadas em 8 metros. No entorno de cada parcela, a area foi mantida no limpo sem
vegetacao espontanea que foi eliminada por rocagem e dessecacao, a fim de isolar as parcelas
e evitar a dispersao dos parasitoides para parcelas circunvizinhas.

Os tratos culturais (aplicacao de herbicidas e fungicidas) foram padronizados em todos

os tratamentos. No total foram realizadas 1 aplicacao de herbicida (03/12/2012) e duas de
fungicidas (07/01/2013 e 01/02/2013). Os tratamentos do estudo foram a testemunha (sem
controle de insetos), controle bioldgico (liberacao de T pretiosum) e “produtor” (aplicacao de
inseticida por calendario, junto aos outros tratos culturais).

No controle bioldgico foi realizada a liberacao semanal de T. pretiosum colocando-se em

guatro pontos distanciados igualmente (Zachrisson & Parra, 1998) potes plasticos com cartelas
de onde emergiram os parasitoides com no maximo 24 horas de idade. A quantia utilizada

foi de aproximadamente 10 mil vespas em cada parcela. Quando a praga atingiu o nivel de
controle, foi realizada uma aplicacao de inseticida acelerador de ecdise. O controle quimico foi
realizado seguindo o manejo comumente utilizado pelo produtor. Assim sendo, foram realizadas
trés aplicacoes utilizando os inseticidas: Karate (i.a. lambda-cialotrina) (15ml/ha), Engeo

(i.a. Tiametoxam) (250ml/ha) e Intrepid (i.a. Metoxifenozida) (90ml/ha). As aplicagoes foram
realizadas compreendendo os estadios V6, R2 e R4.

Para o monitoramento das lagartas desfolhadoras, foram realizadas quatro amostragens (pano
de batida) em cada parcela, quantificando-se as lagartas (grandes e pequenas) em soja. A
avaliacao ocorreu com frequéncia semanal, compreendendo todo o ciclo de desenvolvimento da
cultura (emergéncia até ponto de colheita) (escala fenoldgica de Fehr & Caviness, 1977). Apesar
do objetivo do trabalho ser com A. gemmatalis e C. includens, todas as demais espécies de
lagartas foram identificadas em nivel de espécie, exceto as lagartas da subfamilia Heliothinae,
devido a sua complexidade. Paralelamente, também se quantificou os predadores presentes

no pano de batida, com a finalidade de comparar a abundancia desses inimigos naturais

nos diferentes tratamentos. No centro de cada parcela, para avaliagao da produtividade,

foi demarcada uma area de 25 m?, onde nao foram realizada as avaliagdes, para evitar o
amassamento da cultura. Para comparar a produtividade considerou-se uma area de 5 m de
comprimento e seis linhas da cultura da soja. Apds a colheita, a umidade dos graos foi corrigida
para 13%, e estimou-se a produtividade em Kg/ha. Os resultados foram submetidos as analises
exploratodrias para avaliar as pressuposicoes de normalidade dos residuos, a homogeneidade
de variancia dos tratamentos e a aditividade do modelo para permitir a aplicacao da ANOVA. As
médias foram entdao comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) para a comparacgao populacional
de lagartas e da produtividade (SAS Institute 2001). Devido a menor abundéancia de predadores,
a sua analise foi realizada agrupando-se o total quantificado durante o ciclo da cultura e foi
utilizado o teste nao paramétrico Qui-quadrado para proporcoes esperadas iguais (Bioestat 5.0).

Resultados e Discussao

Nesse estudo, de forma geral, foram registradas seis espécies de lagartas desfolhadoras,
além da subfamilia Heliothinae, que engloba os géneros Heliothis e Helicoverpa. A espécie
mais abundante foi A. gemmatalis, com 91% da abundancia total, enquanto C. includens

teve representacao de 6%, e as demais foram representadas pelo complexo Spodoptera e
Heliothinae. A populacao de lagartas desfolhadoras ficou abaixo do nivel de controle (20
lagartas/pano) até o estadio R1 da cultura da soja, independente do tratamento avaliado
(Tabela 2). Nesse caso, esse resultado demonstra que o monitoramento das lavouras deve ser
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sempre realizado, pois muitas vezes a adocao de controle quimico é desnecessario, em razao
da “calendarizacao” deste método de controle. Mesmo quando considerado o total de lagartas
(Tabela 1), o pico populacional da praga nao foi abaixo de 6 lagartas por pano, mesmo na
testemunha. O correto manejo da lavoura, como ado¢ao do método de controle traz iniUmeras
vantagens ao produtor, como a questao econdmica (menor uso de inseticidas), preservagao de
inimigos naturais e menor impacto ambiental.

Tabela 1. Numero médio + EP de lagartas coletadas no método de amostragem com pano de batida na cultura da
soja. Londrina, safra 2012/13.

Testemunha 0,19+0,06 338+0,66 550+087 2150+1,36 4550+146a 2788+308a 6,75+133 2,25+036 0,13+0,12
Controle Biologico 063+0,26 281+063 4,13+0,63 21,37+2,29 4550+3,23a 7,81+081b 513+154 263+051 0,31+0,16
Produtor 0,38+0,13 2,00+0,57 3,25+0,61 2443+1,22 1268+104b 881+206b 7,88+243 3,25+0,75 0,06+ 0,06
CV (%) 100,41 45,61 35,54 8,48 6,91 17,98 50,46 26,06 139,19

P- valor n.s n.s n.s n.s < 0,01 < 0,05 n.s n.s n.s

GL residuo 6 6 6 6 6 6 6 6 6

F 1,21 1,05 2,21 0,78 78,4 6,14 0,26 0,31 1,25

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). "ANOVA nao significativa.

Tabela 2. Numero médio + EP de lagartas grandes (> 1,5 cm) quantificadas com o uso do pano de batida na cultura da
soja. Londrina, safra 2012/13.

Testemunha 0,00+0,00 1,00+0,25 2,88+0,30a 912+1,22 2613+158a 2269+280a 506+1,12a 0,88+0,28 0,08+0,06
Controle Bioldgico 025+0,18 0,81+033 225+027ab 881+142 2188+160a 588+039b 325+041b 0,56+0,170 0,00+ 0,00
Produtor 0,13+0,13 0,13+0,07 1,62+0,26b 9,31+0,77 7,00£0,70 b 3,38+1,63b 1,38+066b 0,25+0,16 0,00+ 0,00
CV (%) 206,92 81,86 24,85 28,69 15,47 29,3 44,79 59,72

P- valor n.s n.s <0,05 n.s < 0,01 < 0,01 < 0,05 n.s n.s

GL residuo 6 6 6 6 6 6 6 6 6

F 0,91 3,03 5 0,03 50,16 45,36 5,14 3,46

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). "ANOVA néao significativa.

As lagartas atingiram o nivel de controle apenas a partir do estadio R2, quando mesmo no
tratamento de controle bioldgico verificou-se infestacao populacional acima do nivel de controle
(20 lagartas/pano). Por esse fato, foi adotado o controle quimico com Intrepid 240 SC (i.a.
Metoxifenozida) nas parcelas com liberacao de T pretiosum, uma vez que os parasitoides nao
conseguiram manter a populacao da praga dentro do nivel toleravel. Assim, na avaliacao seguinte
(estadio R4-5) a populacao de lagartas por pano e batida caiu para menos de seis lagartas/pano, nao
diferindo do tratamento “produtor”. A eficiéncia da aplicacao foi comprovada devido o contraste
com a populacao da praga na testemunha, onde o nivel populacional de lagartas permaneceu
elevado, acima de 20 lagartas/pano. Esses resultados pressupéem que o parasitoide de ovos T.
pretiosum nao apresenta boa capacidade de parasitismo em campo. Dentre as razdes, pode ser a
baixa mobilidade do parasitoide, aliado aos fatores climaticos que também podem interferir que o
mesmo possa atuar de maneira efetiva na supressao das pragas.

A partir do estadio R5 a populacao da praga foi baixa novamente em todos os tratamentos, sem
diferir estatisticamente entre si. A queda brusca no intervalo de uma semana deve-se as chuvas
constantes, que ocasionaram um numero muito elevado de lagartas infectadas por Nomuraea,
tornando desnecessario assim, a adocao de outras formas de controle de pragas. A presenca
de fungos entomopatogénicos impede que a populacao de A. gemmatalis atinja o nivel de
dano econdmico, evitando assim a aplicacao de inseticidas contra essa praga. Nas culturas

de soja do centro-sul do Brasil, N. rileyi por exemplo, pode causar epizootias em populacoes

de A. gemmatalis (Faria et al., 1993). Porém, a ocorréncia de periodos de baixa precipitacao,
geralmente observada nos meses de janeiro e fevereiro pode impedir que este fenébmeno ocorra
a tempo de evitar que as populacoes desta praga atinjam o nivel de dano econémico (Tigano-
Milani et al., 1995).
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O uso de entomopatégenos € uma alternativa muito eficiente para a supressao populacional
de pragas. No caso da lagarta-da-soja, a aplicagao de baculovirus AgMNPV ja foi amplamente
difundido pelos sojicultores, porém atualmente esta em desuso. No presente estudo, verifica-
se que em um cendario similar, seria uma ferramenta adicional, visto que a populacao de A.
gemmatalis foi superior a 90% do total dos lepidopteros-praga.

Em relacao a produtividade, o tratamento produtor foi o que apresentou os melhores
resultados, diferindo do controle bioldgico e da testemunha (Tabela 3). O tratamento controle
biologico, apesar de ter produzido menos que o produtor, teve 1119 kg de soja a mais do que a
testemunha. Nesse quesito, recomenda-se que sejam feitos estudos adicionais, para comparar
o custo de producao entre o controle bioldgico e o manejo do produtor, de forma a ficar de
melhor compreensao essa relagao custo-beneficio. O tratamento de controle biolégico também
verificou-se maior abundancia de predadores (Tabela 4), nao diferindo da testemunha, mas
ambos foram superiores ao manejo “produtor”. Os principais predadores encontrados foram os
aracnideos e o percevejo Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae), que representaram
mais de 80% do total (dados nao apresentados). A razao para essa diferenca, com menor
abundancia de inimigos naturais no manejo produtor pode ser em justificada pelo uso de
inseticidas que prejudicam os inimigos naturais e/ou pela relagcao da menor abundéancia de
presas, o que caracterizaria uma relacao de denso-dependéncia.

Tabela 3. Produtividade média + (EP) de soja nos tratamentos. Londrina, safra 2012/13.

Testemunha 2816,5 + 193,24 ¢
Controle biologico 3935,0+92,83 b
Produtor 4750,0 + 310,87 a
CV (%) 8,2

P-valor < 0,01

GL residuo 6

F 38,17

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). "ANOVA nao significativa.

Tabela 4. Comparacao populacional do total de artréopodes predadores na cultura da soja. Londrina, safra 2012/13.

Testemunha 131 (42%) a
Controle bioldgico 106 (34%) a
Produtor 78 (24%) b
P-valor < 0,01

GL residuo 6

Teste qui-quadrado para proporcoes esperadas iguais

Conclusao

Assim, nesse trabalho, verificou-se que a liberacao de Trichogramma pode ser uma ferramenta
complementar na supressao de lepidopteros-praga em soja, visando principalmente a reducao
no uso de inseticidas. Entretanto, a adocao Unica dessa forma de controle nao é satisfatéria
para manter a populacao de lagartas abaixo do nivel de controle, o que ira refletir em menor
rendimento por parte do produtor.
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Avaliacao da Distribuicao Espacial de
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Introducao

A soja (Glycine max (L.) Merril) € um das principais culturas do agronegécio brasileiro sendo
importante para a abertura e manutencao do seu mercado a melhoria constante da sua
qualidade e do seu rendimento (HIRAKURI et. al., 2011). Segundo dados da Companhia Nacional
de Abastecimento - CONAB (2013) a producao estimada para a safra atual 2012/2013 estd em
82,06 milhoes de toneladas, isto é 23,6%, ou 15,68 milhoes de toneladas superiores ao volume
produzido em 2011/12, tornando-se o maior produtor mundial nesta safra.

Um dos desafios para a pesquisa é que a produtividade seja maxima, para isso € necessario
solucionar varios pontos cruciais para atingir esses objetivos. Um dos mais importantes é a
ocorréncia das pragas e doencgas da soja. Na cultura da soja sao encontradas varias espécies

de pragas na cultura da soja, entre elas estao os percevejos pentatomideos Euschistus heros
(Fabricius), Piezodorus guildinii (West.) e Nezara viridula (L.), caracterizados por atacarem
diretamente as vagens e graos da cultura, podendo inutilizar as sementes ou reduzir sua
viabilidade. (CORREA-FERREIRA et al., 2003). Com o aumento gradual da producéo de soja,
diversas alternativas e estratégias de manejo de pragas vem sendo criadas visando sempre
maior qualidade e rendimento da produgcao. Com o avanco das tecnologias, diversas praticas
tecnoldgicas também vém sendo adaptadas e utilizadas na agricultura para melhorar as
condicoes de producao, seja ela na area agronOmica, seja na selecao das técnicas experimentais
como a geoestatistica. A aplicacao da geoestatistica em dados entomoldgicos vem sendo
utilizada com auxilio do georreferenciamento. Para a andlise dos dados, considerando que nao
ha um padrao espacial e que a partir de delineamentos estatisticos formais nao pode ser obtida,
a dependéncia espacial deve ser avaliada pelo método geoestatistico (COCHRAN & COX, 1957,
OLIVEIRA, 2003). A ferramenta que verifica a existéncia desta dependéncia é o semivariograma
(VIEIRA et al., 1983). A simulacao dos dados nos locais onde nao foram amostrados foi realizada
pelo método da krigagem ordinaria.

O objetivo do presente trabalho é auxiliar no planejamento de medidas e acoes mais eficientes
de manejo e controle de pragas, por meio da medicao da distribuicao espacial de percevejos da
espécie Euschistus heros (F) na drea com cultivo de soja com as ferramentas geoestatisticas.

Material e Métodos

1-Local experimental

Os dados utilizados nesse estudo foram coletados no campo experimental da Embrapa Soja no
Distrito de Maravilha (Londrina-PR), com as coordenadas” 23° 28’ 44" S; 50° 59’ 03" O, e altitude
média de 465 m, com area de aproximadamente 3,38 ha. Foram realizadas quatro amostragens
com pano de batida para a coleta de percevejos da espécie Euchistus heros (Fabricius) e

nessa amostragem foram consideradas as ninfas grandes e adultos, as quais nao sao mais
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prejudiciais para a cultura da soja. A coleta ocorreu em 09/03/2011, estando a soja em R6. Na
area experimental foram amostrados e georreferenciados 338 pontos numa grade de 10 X 10 m.
Foi utilizado nesta coleta o aparelho GPS de navegagcao marca Garmin, modelo MAP 62. O mapa
amostral antes da retirada dos outliers (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de amostragem em malha regular com 338 amostras na presenca de outliers para a distribuicao espacial de
Euschistus heros.

2-Métodos exploratorios

Pelo programa SAS-Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 2001) foram realizadas as
estatisticas descritivas como: a média, a mediana, os coeficientes de assimetria, de curtose, de
variacao e o teste de normalidade Shapiro-Wilk (1965). Os graficos como: o boxplot, a carta de
controle e histograma de frequéncia foram elaborados pelo software Statistica versao 7.1, (2001)
para detectar dados discrepantes ou outliers que podem invalidar as respostas da pesquisa e
avaliar a distribuicao da praga da soja. No boxplot sao apresentadas as estatisticas como: a
mediana (q2), os quartis inferior e superior (g1, g3) e a diferenca entre estes quartis (intervalo
interquartil). O ponto central da caixa do boxplot € a mediana dos dados. Valores que estao
acima e abaixo das linhas do boxplot sao determinados como outliers.

3-Métodos geoestatisticos

Além destes softwares foram também utilizados o Geoest (VIEIRA, 2010) e o Surfer v. 9 para
plotar as superficies obtidas pelo método de krigagem ordinaria. Apds realizada a analise
exploratodria e retirados os outliers foi aplicado os métodos geoestatisticos com as ferramentas
da krigagem ordinéria, semivariograma ajustado ao melhor modelo e mapa da krigagem da
area amostrada. O semivariograma é uma funcao matematica definida para apresentar o nivel
de dependéncia entre duas variaveis aleatodrias regionalizadas locais e, para exemplificar,

pode ser o grau de continuidade dos percevejos em campos experimentais. Ele é usado para
modelar dois valores correlacionados no espago ou no tempo e é pré-requisito para a krigagem.
A modelagem do semivariograma pode ser ajustada em diferentes estruturas de correlagao
espacial (OLIVEIRA, 2003). O método mede a variacao ou discrepancia entre pares de valores
separados por uma distancia determinada h, nele é possivel observar que essa dependéncia
sera tanto maior quanto menor for a distancia entre os pontos. Resume as nuvens de pontos
(z(x), z(x+h)) pela média do quadrado das diferencas entre z(x) e z(x+h), para varios valores de h.
O semivariograma, pode ser definido matematicamente como:

o) = S S~ 2x,0)]
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em que:
Y4 xl,) € o valor observado da variavel x no ponto i;

Z (X, ) € o valor observado da variavel x no ponto i+h e,

"(h) € 0 numero de pares distanciados a uma distancia h.

Sendo assim, para o estudo geoestatistico o numero de percevejos da espécie Euschistus heros
foram avaliados pelos semivariogramas com estrutura de covariancia exponencial (1), esférico
(2) e gaussiano (3) e podem ser apresentados abaixo:

pom @ chsr@rln=a . fcovchoetln=a o,
(O + C .h = a lcod + ¢ .h = a
. B .
y(/l):_f<,(0)+<,|:l p= ],h =a .
(O + .h = a

A krigagem ordinaria € um método que utiliza o semivariograma formado pelas variancias
amostrais dos pares de variaveis e suas respectivas distancias. Para descrever a dependéncia
espacial e a escolha de um modelo geoestatistico para estimar valores em locais nao
amostrados, ou seja, interpola valores com as condi¢cdes de considerando considera a estrutura
de variabi[idade espacial encontrada para o atributo, sendo definida pela equacao 7i - %M*Zi
em que: Z;é o valor interpolado; é ;0 peso atribuido aos valores amostrados; Zi é o ¥alor do
atributo amostrado; n € o numero de localidades vizinhas empregadas para interpolagao do
ponto, sendo que o somatoério dos pesos A; deve ser igual a um.

Resultados e Discussao

Na analise exploratoria observou-se para o numero de percevejos da espécie Euschistus heros,
gue na retirada de outliers os valores de assimetria e curtose foram 0,36 e 0,68 na analise com
330 observacoes e 0,52 e -0,02 com 320 observacodes, Ja na analise com presenca de outliers
(338 observacoes) esse valores foram 2,05 e 9, 86. Também foi possivel observar que na retirada
de outliers o valor do coeficiente de variacao das analises com 330 e 320 observacgoes (25,62

e 22,99) apresentaram diminuicao em relacao ao coeficiente (32,06) da analise com presenca

de outliers. Nas trés situacoes (338, 330 e 320 observacoes) os dados nao apresentaram
normalidade (Tabela 1). No entanto é importante ressaltar que nao se deve desconsidera-las e o
bom senso deve prevalecer, pois € comum a auséncia de normalidade em dados de distribuicao
populacional de insetos (Figura 2).

As cartas de controle permitiram detectar os valores discrepantes da mesma forma que o
Boxplot (Figura 3 A, B, C e D). Ha casos em que a carta de controle é mais precisa em detectar
outliers. Com 338 observacgoes pode-se observar a presenca de outliers fora dos limites
superiores e inferiores do patamar da carta de controle (A). No grafico B com a retirada de oito
outliers € possivel observar que ainda ha outliers fora dos limites do grafico.

Tabela 1. Estatisticas descritivas para o numero de percevejos (Euschistus heros) na presenca e auséncia de outliers,
provenientes da amostragem realizada em 09/03/2011, na Fazenda Maravilha, Embrapa Soja.

Tamanho da Amostra 338 330 320

g, - Coeficiente de Assimetria 2,05 0,36 0,52

g,. Coeficiente de Curtose 9,86 0,68 -0,02

Média 12,08 11,72 11,64
Mediana 11,50 11,50 11,50

Moda 11,50 11,50 11,50

CV= Coeficiente Variagao (%) 32,06 25,62 22,99
Shapiro-Wilk W=0,862 Pr<W=0,00 W=0,972 Pr<W=0,00 W=0,973 Pr<W=0,00

A estatistica W deve ser néo significativa para obtencédo de distribuicdo normal. g1= Coeficiente de assimetria; g2 = Coeficiente de
curtose e CV = Coeficiente de variagao.
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Figura 2. Mapa de amostragem em malha regular com 320 amostras na auséncia de outliers para a distribuicao espacial de
Euschistus heros.

O analista deve se preocupar se os valores detectados como dados discrepantes se 0s mesmos
nao sao os objetivos da pesquisa, cuidado e bom senso e integracao com o pesquisador € de
grande importancia. No entanto, no grafico C ja nao se observam dados fora do patamar da
carta de controle, nesse grafico foram retirados 18 outliers. Este fato indica que a distribuicao
populacional nao foi uniforme no campo experimental.

Avaliou-se se a contagem de percevejos apresenta dependéncia espacial e que modelo
permitird avaliar o mapa espacial indicando a estratégia dos insetos para entrar na area
experimental na cultura de soja. Além destes procedimentos ha também a necessidade
de retirar algum efeito ou tendéncia que interfira na dependéncia espacial dos dados
georreferenciados e neste caso foi retirada a tendéncia quadratica (Tabela 2).

Com a aplicacao da geoestatistica os resultados indicaram que o modelo gaussiano foi o
que melhor ajustou aos dados se considerarmos que obteve maior valor do coeficiente

de determinacao (R?), menor quadrado médio do erro, o ajuste do modelo passa pelos
primeiros valores iniciais e o alcance amostral de 69 metros. Nos préximos estudos nao sao
mais necessarios que sejam de 10 em 10 metros e sim em torno de 69 metros como obtidos
pelo ajuste da estrutura de covariancia gaussiana (Tabela 3 e Figura 4). Na regiao de estudo
observou-se que a maior quantidade de percevejos entram pela regiao proxima da estrada
regiao leste superior e nUmero menores entram por todas as regides amostradas (Figura 5).

AMOSTRAS D
338 337 | 334 [333 328 325 323 320

i

-1 -4 -5 -10  -13  -15 -18
O Median [] 25%-75% I Non-Outlier Range O Outliers
) £ £ 3 Extremes

B
sam
EERR

00— a—Emo -k

0 —ah—mo s+

0o —a}—

z
(o}

Figura 3. Cartas de controle para a distribuicao espacial de Euschistus heros, com outliers-338 amostras (A), com 330 (B) e sem a
presenca de outliers com 320 (C), (IC de 3c;- 35). Boxplot com 338 a 325 (c/outliers) e 320 amostras (s/outliers) (D).
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Tabela 2. Estimativas dos parametros geoestatisticos, coeficiente de determinacao e quadrado médio para a variavel
numero de insetos da espécie Euschistus heros retirando tendéncia quadratica.

Fonte de Variacao Graus de Liberdade Soma dos Quadrados  Quadrado Médio Teste F
Regressao 5 402,1 401,000 62,80
Desvio 314 2005,0 6,385

Total 319 2407,0

Coeficiente de Determinacio do Ajuste (R°)= 0,1671 Coeficiente de Correlacao (R) = 0,4087

Tabela 3. Estimativas dos parametros geoestatisticos, coeficiente de determinagdo e quadrado médio do erro para a
variavel numero de insetos da espécie Euschistus heros.

Coeficiente de

Modelos Efeito Pepita Patamar  Alcance Determinacao Quadrado Médio
(12) (52) () R2 do erro
Exponencial 5,22726 2,20786  74,90995 0,42966 0,02556
Gaussiano 6,00158 1,43224  69,71731 0,47615 0,02411
Esférico 6,65119 0,90967 235,57541 0,23087 0,03128
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Figura 4. Semivariogramas utilizando os modelos Exponencial (A), modelo Gaussiano (B) e modelo Esférico (C), para ajustar aos
dados georreferenciados de contagem de insetos de Euschistus heros no periodo de 09/03/11.
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Figura 5. Mapa realizado com a krigagem ordinaria ajustado pelo modelo gaussiano aos dados de Euschistus heros.

Conclusoes

e os dados de contagem de percevejos da espécie Euschistus heros apresentam
dependéncia espacial;

e aanalise exploratodria é eficiente para detectar valores discrepantes;
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e por meio de mapa obtido pela krigagem ordinaria é possivel detectar a entrada de
percevejos na area experimental e a regiao com cores mais fortes indicam maior
infestacao, permitindo detectar se algum fator externo contribui para a entrada de
percevejos.

e com a aplicacao dos métodos geoestatisticos € possivel reduzir o numero de amostras
e o custo do experimento, em areas georreferenciadas na pesquisa com insetos-pragas.
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Introducao

A cultura da soja apresenta diversas espécies de artropodes causadores de danos, que
consequentemente ocasionam a reducao da produtividade das lavouras ou diminuicao da
qualidade de graos e sementes (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al., 2006). Com o objetivo
de minimizar os problemas decorrentes do ataque de insetos na cultura da soja e disciplinar

a utilizacao de inseticidas, implementou-se o Manejo Integrado de Pragas (MIP-Soja), que
preconiza a utilizacao integrada de diversas taticas de controle.

Uma dessas estratégias utilizadas no MIP é a tecnologia de plantas geneticamente modificadas
(transgénicas) tolerantes a pragas. Atualmente, as plantas transgénicas tolerantes a lagartas
contém genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) que codificam toxinas letais para
determinados grupos de insetos. As plantas Bt apresentam um potencial de minimizar perdas
causadas por insetos-praga, principalmente da ordem Lepidoptera, bem como, reduzir a
utilizacao de inseticidas.

Entretanto, o uso desta tecnologia proporciona alguns questionamentos quanto ao seu impacto
sobre organismos benéficos nos agroecossistemas e também a evolucgao de resisténcia de
insetos praga as proteinas de Bt, devido a sua expressao ocorrer em toda a planta durante

todo o ciclo da cultura. Este trabalho tem por objetivo avaliar comparativamente a frequéncia

e a densidade populacional acumulada de insetos fitéfagos e de artrépodes predadores, em
campos de soja nao-transgénica, RR e Bt.

Material e Métodos

O experimento foi instalado na Fazenda Experimental da Embrapa Soja, localizada na regiao do
norte do Parana. O clima da regiao, segundo a classificagcao de Kéeppen, é do tipo subtropical
umido (Cfa). A média anual da temperatura é de 20,9°C e da precipitacao € de 1.615 mm.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com oito repeti¢coes. Os
tratamentos consistiram de trés genotipos de soja, uma cultivar nao-transgénica (BRS

284) e duas linhagens transgénicas RR e Bt RR2. Ambas as linhagens sao necessariamente
derivadas da cultivar BRS284. A linhagem RR contém o gene cp4-epsps que confere tolerancia
ao herbicida glifosato. A linhagem Bt RR2 contém o gene cry1Ac que confere tolerancia as
principais espécies de lagartas pragas da soja. O manejo fitossanitario nestes cultivos foi
realizado de acordo com as recomendacoes técnicas para cada tipo de genétipo, obedecendo
aos preceitos do manejo integrado de pragas da soja. Os produtos aplicados para o manejo
fitossanitario da cultura da soja sao apresentados naTabela 1.

A soja foi semeada em 5 de outubro de 2012 em parcelas com a dimensao de 18 x 18 metros.
A densidade de semeadura utilizada foi de 18 sementes/metro linear e espacamento de 0,50
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m entre linhas. A semente foi tratada com o fungicida carboxina+tiram (50+50g i.a./100Kg de
sementes). A adubacao foi realizada com 250 kg/ha de adubo quimico da formula NPK 00-20-20.
Semanalmente, entre os estadios R1 a R7.5 da soja, foram realizadas avaliacoes da densidade de
insetos praga e predadores através de método do pano-de-batida, conforme Hoffmann-Campo
et al. (2005), com quatro sub-amostras (batidas de pano) por parcela.

A partir dados de densidade de pragas e inimigos naturais por pano de batida (média de
quatro sub-amostras por parcela) foi calculado o indice IAD (insetos acumulados diarios), que
considera a densidade populacional diaria acumulada de individuos. Este método agrupa

os dados de datas de amostragem seguintes considerando o intervalo de tempo entre cada
amostragem. O indice IAD foi calculado pela seguinte equacao (eq. 1):

IAD =3 0,5 x (Pn + Pn+1) x D (1)

onde, Pn referem-se ao numero de individuos na amostra n, Pn+1 referem-se ao numero de
individuos na amostra seguinte; D é o tempo em dias entre amostragens sucessivas.

O dados de densidade populacional de pragas e predadores com valores acumulados diarios
(IAD), foram submetidos a analise de variancia e, havendo significancia do teste F para
tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 1. Produtos e doses utilizados no manejo fitossanitario dos genotipos de soja em estudo. Safra agricola
2012/13, Embrapa Soja, Londrina, PR.

03/10  Pré-Sem. BRS284/RR/Bt Spider 840 WG  Diclosulam 840 41,7
03/10  Pré-Sem. BRS284/RR/Bt Glifosato Atanor Glifosato 480 2700
07/10 Pré-Em. BRS284 Basagran 600 Bentazona 600 1600
28/11 R2 RR/Bt Glifosato Atanor Glifosato 480 2700
28/11 R2 BRS284 Select 240 EC Cletodim 240 700
12/12 R3 BRS284/RR/Bt  Priori Xtra Azoxistrobina+Ciproconazol 200+80 300
11/01 R5.5 BRS284/RR/Bt  Priori Xtra Azoxistrobina+Ciproconazol 200+80 300
11/01 R5.5 BRS284/RR/Bt Engeo Pleno Tiametoxam+Lambdacialotrina 146+141 250
23/01 R6 BRS284/RR/Bt Engeo Pleno Tiametoxam+Lambdacialotrina 146+141 250

" Estadios das soja: Pré-Sem. - pré-semeadura da soja; Pré-Em. - pré-emergéncia da soja.

Resultados e Discussao

Foram realizadas 11 amostragem, entre os estadios R1 a R7.5 da cultura de soja amostrando-
se 4.477 individuos, sendo Euschistus heros a espécies mais frequente com que 40,83% dos
individuos amostrados. Para os genotipos nao-Bt (BRS 284 e RR), Anticarsia gemmatalis e E.
heros apresentaram maior frequéncia se comparado aos outros insetos amostrados (Tabela 2),
indicando serem as pragas mais relevantes para a soja nao-Bt.

Para o genotipo Bt RR2, houve reducgao na abundéancia de insetos amostrados, motivada
principalmente pela menor densidade de lagartas, prevalecendo o percevejo E. heros com
66,20% de frequéncia. Cavalcante et al. (2009) afirmam que a modificagao da planta de soja,
com a insercao de genes de Bt pode causar alteracao nas interagdes planta/inseto fitofago/
inimigos naturais com impacto sobre a diversidade de inimigos naturais e outras espécies
nao-alvo. No caso da soja Bt, este impacto pode ser benéfico, desde que a tecnologia seja
acompanhada ao uso racional de inseticidas.
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Tabela 2. Frequéncia relativa dos principais insetos fitéfagos e artropodes predadores associados a diferentes
genotipos de soja, entre os estadios R1 a R7.5 da cultura. Safra agricola 2012/13, Embrapa Soja, Londrina, PR.

Tratamentos — genétipos de soja’

Insetos : : ] Total (%)
Cultivar BRS 284 Linhagem RR Linhagem Bt RR2
Anticarsia gemmatalis 31,95 32,82 4,92 25,78
Crysodeixis includens 10,57 16,47 1,21 10,54
Outras Lagartas 2,28 3,26 2,79 2,77
Euschistus heros 35,57 29,98 66,20 40,83
Outros Percevejos 0,82 1,13 1,68 1,12
Insetos predadores 13,08 11,61 13,18 12,55
Total de individuos® 1712 1688 1077 4477

" A cultivar BRS284 é nao-transgénica, as linhagens sao transgénicas essencialmente derivadas de BRS284, sendo a RR tolerante ao herbicida glifosato
e a Bt RR2 tolerante a lagartas e ao glifosato. 2 Refere-se ao total de individuos coletados ao longo de 8 amostragens em cada cultivar de soja.

No gendtipo Bt RR2, a densidade de A. gemmatalis e Crysodeixis includens foi reduzida em
relagcao a média dos genotipos nao-transgénicos, ja que a planta apresenta o gene cry1Ac

que codifica toxina letal para estas lagartas. No gendtipo Bt RR2, houve menor densidade de
predadores em relacao aos demais genodtipos, o que provavelmente esta relacionado a menor
oferta de lagartas como presas (Tabela 3). O habito generalista dos predadores possibilitou a
sua permanéncia na area evitando a reducao drastica da sua densidade populacional. Apesar
da menor densidade de predadores observada no genétipo Bt RR2, a relacao de predador
presa se manteve muito préxima entre aos genodtipos estudados sendo: 1:6,0; 1:6,7 e 1:5,8 para
BRS284, RR e Bt RR2, respectivamente. Os principais predadores amostrados no experimento,
independente do gendtipo, foram Geocoris spp. e Lebia spp.

Tabela 3. Densidade populacional acumulada diaria (IAD) de insetos fitofagos e artropodes predadores associados
a diferentes genotipos de soja, entre os estadios de R1 a R7.5 da cultura. Safra agricola 2012/13, Embrapa Soja,
Londrina, PR.

Cultivar BRS284 113,28 a’ 32,72b 114,80 ns 21,53 ns® 46,72 a
Linhagem RR 110,23 a 46,31 a 96,34 16,92 40,17 ab
Linhagem Bt RR2 11,08 b 217 c 134,05 22,59 29,52 b
C.V. (%)* 29,50% 31,34% 28,72% 34,54% 25,18%

" A cultivar BRS284 ¢é nao-transgénica, as linhagens sdo transgénicas essencialmente derivadas de BRS284, sendo a RR tolerante ao herbicida glifosato
e a Bt RR2 tolerante a lagartas e ao glifosato. 2 Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significan-
cia. ® ns: diferenca estatistica nao significativa pelo teste F a 5% de significancia.  C.V.: coeficiente de variacao.

Embora nao diferente estatisticamente, a densidade populacional de E. heros foi 17,5% e 39,5%
superior no genotipo Bt RR2, em relagao aos genédtipos nao-Bt (BRS284 e RR). Por apresentar

uma tecnologia recente, deve ser estudada em maior profundidade, para se obter informacoes
mais detalhadas sobre organismos nao-alvo e as interacoes destes com seus inimigos naturais.

Conclusao

O gendtipo Bt RR2 reduz drasticamente a densidade das lagartas Anticarsia gemmatalis e
Crysodeixis includens no cultivo, contribuindo para o manejo integrado de pragas na cultura. A
reducao da densidade populacional de insetos predadores no gendtipo Bt RR2 esta relacionada
a menor densidade de presas disponiveis, pois a propor¢cao predador:presa e a frequéncia de
predadores na comunidade de insetos € minimamente alterada neste genétipo.
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Introducao

A cultura do milho (Zea mays L.) é cultivada em diversos paises do mundo, e no Brasil se
destaca por ser uma das principais commodities agricolas. Entretanto, dentre os principais
fatores limitantes do cultivo desse cereal se destaca os problemas fitossanitarios, como a
ocorréncia de lepiddpteros desfolhadores. Por esta razao, a o uso de hibridos resistentes a
insetos tem ocupado grande espacgo no cenario nacional e mundial, por ser uma eficiente tatica
do manejo integrado de pragas (James, 2009). O milho geneticamente modificado resistente

a pragas expressa a proteina inseticida da bactéria Bacillus thuringiensis Berlinier (Bt) no

tecido da planta. Esse advento tecnoldgico foi desenvolvido principalmente para o controle

de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), porém também pode apresentar impacto
sobre outros lepidépteros-praga (Van den Berg & Wyk (2007). Dentre as vantagens do cultivo

de milho Bt se destaca a reducao no uso de inseticidas nas lavouras, o que contribui com o
menor impacto ambiental (Wang et al., 2004). Embora essa ferramenta seja bastante eficiente
na regulacao populacional da praga-alvo, a reducao no uso de agrotoxicos pode favorecer a
incidéncia de pragas-nao-alvo. Nesse sentido, atualmente muitos produtores tem observado

o crescimento populacional de Spodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae) em lavouras

de milho, principalmente nas areas onde cultiva-se a tecnologia Bt. Esse fato tem deixado os
produtores em alerta, pois o inseto pode estar encontrando condig¢oes favoraveis nas lavouras
de milho Bt para o seu desenvolvimento. As razoes que podem favorecer o crescimento
populacional de pragas nao-alvo sao o menor uso de inseticidas e também a menor competicao
por alimento com outras pragas (Zeilinger et al. 2011). Porém ainda sao escassas as informacoes
a respeito do impacto da tecnologia Bt sobre pragas nao-alvo Desse modo, devido a
necessidade de esclarecer esta relagao trofica, o objetivo desse estudo foi avaliar os aspectos
bioldgicos de S. eridania desenvolvida em milho Bt e nao Bt, para que possa ser possivel indicar
um manejo apropriado para a regulacao populacional da praga.

Material e Métodos

Esse estudo foi realizado na Embrapa Soja, em camaras climatizadas do tipo BOD, reguladas
a 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 60 = 10% e fotofase de 14 h. As lagartas de S. eridania
utilizados no provieram da criacao da proépria instituicao, mantidas ha aproximadamente 20
geracoes.

As isolinhas de milho utilizadas no estudo foram um milho hibrido nao Bt (2B688) e as isolinhas
Bt Herculex® | (companhia Dow Agrosciences) e Powercore™ (companhia Dow Agrosciences
em parceria com a Monsanto). O milho Herculex* | (evento TC1507) expressa o gene inseticida
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cry1F, enquanto o milho Powercore™ (evento MON89034 x DAS01507 x MONO00603) expressa
cinco genes estaqueados, sendo trés inseticidas: cry1F + cry1A.105 + cry2Ab2, e dois herbicidas
(EPSPS + PAT) que proferem tolerancia aos herbicidas glifosato e glufosinato (Santos et al.,
2012).

Em casa de vegetacao foi realizada a semeadura das plantas em vasos de 8L, contendo terra
esterilizada. Para cada isolinha utilizou-se 15 vasos, onde foram colocadas cinco sementes em
cada, totalizando 75 plantas.linhagem. O molhamento do substrato (terra esterilizada) ocorreu
imediatamente antes e apos a semeadura, de modo a garantir a distribuicao homogénea da
umidade dentro dos vasos. Posteriormente, a vistoria e irrigacao das plantas foram realizadas
diariamente. O manejo nutricional do milho foi realizado com adubacao de sulfato de amonio
[(NH,),SO,] seguindo as recomendacdes técnicas da regiao (Rodrigues & Neto, 2011). As
técnicas de manejo fitossanitario (herbicidas, fungicidas ou inseticidas) nao foram realizadas
durante o ciclo da cultura, para nao ter influéncia de outros fatores no estudo

A coleta de folhas para oferta as lagartas ocorreu no milho a partir do estadio 2 ( plantas com
oito folhas distendidas) (Francelli & Dourado-Neto, 2000), que foram cortadas em pedagos com
area aproximada de 30 cm? para serem ofertadas as lagartas. Em seguida, as folhas de milho
foram submetidas a um processo de higienizacao, sendo submersas em solucao de adgua e
hipoclorito de sodio (5%) por 15 min. Apés esse periodo, as folhas foram retiradas da solugao e
secas por 30 min, até a evaporacao da solucao antes do material ser ofertado as lagartas.

Bioensaios 1 e 2: aspectos bioldgicos de S. eridania de 1° e 3° instares em milho
Bt e nao Bt

Bioensaio 1: no bioensaio de primeiro instar, lagartas recém eclodidas (até 24 h de vida) foram
individualizadas em copos parafinados de 50 mL em cada tratamento, com auxilio de um pincel
de ponta fina (0,6 mm). Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com trés tratamentos (hibrido nao Bt 2B688 e duas isolinhas Bt, Herculex e Power-core) com 10
repeticoes compostas por oito lagartas individualizadas (80 lagartas. tratamento™). Dentro de
cada copo foi ofertada uma éarea foliar de 30 cm?. lagarta” Na base de cada folha foi colocado
um chumaco de algodao embebido em agua, para retardar o ressecamento das folhas, que
foram trocadas diariamente, junto a avaliacao do instar larval e a taxa de mortalidade dos
individuos.

Bioensaio 2: Nesse bioensaio as lagartas foram mantidas em dieta artificial (Greene et al. 1976)
até atingirem o terceiro instar, quando foram transferidas para os respectivo tratamentos. A
partir desse momento, utilizou-se a mesma metodologia descrita no bioensaio 1.

Bioensaio 3 aspectos bioldgicos e consumo foliar de S. eridania de 5° instar em
milho Bt e nao Bt

Seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente para os bioensaios com S. eridania
de 1° e 3°instares, as lagartas foram mantidas em dieta artificial até atingirem o 5° instar,
quando foram individualizadas em copos parafinados e ofertada a area foliar de milho para
seu consumo. Como houve sobrevivéncia larval das lagartas de 5° instar e, consequentemente
consumo foliar, a area consumida por S. eridania nos diferentes hibridos de milho foi
mensurada. Paralelamente, utilizou-se uma testemunha (com auséncia da praga) para avaliar a
reducao foliar devido a uma possivel desidratacao, que apresentou a média de 5% de reducao
da area foliar, permitindo corrigir a area consumida. As avaliagoes da area consumida pelas
lagartas ocorreram diariamente, utilizando-se o equipamento de medicao foliar modelo LICOR
300 até os insetos morrerem ou cessaram a alimentacao.
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Bioensaios 4 e 5: aspectos bioldgicos de S. eridania e S. frugiperda em graos de
milho Bt e nao Bt e comparacao da taxa de consumo

As lagartas neonatas foram individualizadas de acordo com a metodologia descrita no
bioensaio 1. O delineamento utilizado foi inteiramente casualisado, com trés tratamentos
(hibrido nao Bt 2B688 e isolinhas Bt, Herculex e Power-core) e cinco repeticoes, compostas por
11 lagartas individualizadas. Para alimentacao dos insetos ofertou-se graos imaturos de milho
ad libitum até completarem a fase larval (fase de pré-pupa).

Quando os insetos atingiram o 5° instar, procedeu-se a mensuragao do consumo de graos de
milho, por meio de pesagem diaria do alimento, antes e apds (24 h) ser ofertado para a praga.
Para corregcao do peso de graos consumido, foi utilizada uma testemunha (com auséncia de
lagarta), e foi registrada uma perda média de 7% de peso por desidratacao.

O instar larval e a taxa de mortalidade de ambas as espécies foram avaliados diariamente.
No intervalo de 24 h apés os insetos atingirem a fase de pupa, as mesmas foram separadas
por sexo e pesadas (g) com uso de balanca analitica. Nesse bioensaio foram comparados os
seguintes parametros bioldgicos: duragao da fase jovem (em dias), taxa de mortalidade (%),
peso de pupa (g) e razao sexual de S. eridania e S. frugiperda.

Analises estatisticas

Os resultados dos diferentes bioensaios foram submetidos as analises exploratorias para avaliar
as pressuposicoes de normalidade dos residuos (Shapiro & Wilk 1965), a homogeneidade

de variancia dos tratamentos e a aditividade do modelo (Burr & Foster 1972) para permitir a
aplicagcao da ANOVA. As médias foram entao comparadas pelo teste de Tukey para os ensaios
realizados com a area foliar do milho, exceto para a comparagcao dos parametros bioldgicos

de S. eridania e S. frugiperda onde se empregou o teste t de Student (SAS Institute 2001). Para
ambas a analise considerou-se diferenca significativa quando p <0,05.

Resultados e Discussao

De forma geral, verificou-se que a parte vegetativa (area foliar) e reprodutiva (graos frescos)
de milho Bt prejudicam o desenvolvimento de S. eridania. Entretanto, a area foliar Bt e nao Bt
foram inapropriadas para a praga, pois nao permitiu o desenvolvimento da mesma. Por outro
lado, quando a praga alimentou-se de graos imaturos de milho nao Bt foi possivel completar a
fase jovem.

Quando as lagartas recém eclodidas de S. eridania alimentaram-se da area foliar de milho Bt,
morreram mais rapidamente do que as desenvolvidas na isolinha nao Bt (Tabela 1), porém a
taxa mortalidade foi de 100% em todos os tratamentos, com longevidade inferior a dois dias.

Resultados semelhantes foram observados com as lagartas de 3° instar, pois embora alguns
individuos tenham realizado ecdise, a praga nao conseguiu completar a fase jovem em nenhum
tratamento. Assim como observado no bioensaio com lagartas neonatas, novamente verificou-
se que as isolinhas Bt aceleraram a morte da praga (Tabela 1).

A ma qualidade nutricional da area foliar do milho foi comprovada com o estudo dos aspectos
bioldgicos das lagartas de 5° instar, onde tambeém registrou-se 100% de mortalidade da praga
em todos os tratamentos (Tabela 1). As lagartas que se alimentaram da area foliar do milho
Powercore tiveram 85% de mortalidade antes de realizarem a ecdise, enquanto nas isolinhas
Herculex e nao Bt essa taxa foi de apenas 25 e 15%, respectivamente. Apesar dessa diferenca,
nenhuma lagarta que atingiu o 6° instar conseguiu empupar, evidenciando a ma qualidade
nutricional do alimento para a espécie.



120 VIl Jornada Académica da Embrapa Soja

O impacto dos eventos Bt sobre a praga ficou mais claro quando comparado o consumo

foliar, que foi superior na isolinha nao Bt, enquanto Powercore e TC1507 nao diferiram entre si
(Tabela 1). Porém, deve-se considerar que as lagartas nao atingiram a fase de pupa em nenhum
tratamento, demonstrando que a area foliar de milho nao apresenta condi¢coes nutricionais
apropriadas para o desenvolvimento de S. eridania. Embora estudos relatem que a espécie

S. eridania ocorra em lavouras de milho, o presente trabalho demonstra que a praga tem

baixo potencial bidtico quando se alimenta somente da area foliar dessa cultura. Assim, a sua
ocorréncia nas lavouras de milho pode ser atribuida a outros fatores, como por exemplo outras
plantas hospedeiras que podem estar servindo de alimento para a praga.

Essa hipodtese € ratificada pelo fato de que foi observado que as lagartas de 1° e 3° instar
praticamente nao ocasionaram injurias foliares no milho, mesmo quando ofertado o hibrido
nao Bt. Os autoresTingle et al. (1978) encontraram lagartas de S. eridania alimentando-se de
caruru (Amaranthus hybridus) em lavouras de milho, e raramente observaram a praga atacando
as plantas cultivadas. Outra planta invasora que ocorre em lavouras de milho e apresenta
condicOes nutricionais que permitem o desenvolvimento da praga é a corda-de-viola (lpomea
grandifolora) (Santos et al. 2005). Assim, dentro do contexto do MIP, a manutencao de plantas
espontaneas que sao hospedeiras de pragas, pode ser benéfica, pois a sua eliminacao podera
potencializar os danos da praga. Assim, o manejo adequado das plantas daninhas antes e logo
apos o a semeadura podem consistir num importante fator para reducao de pragas secundarias
na cultura do milho. Essas hipoteses, entretanto, precisam a ser mais bem investigadas
estudando o comportamento e a migracao dessa praga em condi¢coes de campo.

Tabela 1. Aspectos biologicos de S. eridania alimentada com area foliar de isolinhas de milho Bt e nao Bt. Londrina,
2012.

2B688 1,7 +0,13a [100] 3,69 + 0,15 b [41] 58,87 + 4,85 a
2B688 Herculex 1,0 £ 0,04 b [100] 4,83 + 0,25 a [73] 42,20+2,61b
2B688 PowerCore 1,0 £ 0,06 b [100] 4,92 + 0,08 a [95] 37,65+2,38b
CV (%) 19,48 12,50 16,78
GLesiduo 27 27 12
F 21 16,14 10,45
P <0,01 <0,01 <0,01

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna do mesmo estadio de desenvolvimento do inseto nao diferem entre si pelo teste de Tukey

(p>0,05). "ANOVA nao significativa.

Os graos imaturos de milho Bt ofertados para S. eridania e S. frugiperda ocasionaram 100%

de mortalidade das lagartas neonatas, que sobreviveram por menos de dois dias em ambos os
eventos Bt, comprovando o impacto dessas proteinas para ambos lepidopteros. Porém, para as
lagartas alimentadas com a isolinha nao Bt verificou-se que ambas as espécies completaram

a fase jovem (Tabela 2). A espécie S. eridania apresentou menor viabilidade larval, porém
apresentou maior longevidade (Tabela 2) assim como maior taxa de consumo de graos (Figura
1), entretanto, o peso de pupa foi significativamente inferior ao de S. frugiperda (Tabela
2).Entretanto, mesmo com maior mortalidade de S. eridania em relacao a S. frugiperda, a
praga apresentou maior taxa de consumo de graos, o que demonstra que a ocorréncia de S.
eridania durante o espigamento da cultura podera ocasionar perdas significativas de producao.
Além do dano direto (consumo de graos) a ocorréncia da praga na espiga pode promover a
infestacao de microlepidopteros, permitir a infecgcao por doengas da espiga e contaminacgao
por aflotoxinas (Rodriguez-del Bosque 1996, Rodriguez-del Bosque et al.,1998). Recentemente,
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alguns estudos tém demonstrado que a presenca da lagarta-da-maca do algodao Helicoverpa
armigera (Hibner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) em espigas de milho pode acarretar em perda
de aproximadamente 14% do peso de espiga, além de afetar a proporcao nutricional dos graos,
alterando os teores de gordura e proteina (Keszthelyi et al. 2011).

Tabela 2. Desenvolvimento larval e pupal de S. eridania comparado com S. frugiperda alimentada com graos frescos
de milho nao Bt. Londrina, 2012.

S. eridania 21,55 +0,73 a 56,40 6,85 b 539+0,31a 0,26 + 0,01
S. frugiperda 18,38 +0,78 b 80,20 £5,25 a 392+0,32b 0,29 £ 0,01
CV (%) 8,49 19,96 15,42 6,63

GL residuo 8 8 8 8
F 8,77 7,61 10,34 7,31
P 0,01 0,02 0,01 0,03

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna do mesmo estadio de desenvolvimento do inseto nao diferem entre si pelo teste de t (p>0,05).
"ANOVA nao significativa.

Isso pode ser justificado pela provavel menor adaptacao a cultura, uma vez que de forma geral
a espécie S. eridania desenvolve-se melhor em culturas de familias diferentes, que nao sejam
pertencentes ao grupo das Poacea. Isso pode justificar também a maior duracao da fase jovem
observado para S. eridania comparativamente a S. frugiperda, o que refletiu em maior consumo
de graos e consequentemente em maior peso de pupas do que S. frugiperda.

Conclusao
A fase jovem de S. eridania apresenta potencial para ocasionar danos em lavouras de milho
nao Bt, entretanto somente quando o ataque ocorrer nas espigas, pois a praga nao consegue
completar o seu desenvolvimento quando se alimenta da area foliar da cultura. Quando
alimentadas com milho Bt, observa-se 100% de mortalidade para os espécimes alimentados
com a area foliar ou graos da espiga da planta.
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Produtividade e teor foliar de nitrogénio na
soja em funcao da pressao de pastejo, época
de dessecacao e aplicacao de nitrogénio em
sistema lavoura-pecuaria.
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Norte do Parana, Londrina, PR; Bolsilta PIBIC/CNPq. 2(Embrapa Soja, Londrina, PR.

INTRODUCAO

A intensificacao do uso da terra, integrando as atividades da agricultura e da pecuaria tem se
mostrado como opcgao viavel para o aumento da rentabilidade e da sustentabilidade quando
comparado com os sistemas exclusivos. A integragao lavoura-pecuaria (ILP), como tem sido
comumente denominada, tem chamado a atencao de produtores e ambientalistas devido ao
aumento na eficiéncia de uso dos recursos disponiveis nos agroecossistemas, associado a
melhoria da qualidade do solo e da agua, reducao do consumo de insumos e geragcao de maior
renda por area (BALBINOT JR. et al., 2009; NAIR et al., 2010). A ILP pode ser definida como

um sistema de producao que alterna, na mesma area, o cultivo de espécies para producao

de graos e pastagens de forma concomitante ou nao, de modo que haja sinergia entre as
atividades (NAIR et al., 2010). Apesar do aumento no nivel de adogao de sistemas de ILP

ainda permanecem varias duvidas quanto ao manejo mais adequado da pastagem na fase

de transicao entre a pecuaria e a lavoura. A forrageira Urocloa ruziziensis tem sido uma das
espécies mais utilizadas pelo produtor de graos no inicio das atividades com pecuaria. Apesar
de apresentar menor capacidade relativa de suporte animal e maior suscetibilidade relativa a
cigarrinha das pastagens, a facilidade de manejo com baixas doses de herbicida, o habito de
crescimento prostrado sem a formacao de touceiras e a producao de forragem de boa qualidade
fazem desta espécie uma importante opcao de forrageira para a ILP. Apesar disto ainda existem
poucas informacoes sobre a melhor forma de manejo desta forrageira quando se associa a
pressao de pastejo com a época de dessecacao na transicao do sistema de pecuaria para a o
sistema de lavoura com a cultura da soja. Outra duvida que existe na condugao de sistema de
ILP é se com o uso de forrageira tropicais em sucessao ou rotagao com a soja seria necessaria
a complementacao com adubacao nitrogenada na implantacao de cultura da soja devido ao
aumento da quantidade de palhada no sistema. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito
da pressao de pastejo, da época de dessecacao da pastagem e da aplicacao de nitrogénio na
semeadura sobre a produtividade e o teor de nitrogénio foliar da cultura da soja cultivada em
sucessao a uma pastagem perenizada de Urocloa ruziziensis.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido na Embrapa Soja em Londrina/PR (23°12" S, 51°11" W e altitude média
de 585 m), sobre um Latossolo Vermelho Distroférrico muito argiloso (respectivamente 787,
168 e 45 g kg™ de argila, silte e areia), que vinha sendo cultivado sob SPD ha quinze anos com
soja no verao e trigo ou aveia preta no inverno. De agosto de 2008 a setembro de 2009 a area
foi ocupada com pastagem de Urocloa brizantha cv. ‘Xaraes'. Entre outubro de 2009 a marco
de 2010 a area foi cultivada com soja. Apods o cultivo da soja a area foi semeada com Urocloa
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ruziziensis. A partir de outubro de 2010 até maio de 2011 a area foi uniformemente pastejada
com a pressao de 2 UA/ha. Apds um periodo de 60 dias de diferimento, a pastagem recebeu em
22/07/2011 adubacgao com 45 kg/ha de N na forma de sulfato de amonio. A partir de agosto até
dezembro de 2011 a area foi uniformemente pastejada com a pressao de 2 UA/ha. A partir de
dezembro de 2012 quando a pastagem estava com altura média de 50 cm, foram estabelecidos
trés piquetes com aproximadamente 1 ha e um quarto piquete com area de 0,5 ha. Nos piquetes
de 1,0 ha foram estabelecidos os seguintes niveis de pressao de pastejo: P1 = pastejo continuo
com 2 UA/ha; P2 = pastejo continuo com 4 UA/ha e P3 = pastejo continuo com 6 UA/ha. Os
pastejos foram estabelecidos com o objetivo de manter alturas aproximadas de 50, 35 e 15

cm para P1, P2 e P3, respectivamente. Os animais eram constituidos de bovinos machos e
fémeas sem padrao racial. A area de 0,5 ha foi mantida sem pastejo. Em 31/05/2012 os animais
foram retirados das areas pastejadas, que foram mantidas sem animais até outubro. A partir

do dia 03 de outubro de 2012 foram delimitadas areas de 50 m? onde foram estabelecidos os
seguintes tratamentos de dessecacao: primeira época, dessecacao da forrageira 35 dias antes
da semeadura da soja (DAS); segunda época, dessecacao da forrageira 28 DAS; terceira época,
dessecacao da forrageira 20 DAS; e quarta época, dessecacao da forrageira 8 DAS. Em todos

os tratamentos, foi utilizado o herbicida glifosato para dessecacao, na dose de 2,52 kg i.a. ha™.
Um dia apds a quarta época de dessecacao foi feita a aplicacao de 30 kg/ha de N na forma de
sulfato de amoénio em subparcelas de 25 m2. O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso com parcelas subdivididas e quatro repeticdes. Nas parcelas foi semeada em 06/11/2012

a cultivar de soja ‘BRS 360RR’, utilizando-se uma semeadora-adubadora tratorizada equipada
com mecanismos sulcadores do tipo guilhotina para o adubo e discos duplos desencontrados
para a semente. A semeadora foi regulada visando o estabelecimento de 350 mil plantas de
soja por hectare, com espacamento de 0,45 m entre linhas. A adubacao de base equivaleu a 50
kg ha de P,O, e de K,O. As sementes foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum e B.
elkanii, estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019. Os tratos culturais e tratamentos fitossanitarios foram
realizados seguindo as indicagoes técnicas para a cultura na regiao. Em 15/01/2013 quando a
soja se encontrava no estadio de desenvolvimento R3, foram coletados 20 trifolios por parcela,
em geral o terceiro ou quarto trifélio de cima para baixo, sem o peciolo. As folhas foram secas a
50 °C durante 72 h até peso constante, moidas e armazenadas para analise. O teor de nitrogénio
na folha foi determinado apds digestao sulfurica pelo método de Kjeldhal (EMBRAPA 1997). A
produtividade da soja foi estimada por meio da colheita de trés linhas de 10 m por subparcela,
sendo os valores corrigidos para a umidade de 13% e expressos em sacas ha'. Os dados foram
submetidos a analise da variancia (teste F, P<0,05), sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P<0,05), utilizando-se o programa SISVAR 4.3 (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fatores niveis de pastejo, época de dessecacao e aplicacao de nitrogénio influenciaram as
variaveis teor foliar de N e produtividade da soja, porém sem apresentar interacao entre si
(dados nao apresentados).

A produtividade da soja aumentou com o pastejo das areas, porém nao foi observada diferenca
significativa entre os niveis de pastejo (Figura 1). O aumento da produtividade da soja com

o pastejo também foi observado por Debiasi e Franchini (2012), quando foi utilizada Urocloa
brizantha cv. Xaraes como forrageira. Varios fatores podem estar relacionados a este efeito,
podendo ser destacadas a alteragao na dinamica de nutrientes e a melhoria nas condigoes de
plantabilidade devido a reducao na quantidade de palhada. No presente estudo, a quantidade
de palha na area nao pastejada chegou a 17 ton ha’, quantidade que pode interferir na
qualidade da semeadura e no estabelecimento inicial da cultura. Debiasi e Franchini (2012)
observaram que quantidades de palha maiores do que 9 ton ha”' interferem negativamente na
produtividade da soja.



VIl Jornada Académica da Embrapa Soja 125

A produtividade da soja aumentou a medida que foi reduzido o periodo entre a dessecacao e a
semeadura, sendo a diferenca significativa apenas entre os periodos extremos (Figura 2). Esse
comportamento foi o inverso do observado por Debiasi e Franchini (2012) quando avaliaram

o efeito da época de dessecagao em Urocloa brizantha. Desta forma, a dessecac¢ao de Urocloa
ruziziensis mais proxima da semeadura da soja exerceu efeito positivo sobre o estabelecimento
e desenvolvimento da soja. Nesse sentido, Franchini et al. (2009; 2011) observaram que o
desenvolvimento radicular e a produtividade foram aumentados quando a soja foi cultivada em
sucessao a Urocloa ruzizienses em comparagao com a soja em sucessao ao milho safrinha e ao
Panicum maximum cv.Tanzania.

A aplicacao de nitrogénio mineral antes da semeadura diminuiu a produtividade da soja (Figura
3). Mesmo com a mudanca do ambiente de producgao devido a presenga de maior quantidade
de palha na ILP, a aplicacao de nitrogénio mineral suplementar nao contribui para o aumento de
produtividade da soja. Dados anteriormente obtidos pela Embrapa Soja em inumeras condi¢oes
demonstram que o processo de fixacao bioldgica de nitrogénio é suficiente para supriro N
requerido para altas produtividades, dispensando a aplicacao de N suplementar na forma
mineral (HUNGRIA et al., 2006).

O teor de N foliar na soja foi significativamente alterado apenas pela aplicacao de N mineral
(Figura 4). A aplicacao de N suplementar antes da semeadura da soja reduziu o teor de N
foliar. Este comportamento indica que a aplicacao de N na forma mineral pode ter afetado

o processo de fixacao bioldgica, reduzindo a eficiéncia simbidtica e a assimilacao de N pela
planta. A aplicacao de N mineral reduziu os teores foliares para abaixo do nivel considerado de
suficiéncia para a cultura (4,5%) (TECNOLOGIAS..., 2010).
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CONCLUSOES

e 0 pastejo, independente da quantidade de animais por drea, aumentou a produtividade
da soja cultivada em sucessao a pastagem.

e a produtividade da soja foi inversamente proporcional ao tempo de dessecacao da
Urocloa ruziziensis.

e aaplicacao de nitrogénio mineral reduziu o teor foliar de N e a produtividade da cultura
da soja.
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Introducao

O percevejo-marrom, Euschistus heros, € uma das principais pragas da cultura da soja (PANIZZI
et al., 2012), tanto pela intensidade dos seus danos quanto pela dificuldade de seu controle.

O monitoramento da praga com amostragens periddicas é indispensavel para se obter a
melhor eficiéncia no manejo com uso racional de inseticidas. O correto posicionamento da
pulverizagcao para percevejo evita perdas pelo ataque da praga, reduz os custos de producao e
a contaminacao ambiental. Além disso, o uso racional de inseticidas reduz o risco de ocorréncia
de surto de pragas secundarias, como acaros e lagartas. Atualmente o pano-de-batida é o
meétodo mais indicado para a amostragem de percevejos, porém, embora seja eficiente, é
trabalhoso e demorado, o que limita o seu uso entre os agricultores. Assim, é necessario o
desenvolvimento de métodos mais rapidos e praticos, igualmente confiaveis e compativeis com
as extensas areas de cultivo de soja no Brasil.

Dentre as opg¢des disponiveis atualmente o sensoriamento remoto pode ser uma ferramenta viavel
para o monitoramento de pragas em extensas areas, necessitando, porém que sejam identificados
sensores capazes de realizar o correto diagnéstico. O NDVI (Normalized Difference Vegetation
Index) € um indice bastante difundido e apresenta relagao direta com as caracteristicas biofisicas da
planta. O teor de clorofila das folhas pode ser analisado indiretamente por SPAD, Soil Plant Analysis
Development (MINOLTA,1989), medidor portatil para medigao de clorofila usando a diferenca de
densidade otica de dois comprimentos de onda. Neste contexto foram realizados experimentos com
objetivo de avaliar a resposta da planta de soja a diferentes intensidades de infestagdo do percevejo-
marrom, Euschistus heros, em relacao ao teor de clorofila (SPAD) e ao NDVI.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Embrapa Soja, em Londrina, PR. A semeadura da soja foi
realizada em 06/10/2012 com a cultivar BRS 295 RR, na densidade de 18 sementes/m de linha,
espacamento entre linhas de 50cm e adubacao com 250 kg/ha da formula NPK 00-20-20. A
semente foi tratada com 250mL/100Kg de sementes do fungicida Vitavax Thiram 200 SC (20%
de carboxina + 20% de tiram). A emergéncia ocorreu seis dias apds a semeadura. Quando as
plantas atingiram o estadio V3 foram instaladas gaiolas teladas para protegé-las do ataque nao
controlado de percevejos. Cada gaiola cobriu uma area de 1x1 m, contendo duas linhas de soja
de 1 m de comprimento, a densidade de plantas foi ajustada para 15 plantas/linha, perfazendo
30 plantas/gaiola.
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Foram estudadas quatro densidades de percevejos/gaiola (0, 2, 4, 8 e 16) em dois experimentos,
um com 10 outro com 4 dias de infestacao. No primeiro caso a infestacao iniciou no estadio R1
da soja (inicio de florescimento) e no segundo caso em R2 (florescimento pleno). Foi utilizado

o delineamento experimental de blocos ao acaso, cada tratamento teve seis repeticoes e

cada unidade experimental foi composta por uma gaiola telada. A infestacao foi realizada

com insetos adultos coletados em campo. As gaiolas foram vistoriadas periodicamente

para deteccao e substituicao de insetos mortos. As leituras de SPAD (clorofila) e NDVI foram
realizadas na mesma data para ambos os experimentos, em 26/11/2012.

Para se obter o indice de Vegetacdo por Diferenca Normalizada (NDVI) (ROUSE et al., 1973), foi
utilizado o aparelho GreenSeeker® 505 HandHeld Sensor, € um sensor 6ptico ndo formador de
imagem capaz de medir tal indice. O NDVI consiste no calculo da diferenca entre emissédo e reflexao
de dois comprimentos de onda do espectro eletromagnético: infravermelho préximo (0,725-1,1 um) e
vermelho (0,58-0,68um) (ROUSE et al., 1973), e seu valor varia de -1 a 1. As leituras foram realizadas
dentro de cada parcela entre as duas linhas, medindo somente a parte aérea das plantas.

O SPAD fornece leituras que se correlacionam com o teor de clorofila presente na folha. Os
valores sao calculados pela leitura diferencial da quantidade de luz transmitida pela folha, em
duas regioes de comprimento de onda (650 nm e 940 nm), e a absorcao de luz pela clorofila
ocorre no primeiro comprimento de onda (Swiader & Moore, 2002). As leituras foram realizadas
em seis plantas de cada parcela, sendo medido o valor SPAD do trifolio central da terceira folha
expandida de cada uma das seis plantas/parcela. O teor de clorofila foi estimado pela equacao 1:

Teor de Clorofila = SPAD x 0,0007 - 0,0071 (1)

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, havendo significancia
para tratamentos, suas médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Os indices de SPAD variaram de acordo com a intensidade de ataque de percevejos, tanto no
maior (10 dias) como no menor (4 dias) tempo de infestagao. O aumento da intensidade de
ataque reduziu os valores de SPAD (Tabelas 1 e 2). Maiores valores de SPAD foram observados
nas plantas sem ataque de percevejos diferindo estatisticamente da maior intensidade de
infestacao, 16 percevejos/gaiola, para o tempo de infestacao de 10 dias. Enquanto que para o
tempo de infestacao de 4 dias a média do valor SPAD das plantas sem ataque diferiu de todas
as infestacOes superiores a 4 percevejos/gaiola. Niveis diferenciais de SPAD devido ao ataque
de insetos sugadores também foram detectados por GOLAWSKA et al. (2010) estudando quatro
espécies de leguminosas atacadas por pulgoes, em alfafa foi observada correlacao de 96% entre
a densidade da praga e o valor SPAD.

Os valores estimados de clorofila obedeceram a mesma tendéncia dos valores de SPAD, sendo
observada diferenca estatistica significativa para os dados de ambos experimentos.

Estes resultados indicam que o ataque de percevejos pode afetar o teor de clorofila em niveis
detectaveis pelo SPAD. Porém é importante considerar que no presente experimento ha uma
grande variabilidade dos valores de SPAD obtidos, o que observa-se pela amplitude das
leituras e pelo desvio padrao da média. Assim é necessario que novos estudos sejam realizados
para entender de forma mais aprofundada a resposta da planta ao ataque de percevejos em
diferentes estadios de desenvolvimento da planta, por diferentes tempos de infestacao e por
meio de leitura realizadas com diferentes intervalos apos o final da infestacao artificial.
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Tabela 1. Valores de SPAD, clorofila e NDVI de plantas de soja infestadas por 10 dias na fase de florescimento com
diferentes densidades do percevejo-marrom, E. heros.

SPAD -
Amplitude da
parcela®

SPAD - Desvio
padrao da
parcela?

SPAD -
Amplitude da
sub-amostra®

SPAD - Desvio
padrao da sub-
amostra’®

Densidade de
percevejos/30

plantas’

0 percevejos 35,86 a’ 32,70 - 38,23 2,50 28,50 - 40,50 3,35
2 percevejos 35,42 ab 30,50 - 39,37 3,67 26,10 - 43,30 5,10
4 percevejos 34,66 ab 31,45 - 38,60 2,70 26,30 - 41,00 4,04
8 percevejos 34,40 ab 29,70 -40,13 3,98 27,70 - 40,90 5,22
16 percevejos 33,64 b 29,83 - 39,37 3,36 25,50 - 41,40 4,64
C.V. (%)° 3,01% - - - -

Densidade de NDVI -
Desvio

padrao

Clorofila -
Desvio
padrao

NDVI - NDVI -

Amplitude

Clorofila -
Amplitude

Clorofila -
Média

percevejos/30
plantas’

0 percevejos 0,0180a" 0,0158-0,0197 0,0018 0,7867 ns® 0,720-0,818 0,0354
2 percevejos 0,0177 ab 0,0143 - 0,0205 0,0026 0,7995 0,779-0,810 0,0139
4 percevejos 0,0171 ab 0,0149 -0,1990 0,0019 0,7998 0,773 -0,827 0,0208
8 percevejos 0,0170 ab 0,0137 -0,0210 0,0028 0,7897 0,747 -0,819 0,0278
16 percevejos 0,0165 b 0,0138 - 0,0205 0,0024 0,8028 0,768 - 0,833 0,0223

C.V. (%)° 4,22% - - 1,35% - -

" A infestagao foi iniciada no estadio R1 da soja (16/11/2012). ? Parcela: refere-se a unidade experimental composta por uma gaiola de 1x1m contendo
30 plantas. ® Sub-amostra: refere-se 6 leituras realizadas em cada parcela. * Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. ® C.V. (%) — coeficiente de variacao. ® Nao houve diferenca estatistica para tratamentos pelo teste t a 5% de
significancia.

Tabela 2. Valores de SPAD de plantas de soja infestadas por 4 dias na fase de florescimento com diferentes
densidades do percevejo-marrom, E. heros.

Densidade de
percevejos/30

SPAD -
Amplitude da
parcela?

SPAD - Desvio
padrao da
parcela®

SPAD -
Amplitude da
sub-amostra®

SPAD - Desvio
padrao da sub-
amostra®

SPAD -
Média

plantas’

0 percevejos 35,86 a° 32,70 - 38,23 2,50 28,50 — 40,50 3,35
2 percevejos 34,47 ab 28,73 -37,10 3,30 27,20-40,10 4,18
4 percevejos 3347 b 30,02 - 35,20 2,15 24,80 - 40,20 4,05
8 percevejos 33,48 b 32,15 - 36,33 1,47 25,60 - 41,00 3,67
16 percevejos 3341b 30,17 - 35,40 2,25 22,60 - 39,30 3,94
C.V. (%)’ 3,00% - - - -

Clorofila -
Desvio

Densidade de

NDVI - NDVI -

Amplitude

Clorofila -
Amplitude

Clorofila -
Meédia

percevejos/30
plantas’

0 percevejos 0,0180a" 0,0158-0,0197 0,0018 0,7867 ns” 0,720-0,818 0,0354
2 percevejos 0,0171 ab 0,0130-0,0189 0,0023 0,7957 0,768 - 0,828 0,0205
4 percevejos 0,0163b 0,0139-0,0175 0,0015 0,7983 0,787 - 0,809 0,0082
8 percevejos 0,0163 b 0,0154-0,0183 0,0010 0,7917 0,759 - 0,823 0,0217
16 percevejos 0,0163 b 0,0140-0,0177 0,0016 0,7955 0,757 - 0,819 0,0215
C.V. (%)° 4,27 - - 1,39 - -

" A infestagao foi iniciada estaddio R2 da soja (22/11/2012). ? Parcela: refere-se a unidade experimental composta por uma gaiola de 1x1m contendo 30
plantas. ® Sub-amostra: refere-se 6 leituras realizadas em cada parcela. ¢ Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. 5 C.V. (%) - coeficiente de variagao. ® Nao houve diferenca estatistica para tratamentos pelo teste t a 5% de

significancia.

Houve variacao nas médias dos valores de NDVI medidos das plantas de soja sob diferentes
intensidades de ataque, porém nao foi detectada diferenca estatistica em nenhum dos tempos

de infestacao.
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Conclusoes

Existe resposta diferencial das plantas de soja devido ao ataque do percevejo-marrom, sendo
que o aumento da intensidade de ataque de percevejos reduziu significativamente os valores
de SPAD e o teor de clorofila. Porém existe uma elevada variabilidade dos dados medidos em
campo, indicando que novos e mais aprofundados estudos devem ser realizados antes que
sensores de SPAD/Clorofila possam ser indicados para o diagndstico do ataque de percevejos
em soja. Nas condigdes do presente estudo o NDVI nao foi capaz de detectar a resposta da
planta ao ataque de percevejo.
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Aplicacoes preventivas de inseticidas
intensificam o ataque do percevejo-marrom
Euschistus heros em soja
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Introducao

A soja é um dos principais produtos do agronegécio brasileiro, contribuido para
sustentabilidade social e econdmica do pais. O Brasil é atualmente o segundo maior produtor
e o maior exportador mundial do grao. A sojicultura brasileira é altamente tecnificada, porém
alguns fatores ainda limitam a expressao do potencial genético da cultura, notadamente clima,
propriedades e manejo do solo, gendtipos e aspectos fitossanitarios, como controle de plantas
daninhas, doencas e pragas.

A soja é atacada por varias pragas que podem reduzir a produtividade da cultura. Das pragas
gue ocorrem em soja 0s percevejos sao os que tém apresentado maior preocupacao quanto
aos danos causados e a dificuldade de controle. Os percevejos apresentam elevado potencial
de dano, pois atacam diretamente a vagem e o grao, causando perdas diretas de rendimento
e da qualidade de grao/semente. Euschistus heros é considerada a principal espécie atacando
soja no Brasil, em relagcao a outras espécies de percevejo esta € mais tolerante aos inseticidas
utilizados para o seu controle ao ponto de ocorrerem populacoes resistentes a inseticidas
organofosforados (SOSA-GOMES et al., 2001, 2009; SOSA-GOMES & SILVA, 2010).

O periodo critico da soja ao ataque de percevejos inicia na formacao de vagens (R3). Panizzi

et al. (1979) verificaram que as maiores perdas de rendimento ocorreram com ataques entre

a 3 semana a partir da formagao de legumes até uma semana antes da granagao completa

(R6). O ataque de percevejos (Piezodorus guildinii e E. heros) antes de R3 nao produz perdas
significativas de produtividade e qualidade de graos (CORREA-FERREIRA, 2005). Entretanto, a
presenca de percevejos na lavoura ja desde entes do inicio da fase critica da soja (R3), associada
a possibilidade de aproveitamento de pulverizacoes realizadas para controle de plantas
daninhas e doencas, tem estimulado a realizacao de pulverizagoes antecipadas (antes de R3).

Apesar de nao ser uma pratica recomendada, pulverizacdes preventivas com inseticida sao
realizadas desde antes da semeadura da soja, e em diferentes momentos na fase vegetativa

da cultura, visando sobretudo controlar preventivamente lagartas e percevejos da cultura. Tal
procedimento pode nao apresentar vantagens para o controle de percevejos, além de afetar
negativamente os agentes de controle bioldgico, aumentar os riscos de ocorréncia de surtos de
pragas secundarias e consequentemente os gastos com inseticida e o risco de intoxicacao do
agricultor e contaminacdo do meio ambiente (CORREA-FERREIRA et al., 2010). Além disso, o uso
nao racional de inseticidas aumenta os riscos de desenvolvimento de populacdes de percevejos
resistentes aos produtos.
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Assim foi realizado um experimento para avaliar o efeito do manejo de pragas com aplicacoes
preventivas de inseticidas para lagartas e percevejos sobre a densidade populacional de E.
heros no inicio da fase critica de dano desta praga a soja.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na fazenda experimental da Embrapa Soja, em Londrina, PR, na
safra agricola 2012/13. Os tratamentos consistiram em dois sistemas de manejo de pragas:

(T1) MIP - manejo integrado de pragas e (T2) controle preventivo. No tratamentoT1 nao foram
realizadas pulverizagoes com inseticida até o estadio R3 da soja, pois o nivel de controle de
lagartas nao foi atingido. No tratamento T2 todas as aplicagoes de inseticida foram realizadas
associadas a pulverizagoes com herbicida e fungicida na cultura, assim foram realizadas trés
pulverizacoes com inseticidas até o estadio R3, sendo duas com tiametoxam+lambdacialotrina
(35,25g+26,50g i.a./ha), uma realizada trés dias antes da semeadura e outra no florescimento da
soja (estadio R2), além de uma pulverizagao com o inseticida flubendiamida (24g i.a./ha) no final
da fase vegetativa da soja.

A semeadura da soja foi realizada em 05/10/2012 com a cultivar BRS 283, na densidade de 18
sementes/m de linha, espacamento entre linhas de 50cm e adubacao com 250 kg/ha da formula
NPK 00-20-20. A semente foi tratada com o fungicida carboxina+tiram (50+50g i.a./100Kg de
sementes).

Periodicamente foram realizadas amostragens de pragas pelo método do pano-de-batida. Os
dados da avaliacao realizada no inicio do estadio R3 da soja foram tabulados e as médias foram
comparadas pelo teste estatistico Scott-Knott a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

A avaliagao realizada no estadio R3 da soja, mostra que a densidade E. heros no tratamento
com manejo preventivo de pragas foi cerca de duas vezes maior do que aquela verificada no
tratamento MIP, havendo diferencga estatistica entre as médias dos tratamentos (Figura 1). No
manejo preventivo foram realizadas trés pulverizagoes com inseticida até o estadio R3, sendo
duas com inseticida indicado para controle de percevejos (tiametoxam+lambdacialotrina) e
uma com inseticida indicado para controle de lagartas (flubendiamida). No tratamento MIP
ndo houve aplicacdo de inseticidas. Isso indica que a realizacao de aplicacdes preventivas ndo
contribui para o manejo de percevejos na cultura da soja como observado também no estudo
de Bueno et al. (2011). Além disso, com a aplicacao preventiva aumenta-se os gastos com
inseticidas e riscos de contaminacao do trabalhador, meio ambiente e alimentos, bem como,
aumenta a pressao de ataque de percevejos no inicio da fase critica da soja ao dano da praga,
dificultando o manejo desta podendo demandar um maior numero de aplicacoes até o final do
ciclo da cultura em relacao ao sistema de uso racional de inseticidas, o Manejo Integrado de
Pragas (MIP).

A densidade de insetos predadores foi significativamente menor no tratamento com aplicagao
preventiva de inseticida, sendo em média duas vezes menor no manejo preventivo em relacao
ao MIP, indicando que os inseticidas aplicados em T2 sao prejudiciais a tais agentes de controle
bioldgico. A densidade de insetos predadores esteve inversamente relacionada a densidade
de percevejos, sendo possivel que a reducao da densidade destes inimigos naturais tenha
contribuido para um ataque mais intenso da praga em soja no inicio da fase critica da cultura
aos danos de percevejos (R3). Os insetos predadores ocorrentes na parte aérea das plantas de
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soja, comumente, tem habito alimentar generalista e atacam principalmente ovos e ninfas de
percevejos, bem como, outras pragas da cultura. As aplicagdes preventivas podem ter afetado
negativamente outros grupos importantes de inimigos naturais como os parasitoides de ovos.
Parasitoides e predadores representam as principais causas de morte de ovos de percevejos,
somados podem ultrapassar 90% de mortalidade de ovos da praga (MEDEIROS et al., 1997).

1,6

u MIP

M Preventivo

Insetos/pano-de-batida

Euschistus heros * Predadores *

Figura 1. Efeito do manejo preventivo sobre a densidade populacional de Euschistus heros e insetos predadores no inicio do periodo
critico de dano da soja a percevejos, estddio R3. Safra 2012/13, Londrina, PR. Houve diferenca estatistica entre os tratamentos pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Conclusao

A aplicacao preventiva de inseticidas para controle de percevejos e lagartas nao contribui para
o manejo eficiente do percevejo-marrom E. heros, aumentando a densidade populacional desta
praga e reduzindo a densidade de insetos predadores no inicio da fase critica da soja ao dano
de percevejos, estadio R3.
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Introducao

As perdas de produtividade relacionadas a seca tém sido atualmente o principal desafio para a
produgao de graos. A producgao brasileira para a safra 2012/2013 é estimada em 184,04 milhdes de
toneladas, 10,8% (17,87 milhdes de toneladas) superior aos 166,17 milhdes de toneladas produzidos
em 2011/12. Este crescimento se deve ao aumento da area plantada e, principalmente, a recuperacao
da produtividade, sobretudo, das culturas de milho e da soja, que na safra anterior foram severamente
prejudicadas pelas chuvas irregulares e estiagens prolongadas, principalmente nos estados da Regiéo
Sul e parte do Centro-Oeste do pais. Desta forma, a cultura da soja merece destaque, uma vez que
registrou crescimento de 23,4%, isto €, 15,55 milhdes de toneladas superior a produg¢ao da safra
anterior, passando de 66,38 para 81,94 milhdes de toneladas (CONAB, 2013).

A disponibilidade hidrica é considerada o fator climatico de maior efeito sobre a produtividade
agricola (FIOREZE et al., 2011). Na cultura da soja, diversas pesquisas comprovam que o periodo
reprodutivo é o mais sensivel ao déficit hidrico. No entanto, ndao ha consenso entre os autores
guanto ao(s) estadio(s) mais critico(s) a baixa umidade do solo. A necessidade de agua na soja
aumenta com o desenvolvimento da planta, atingindo o maximo no florescimento-enchimento
de graos e decresce depois deste estadio fenoldgico. Déficits hidricos expressivos durante tais
estadios provocam alteracgoes fisioldgicas nas plantas, causando queda prematura de folhas

e flores e abortamento de vagens, além de reduzir a produtividade de graos (FIETZ e URCHEI,
2002). Dentro deste contexto, a busca de cultivares de soja mais tolerantes a seca bem como a
melhor compreensao dos mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico tem sido foco constante
das pesquisas atuais.

O objetivo foi avaliar a influéncia do estresse hidrico sobre as cultivares de soja convencionais
BR 16 e Embrapa 48, consideradas sensivel e tolerante ao estresse hidrico, respectivamente, em
resposta a quatro disponibilidades hidricas no campo.

Material e Métodos

O experimento foi implantado no dia 05 de novembro de 2012 e conduzido nos campos
experimentais da Embrapa Soja, localizada em Londrina-PR, durante a safra 2012/13.

As condicoes de manejo e cultivo seguiram as recomendacoes da Embrapa Soja, com
espacamento entre linhas 0,5 m. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com
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parcelas subdivididas. Nas parcelas experimentais foram distribuidas duas cultivares de soja
convencionais, a BR 16 e a Embrapa 48, e nas subparcelas quatro disponibilidades hidricas e
quatro blocos. Destas, dois tratamentos foram conduzidos em ambiente descoberto (presenca
de chuva) e os outros dois tratamentos desenvolvidos sob coberturas moveis (rain out shelters)
programadas para fechar na presenca de chuva a fim de simular condi¢des de seca e induzir
estresse hidrico nas plantas. Os tratamentos na area descoberta foram denominados descoberto
irrigado (DI) e descoberto nao irrigado (DNI). Em condicoes de seca, os tratamentos foram
denominados estresse no periodo vegetativo (EV) e estresse no periodo reprodutivo (ER), de
acordo com o estadio em que o estresse foi induzido. Na fase de EV, a auséncia de chuva teve
inicio no estadio V4, aos 30 dias apos a semeadura (DAS), e as plantas voltaram a receber chuva
a partir do estadio R2 (52 DAS). No ER, as plantas deixaram de receber chuva a partir do estadio
R2 até a colheita.

Resultados de pesquisa das variaveis altura de plantas (cm) e nUmero de nés foram obtidos a
partir de coletas realizadas no dia 28 de janeiro de 2013, no estadio R5, e no periodo entre 05 de
marco e 03 abril de 2013, quando as plantas encontravam-se no estadio R8. Na primeira coleta
(estadio R5), também se obteve o indice de area foliar (IAF), definido como a razao entre a area
foliar e a unidade de superficie de solo ocupada por tais plantas (WATSON, 1947; GALVANI et
al., 2000). Em R8, foram obtidos, também, o nimero e massa seca total de sementes (g), bem
como o numero e massa seca de vagens com sementes (g). Os dados apresentaram distribuicao
normal da média e atenderam aos demais pressupostos da analise de varidncia (ANOVA). Desta
forma, os dados foram submetidos a ANOVA e as comparacoes multiplas de médias realizadas
pelo teste de Tukey por meio do programa computacional Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2010).

Resultados e Discussao

Nao foram observadas diferencas significativas, em ambos os estadios avaliados (R5 e R8),

na altura de plantas (Figuras 1A e 1B), assim como no numero de nds do caule em R5 (Figura
1C) e em R8 no tratamento DI (Figura 1D). Nos demais tratamentos (EV, ER, DNI), a cultivar BR
16 apresentou maior numero de nés em R8 que a cultivar Embrapa 48. Embora Desclaux et al.
(2000) e Salinet (2009) tenham afirmado que o estresse hidrico pode levar ao menor nimero de
nos, isto nao foi evidenciado no presente trabalho.
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Figura 1. Altura de plantas (cm) e nimero de nos das cultivares de soja Embrapa 48 e BR 16. R5: coleta em 28/01/13. R8: coletas no
periodo entre 05 de marco de 2013 e 03 abril de 2013. EV: estresse no periodo vegetativo; ER: estresse no periodo reprodutivo; DNI:
descoberto nao-irrigado; DI: descoberto irrigado. n=4 + erro padrao. Médias seguidas de mesmas letras maiusculas entre condigbes
hidricas (dentro de cultivar) e minusculas entre cultivares (dentro de condigdo hidrica) nao diferem entre si pelo teste de Tukey(p < 0,05).
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A cultivar Embrapa 48 apresentou em R5 menor IAF sob EV em relacao ao tratamento DI (Figura
2). A redugao no incremento do IAF esta associada, usualmente, a pequena reducao no tamanho
das folhas individuais ou a menor producao de folhas em situacoes de déficit hidrico (SANTOS
e CARLESSO, 1998). Além disso, deficiéncias hidricas expressivas em campo provocam
alteracgoes fisioldgicas nas plantas como o fechamento estomatico e o enrolamento dos foliolos
devido a desidratacao dos tecidos. Este comportamento de redugao da transpiracao pode ter
como consequéncia a queda prematura de folhas (KUSS, 2006). Desta forma, no presente
estudo, sugere-se que a cultivar Embrapa 48 possua um possivel mecanismo de controle sobre
a expansao da area foliar, com vistas a evitar perda de agua por transpiracao, quando sob
estresse hidrico.
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Figura 2. indice de &rea foliar (IAF) das cultivares de soja Embrapa 48 e BR 16. R5: coleta em 28/01/13. R8: coletas no periodo entre 05
de marco de 2013 e 03 abril de 2013. EV: estresse no periodo vegetativo; ER: estresse no periodo reprodutivo; DNI: descoberto nao-
irrigado; DI: descoberto irrigado. n=4 + erro padrao. Médias seguidas de mesmas letras maidsculas entre condicoes hidricas (dentro
de cultivar) e minusculas entre cultivares (dentro de condigédo hidrica) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p=<0.,05) .

Ambas as cultivares em R8 apresentaram menor namero total de sementes sob EV e ER em
relacao aos tratamentos DI e DNI (Figura 3A).Tal fato pode ter sido resultado do abortamento
de flores e de vagens que pode ocorrer em funcao de seca acentuada durante a fase final de
floracao e formagao das vagens (EMBRAPA SOJA, 2013). Assim, o estresse hidrico imposto
durante o periodo de floracao é considerado o principal fator de aumento do abortamento.
Estudos indicaram que o déficit de agua na pré-antese afeta negativamente a fecundacgao dos
ovulos, ocasionando maior abortamento de flores (BRANCHI et al., 2006).

Se observarmos a massa seca total de sementes (g) em R8 (Figura 3B), e comparando as
disponibilidades hidricas, os maiores valores encontrados para a cultivar Embrapa 48 ocorreram
no DI, enquanto na cultivar BR 16 foi obtido nas plantas submetidas ao tratamento DNI. Dentro
do tratamento DNI, a cultivar BR 16 indicou maiores valores do que a Embrapa 48 (Figura

3B). Deve ser ressaltado que a safra 2012/2013 caracterizou-se por periodos de precipitacao
intensa, com picos de 87,7 e 57 mm no primeiro e terceiro decéndios de novembro de 2012,
respectivamente; 102,3 mm no terceiro decéndio de dezembro de 2012; 71,4 mm no segundo
decéndio de janeiro de 2013, periodo da coleta de amostras em R5; 1171 mm no segundo
decéndio de fevereiro de 2013 e 124,6 mm no segundo decéndio de margo de 2013, ja no
periodo de colheita em R8 (05/03/13-03/04/13). Assim, tais periodos de precipitacao intensa
podem ter sido responsaveis pela auséncia de diferencas estatisticas significantes entre alguns
resultados do presente estudo sob as condicoes DI e DNI.

Ja para o numero de vagens com sementes (Figura 3C) e massa seca de vagens com sementes
(g) (Figura 3D) em R8, a cultivar Embrapa 48 obteve os maiores valores na condicao DI,
enquanto na cultivar BR 16 os maiores valores foram detectados na condicao DNI em relacao
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as demais condicoes hidricas. Além disso, a cultivar Embrapa 48 apresentou maior nimero

de vagens com sementes que a cultivar BR 16 na condicao DI (Figura 3C), enquanto o inverso
se observou para massa seca de vagens com sementes na condi¢cao DNI (Figura 3D). Deve

ser ressaltado que a cultivar Embrapa 48 sob EV e ER indicou menor nimero de vagens com
sementes que as plantas submetidas aos tratamentos DNI e DI e menor massa seca de vagens
com sementes do que as plantas sob a condigcao DI, enquanto a cultivar BR 16 sob EV e ER
indicou menor nimero de vagens com sementes e massa seca de vagens com sementes

do que as plantas sob a condicao DNI. Esta diminui¢ao pode ter sido em funcao do estresse
hidrico poder levar a reducao no peso do grao durante o periodo de enchimento de graos da
soja (DESCLAUX et al., 2000). Tal fato se deve ao decréscimo do suprimento de fotoassimilados
pela planta e/ou inibicao do metabolismo do grao (SALINAS et al., 1996). Pode ocorrer também
reducao no rendimento pela menor atividade fotossintética da folha e menor remobilizacao de
C e N para o grao (SOUZA et al., 1997).
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Figura 3. Numero total de sementes, massa seca total de sementes (g), nimero de vagens com sementes e massa seca de vagens
com sementes (g) das cultivares de soja Embrapa 48 e BR 16. R8: coletas no periodo entre 05 de margo de 2013 e 03 abril de 2013.
EV: estresse no periodo vegetativo; ER: estresse no periodo reprodutivo; DNI: descoberto nao-irrigado; DI: descoberto irrigado. n=
4 + erro padrao. Médias seguidas de mesmas letras maiusculas entre condigdes hidricas (dentro de cultivar) e mindsculas entre

cultivares (dentro de condigao hidrica) nao diferem entre si teste de Tukey(p <0,05).

Conclusoes

e De maneira geral, nao houve influéncia das diferentes condi¢des hidricas sobre a
altura, o numero de nds e o indice de area foliar em ambas as cultivares avaliadas,
embora a cultivar Embrapa 48 tenha apresentado menor niumero de nés em R8 que a
cultivar BR 16 sob as condicdes EV, ER e DNI;

e (O estresse hidrico, tanto no periodo vegetativo quanto no reprodutivo, resultou de
maneira geral em menor numero e massa seca total de sementes, bem como menor
numero e massa seca de vagens com sementes em R8 em ambas as cultivares
avaliadas.
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INTRODUCAO

Atualmente, o melhoramento de plantas pode recorrer as técnicas de engenharia genética
para acelerar o processo do melhoramento e transpor barreiras de incompatibilidade sexual
através da hibridizacao somatica ou da introducao de genes especificos em células vegetais,
por métodos de transformacao diretos ou indiretos (FALEIRO e DE ANDRADE, 2011). O método
direto de transformacao via biobalistica € baseado na aceleracao de microparticulas revestidas
com o DNA exdgeno, e apesar de estar sendo gradualmente substituido pela transferéncia
indireta, ainda € uma alternativa utilizada na obtencao de culturas geneticamente modificadas
(GM), principalmente devido ao fato de ser uma metodologia gendtipo independente
(ALTPETER et al., 2005). O emprego desta técnica pode resultar em integragcoes complexas com
eventos apresentando multiplas cépias do transgene, ou mesmo integracao de cdpia Unica,
dependendo da concentracao de DNA utilizada no processo (LOWE et al, 2009).

A integracao de uma copia Unica, intacta do cassete de expressao do transgene € desejavel e
benéfica, pois reduz a possibilidade dos eventos GMs apresentarem uma menor expressao,
instabilidade ou mesmo silenciamento do transgene ou de genes enddgenos, fenbmeno em
geral associado a eventos com multiplas insergdes. Uma unica copia integrada ao genoma
também facilita a caracterizacao molecular e a transferéncia de tragcos transgénicos para
geracgoes seguintes, além da aprovacao de linhas comerciais, onde a insercao de uma Unica
copia do transgene é geralmente necessaria (CHAWLA et al 2006;. MENG et al 2006;. SCHUBERT
et al. 2004). Desta forma, plantas com uma ou até duas copias do transgene sao preferidas
para uma expressao estavel e de alto nivel de um gene exdgeno, uma vez que,a complexidade
da integracao do transgene no genoma destinatario pode ser um determinante importante na
expressao do transgene e no desempenho em campo das lavouras transgénicas.

O numero de cépias inseridas de um transgene pode ser estimado por meio de analises de
Southern Blot, metodologia que permite a deteccao de fragmentos especificos em amostras
complexas. Os resultados desta técnica sao de grande confiabilidade e uma prova molecular da
integracao de genes exdgenos no genoma vegetal, auxiliando a selecao de eventos com menor
numero de insergoes.

Sendo assim, € essencial identificar os eventos GMs que contém o transgene, e determinar
o numero de cépias integradas ao seu genoma. Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar diferentes eventos de soja geneticamente modificados obtidos via biobalistica,
comparando-os quanto ao numero de inser¢oes, através da técnica de Southern blot.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja. Inicialmente,
nove eventos de plantas de soja GMs, obtidos pelo método de transformacao via biobalistica, foram
avaliados para a presenca do transgene. O DNA gendmico de folhas foi obtido empregando o protocolo
Doyle-Doyle (1987), e quantificado por espectrofotometria (260nm/280nm) em NanoDrop. Uma analise
de PCR convencional utilizando um conjunto de primers especificos para a regiao codante do transgene
com produto de amplificagao de 649pb foi realizada para selegcao dos eventos positivos. A reacao de
PCR foi realizada em volume final de 25uL composta de 5uM de cada primer, 0,4mM de dNTP’s, 2 mM
cloreto de magnésio, 1U deTag DNA polimerase e aproximadamente 60 ng de DNA. As amplificacoes
foram realizadas em termociclador modelo Veriti Applied Biosystems e a ciclagem utilizada foi composta
por desnaturacao inicial de 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e
72°C por 30 seg e 72°C por 7 min. Os produtos das reacoes de amplificacao foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose a 1,2% e visualizados em transluminador UV.

Sete eventos contendo o transgene foram selecionados e o numero de insercoes foi estimado
através da técnica de Southern Blot. Aproximadamente 10ug de DNA total foram digeridos por
16h, a 37° C, com a enzima Hind/ll, que realiza corte Unico no plasmideo, linearizando-o. Os
fragmentos foram separados em gel de agarose a 0,8%, com tampao TAE 1X por um periodo
de 3h. Apds eletroforese, o gel foi incubado por 10 min em solucao de depurinacgao, seguido de
incubacao por 30 min em solucao de desnaturacao, e mais 30 min em solucao de neutralizacao
(REED e MANN, 1985). Apds as lavagens o DNA foi transferido por capilaridade durante 20h
em solugao SSC 10X, para uma membrana de nitrocelulose carregada positivamente. Apos a
transferéncia a membrana foi exposta por 5 min a luz ultravioleta para fixacao do DNA.

Para a construgcao da sonda, uma reacao de PCR convencional conforme descrito acima foi
realizada, e o produto de PCR foi purificado utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean UP
(Promega). A marcacao da sonda foi realizada utilizando o kit DECAprime (Ambion) e [ 32P]
d-CTP. Apds a marcacao, a sonda foi purificada utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean UP
(Promega). A reacao de hibridizacao foi conduzida a 42°C, por um periodo de 18h, em solucao
de hibridizagao Hyb (Ambion), contendo aproximadamente 25uL de sonda. Apds o periodo
de incubacao, a membrana foi lavada duas vezes durante 10 min, a 42°C com cada uma das
solugdes SSC 2X, SSC 1X e SSC 0,1X, para a retirada do DNA nao hibridizado e do excesso
de sonda. Finalmente, a membrana foi colocada para exposi¢cao em filme radiografico Kodak
OXMat. O filme foi revelado com solucgao reveladora (Kodak) e fixado com solucgao fixadora
(Kodak).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O termo inserto se refere a presenca fisica de um cassete de expressao no genoma, assim,
uma planta dipléide homozigota com duas copias tem na verdade quatro insertos, que podem
estar no mesmo locus ou em loci diferentes; e uma planta hemizigota com duas copias tem
dois insertos, no mesmo locus ou em cromossomos distintos. A presenca do transgene de
interesse foi confirmada em sete eventos de soja geneticamente modificados (figura 1). Através
da andlise de Southern blot foi possivel estimar a quantidade de insergcoes do transgene para
os eventos positivos(figura 2). O numero de bandas observadas variou de uma a seis ou mais,
representando as insergoes. Sendo assim, os eventos 1Ab27 e 1Ab3058 apresentaram apenas
uma copia, o evento 1Abb58 trés copias, os eventos 1Ab59 e 1Ab1333 apresentaram quatro
copias, enquanto os eventos1AB1378 e 1Ab3069 apresentaram aparentemente seis bandas que
pode representar varias cépias, pois devido a intensidade de algumas bandas fica dificil inferir
com certeza o numero exato, pois cada banda com alta intensidade pode representar mais de
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uma insercao. O resultado de multiplas insercoes é esperado considerando que os eventos
foram obtidos pela técnica de biobalistica que pode proporcionar a insercao de multiplas copias
no genoma.

Os eventos 1Ab1378 e TAb3069 que apresentaram alto numero de inser¢des do transgene,
provavelmente sao eventos mais complexos, podendo estas plantas possuir insercoes em
diferentes loci, o que possibilita rearranjos muito complexos que podem levar a perda dos
mesmos ou ao silenciamento. Além disso, copias excessivas do transgene inserido podem
comprometer o desenvolvimento e metabolismo da planta, pelo efeito posicional das insercoes
que podem comprometer genes do metabolismo primario (KIM et al., 2004), além de outros
possiveis desarranjos nos Cromossomos.

A presenca de poucas copias € importante para a expressao estavel e de alto nivel do transgene,
e em estudos de expressao génica facilita a interpretacao da real interagao entre as moléculas,
uma vez que muitas cépias podem levar a desarranjos cromossémicos, silenciamento e

outros efeitos. Desta forma, os eventos com apenas uma insercao sao fortes candidatos a
evento “elite”. Os eventos com alto numero de inser¢des, no entanto, podem ser considerados
promissores para estudos comparativos de expressao e possivelmente silenciamento génico.

Controle Negativo

Controle Positivo
Controle Positivo

1Ab27-18
1Ab27-22
1Ab1333-20
1Ab1333-20
1Ab1378-2
1Ab1378-2
1Ab1142
1Ab1142
1Ab3058-1
1Ab3058-2
1Ab3069-18
1Ab3069-18
09D00102R*
09D00102R*
1Kb Plus

Figura 1 - PCR convencional realizado com primers especificos para a regiao codante do transgene em plantas de soja
transformadas via bioblaistica para selecao de eventos positivos.

Controle Negativo

1Ab1333-20
1Ab3069-18

1Ab27-18
1Ab27-22
1Ab58-3
1Ab58-6
1Ab1333
1Ab1378-2
1Ab1378-2
1Ab3058-2
1Ab3058-2
1Ab3069

Figura 2 — SouthernBlot das plantas de soja geneticamente modificadas.

CONCLUSAO

O numero de copias do transgene inseridas no genoma é um critério importante para
determinar a qualidade de eventos transgénicos. A analise de Southern blot permitiu selecionar
dois eventos que apresentaram apenas uma insercao: 1Ab27 e 1Ab3058, como candidatos
quanto ao numero de insercoes, e dois eventos,1Ab1378 e 1Ab3069, promissores para o estudo
comparativo da expressao e silenciamento génico. Sendo assim, em uma préxima etapa,
estudos de expressao génica relativa serao realizados para avaliacao do efeito do numero e
posicao das insercoes e posterior selegcao de um evento “elite”.
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Introducao

A extracao de DNA de alta qualidade a partir de plantas é ainda um problema importante no
campo da biologia molecular (Cankar, 2006). Seu isolamento efetivo € um passo crucial para
técnicas de analises diretas de DNA, no entanto, sao muitos os problemas descritos por autores
para o seu isolamento e purificacao (Mazza, 2000). Esses problemas tém sido atribuidos ao
elevado teor de proteinas, polissacarideos, compostos fendlicos e compostos secundarios

que sao extraidos juntamente com o DNA e afetam a sua qualidade, ocasionando dificuldades
na sua restricao, amplificacao e clonagem e também, interferéncia na atividade de enzimas e
inibicao da PCR. Esses compostos ligam-se ao DNA apods a lise das células e muitas vezes nao
podem ser removidos por procedimentos convencionais de extracao (Maliyakal, 1992).

A maior parte dos protocolos de extracao de DNA de plantas disponivel deriva dos métodos
descritos por Dellaportaet. al. (1983) e Doyle e Doyle(1987, 1990). Esses métodos sdo demorados
e comumente adaptados para tubos de PCR, o que dificulta a extracao de DNA de para um
grande numero de amostras. Muitos laboratérios fazem analises genético-moleculares em
larga escala, necessitando de protocolos de extracao rapidos, de baixo custo, e com DNA de
qualidade e em quantidades suficientes para que se atenda o objetivo da anélise. Encontram-
se disponiveis no mercado kits comerciais para extracao de DNA de plantas que atendem

aos requisitos citados acima, os quais, embora tenham bom desempenho, apresentam

custos elevados, o que limita sua aquisicao e utilizacao por varios laboratoérios. O Laboratério
de Genética Molecular e Selecao Assistida (LGMSA) da Embrapa Soja Londrina-PR realiza
prestacao de servicos que atendem tanto para o programa de melhoramento da proépria
empresa, quanto para empresas particulares, gerando grandes demandas de analises. O
laboratorio ja conta com um protocolo de extracao de larga escala para folhas, no entanto, este
nao possui etapas de purificagao o que restringe a sua utilizagao para algumas analises que
exigem DNA de melhor qualidade. Com isso o presente trabalho tem por objetivo desenvolver
um protocolo de extracao de DNA de soja de qualidade e quantidade suficientes, baixo custo e
adaptado para larga escala.

Materiais e Métodos

Anteriormente ao desenvolvimento do presente trabalho, realizou-se um levantamento

de protocolos de extracao de DNA de plantas disponiveis em artigos cientificos, revistas
especializadas e na forma de kits comerciais. Foram pré-selecionados alguns protocolos que
se mostraram promissores para obtencao de DNA de qualidade, custo baixo e potencial para
adequacao a larga escala. Ap0s testes iniciais, verificou-se que um deles melhor atendia aos
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critérios citados acima, o protocolo descrito por Kotchoni e Gachomo (2009) denominado “KG”".
Modificagoes foram feitas no protocolo original, visando a sua otimizacao, como a adicao de
etapas de purificacdao. Desenvolveu-se a primeira versao do KG modificado (KGM versao 1;
tabela 1) que atendeu parcialmente as demandas do LGMSA. No entanto, o método ainda
apresentava algumas restricdes, como producao de pouca quantidade de DNA e nao adaptacao
a utilizacao em larga escala e por isso optou-se pelo desenvolvimento de um novo protocolo de
extracao de DNA baseado no KGM versao 1.

Tabela 1. Protocolo de extracao de DNA para tecidos de folha de soja, adaptado do método Kotchoni e Gachomo
(2009), denominado KGM versao 1. Embrapa Soja, 2013.

1. Coleta de um disco foliar e acondicionamento em recipiente de capacidade de 2 mL;
2. Colocar junto com a amostra uma esfera de teflon (polietileno) de ~6 mm de w;
3. Macerar no GenoGrinder por 30 segundos a 1750 rotacoes/min;

4. Adicionar 400 pL do componente A acrescido de 2 uL do componente B;

5. Vortexizar suavemente e dar um spin;

6. Incubar a 65°C com 210 RPM por 30 min;

7. Retirar da incubacao e adicionar 260 uL do componente C; vortexizar suavemente e

incubar a 4°C por 15 min;
8. Centrifugar a 4000 RPM, 4°C por 15 min;

Transferir 400 uL do sobrenadante para um tubo de 1,5 mL; adicionar 400 pL do
componente D; vortexizar suavemente e incubar a -20°C por 15 min;

10. Centrifugar a 4000 RPM, 4°C por 15 min;

Descartar o sobrenadante suavemente de modo que o DNA precipitado (pellet)
continue aderido ao fundo do tubo; depois adicionar 500 yL de componente E;

12. Centrifugar a 4000 RPM, 4°C por 15 min;
Descartar o sobrenadante suavemente e secar o pellet em centrifuga aquecida a

11.

13 60°C por 15min

14. Diluir o DNA em 50 pL do componente F

15. Ressuspender o DNA em B.0O.D. a 35°C por 30 min
16. Quantificar

O desenvolvimento do protocolo KGM versao 2 e 3 foi realizado no LGMSA no periodo de
outubro de 2012 até abril de 2013. Foram realizadas uma série de testes e modificacoes da
versao 1, as quais serao detalhadas a seguir. Os testes foram feitos a partir de tecidos de
folhas de soja frescas, coletadas com alicate furador para obtencao de discos foliares de cerca
de cinco mm de diametro. Para verificar a eficiéncia do método de extragao, avaliou-se a
guantidade e a qualidade do DNA, além de sua performance em ensaios de genotipagem na
reacao em cadeia da polimerase emTempo Real (RT-PCR). A quantidade de DNA foi estimada
por espectrofotometria no NanoDrop ND-1000 e por visualizagao da intensidade de bandas

em gel de agarose, de acordo com protocolos otimizados pelo laboratério Biotecnologia
Vegetal. A qualidade do DNA foi avaliada de acordo com analises da densidade 6ptica (OD)

em espectrofotometria no equipamento NanoDrop. A relacao entre a absorbancia do DNA

(260 nm) e de proteina (280nm) ou de polissacarideos (230nm) foi usada para avaliacao dessa
qualidade do DNA. Considera-se de baixa qualidade do DNA quando o indice 260/280 é menor
que 1,6 e 6timo quando maior que 1,8. Para o indice 260/230 considera-se de baixa qualidade
quando menor que 1,6 e 6tima quando maior que 1,9 (NanoDrop, 2007). Para analisar a
eficiéncia da amplificacao do DNA extraido em ensaios de genotipagem, foram avaliados os
valores de CycleThreshold (CT) em corridas de Quantificacao Absoluta utilizando-se primers de
genotipagem no equipamento Real Time 7900HT. Os CTs equivalem a quantidade de ciclos que
a amplificacao da amostra leva para ser detectada no processo de termociclagem no RT-PCR.
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Foram utilizados alguns parametros para serem testados na tentativa de eliminar problemas
decorrentes do protocolo de extracao e se alcancar o objetivo proposto acima. O trabalho foi
dividido em duas etapas: a primeira buscou o desenvolvimento do protocolo de extracao para
tubos de 2mL, em que se testou variacoes nos equipamentos da etapa de incubacao (etapa

6), tipos de folhas, quantidades de discos foliares para a extracao de DNA e quantidades dos
componentes utilizados no protocolo de extracao. A segunda etapa visou o desenvolvimento de
um protocolo de extracao para placas de 96 pocos profundos (DeepWell) utilizando como base
os resultados obtidos na primeira etapa, permitir assim a realizacao do protocolo de extracao
em larga escala. Como a extragcao em DeepWell podera ser feita com 96 amostras de folhas de
uma so vez com auxilio de pipeta multicanal a quantidade de amostras extraidas em um mesmo
intervalo de tempo tende a aumentar, possibilitando extracdes em larga escala. Nesse segundo
momento, foram testadas variagcoes nos formatos e modelos dos blocos, nas quantidades de
sobrenadante coletado, nos métodos para secagem do DNA precipitado (pellet) e no tempo de
centrifugacao na etapa 8. Os detalhamentos de cada teste estao mostrados naTabela 3 e nos
resultados.

Resultados

Primeiramente foram testados dois equipamentos na etapa de incubacao (etapa seis do KGM
versao1): Banho Maria e Thermomixer. Para a incubacao em ambos os equipamentos, as
quantidades de DNA extraido foram equivalentes e em relacao a valores de CT o Thermomixer
se mostrou superior (Tabela 2). Como essa superioridade nao foi representativa, decidiu-se
utilizar o Banho Maria na etapa 6 devido a uma facilidade no manuseio do equipamento e sua
maior capacidade de incubacao de amostras.

Tabela 2: Comparacgao dos resultados obtidos para os testes realizados visando a adaptagao do protocolo KGM
versao 1 para extracdo de DNA em baixa escala (primeira etapa) e larga escala (segunda etapa). Os parametros e
variacoes testadas foram analisados de acordo com sua quantidade, qualidade e valores de CycleThreshold (CT)

Banho Maria 29,2 30,67 36,5
Incubacao .

Thermomixer 26,9 26,28 27,08

Congelada 199 1,94 1,42

Tipo de folha

Senescente 117,4 1,84 1,11
1 18,2 33,1 35,65
2 28,1 28,5 31,8
Quantidade de 4 301,2 2 2,4 27 28,8

discos

6 533,36 1,97 2,25 28,5 30,7
8 609,8 1,95 2,15 31,9 39,5
400uL de C e 500 de D 559,3 2 2,3 28,4 31,9

Quantidades dos

componentes Ce D 54, 4o ¢ ¢ 400ul de

D 583,9 1,9 21 32,05 38,35
1,0 ml 194,9 1,3 1.1

Tipos de blocos 2,0 ml 570,3 1,9 1,76

2,2 ml 381,9 1,75 1,45

Quantidade de 340uL 90,16 1,95 0,94

sobrenadante
coletado
240uL 134,33 1,96 1,2 29,4 30,4
Temperatura Ambiente 153,23 1,96 1,25 29,4 30,4
Secagem do pellet
Vortemp 71,26 1,95 0,87

*Quantidade estimada por espectrofotometria no NanoDrop
*As variagoes destacadas geraram os melhores resultados e foram incluidos no KGM verséo 2 e 3
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Para analisar a eficiéncia quanto a extracao em diferentes tipos de material, foram utilizados
tecidos de folhas congeladas e em fase de senescéncia. Ambos os tipos de tecidos
apresentaram uma média de concentracao de DNA superior a 100 ng/uL com indice 260/280
maior que 1,8, ou seja, um valor 6timo (NanoDrop, 2007). Ja o indice 260/230 ficou abaixo

do valor de 1,6, o qual € o padrao estabelecido como de baixa qualidade. Isso mostrou que

a extracao esta em qualidade boa para o indice que indica presencga/auséncia de proteinas,
portanto ja suficiente para algumas analises laboratoriais, mas ainda pode ser melhorado para
o indice 260/230. De acordo com esses resultados, o protocolo de extracao foi eficiente para
obtencao de DNA tanto de amostras de folhas congeladas ou senescentes, o que flexibiliza o
momento da coleta.

Em seguida,com o objetivo de aumentar a quantidade de DNA extraido, avaliou-se a capacidade
de saturacao do tampao de extracao (componente A+B; tabela 1) com diferentes quantidades

de discos foliares. Para isso, foram testados em uma mesma quantidade de tampao, o uso de
um, dois, quatro, seis e oito discos foliares. Foi verificado que a quantidade de DNA aumentou
gradativamente com aumento na quantidade de tecido foliar, mantendo os indices 260/230

e 260/280 apresentaram boa relacao (Tabela 2). A extracao de seis ou oito discos foliares se
mostrou semelhantes em relacao as quantidade e qualidade do DNA, no entanto a coleta de
seis discos é mais rapida e menos dispendiosa. Com isso recomenda-se utilizar seis discos
foliares para extragao KGM em tubos de 2 mL. Assim, originou-se o KGM versao 2.

Na tentativa de melhorar o indice 260/230, que indica contaminacao por polissacarideos, a qual
vinha mostrando-se abaixo do padrao 6timo, testou-se o aumento de certos componentes que
compoe o protocolo de extragcao. O componente C, que precipita carboidratos, foi aumentado
para 400uL enquanto o componente D foi aumentado para 500 yL. O protocolo para extracao
utilizado foi o KGM versao 2 e para critério de comparacao foi testado também o mesmo
protocolo de extragao sem aumentos de componentes. A utilizacao de 400uL de componente
C e 500uL de componente D nao apresentou melhorias na qualidade do DNA (Tabela 2),
portanto nao é necessario, ja que seria gasto uma maior quantidade de reagentes encarecendo
a extracao. O protocolo KGM versao 2 foi comparado com os protocolos tradicionais Doyle e
Doyle e DNEasy e apresentando quantidades maiores de DNA, qualidade 260/280 equivalente
e qualidade 260/230 melhores (tabela 3). Como esse protocolo tem a vantagem de ter um
custo bem mais baixo (cerca de R$ 1,00 por amostra) em relacao aos kits comerciais e utilizar
reagentes de menor toxicidade que o método Doyle e Doyle, mostrou elevado potencial para
ser incorporado a rotina do laboratério para extragcdoes em tubos quando a demanda nao for
excessiva.

Tabela 3. Comparacéao entre médias da quantificacao de DNA em NanoDrop e seu respectivo indices entre os
protocolos DNEasy, Doyle e Doyle e KeGM

Extraidas com DNEasy 1 76,89 63% 1,84 3% 1,68 16%
Extraidas com DNEasy 2 84,25 26% 1,87 2% 1,71 13%
Extraidas com DNEasy 3 111,19 58% 1,8 1% 1,8 13%
Extracao CTAB 1 167,64 53% 2 2% 1,32 13%
Extracao CTAB 2 212,97 27% 1,96 1% 1,34 7%

Extracao KeG Modificado
versao 2

* DP= Desvio Padrao

503,2 1,94 2,2
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Com os resultados conclusivos para extracao em tubos de 2 mL para uma baixa escala, a
segunda etapa visou a otimizacao da extracao em placas de 96 pocos fundos (visando a
utilizacdo em larga escala). Primeiramente testamos diferentes modelos de placas de 96 pocos
fundos: de capacidade 1 mL, 2 mL e 2,2 mL. Para cada placa foi realizada a extracao segundo

o protocolo KGM versao 2. A placa de 96 pocos fundos de 2 mL apresentou os melhores
resultados, para a quantidade e qualidade de DNA. No entanto, foram realizadas modificacdes
na etapa da retirada do sobrenadante, pois este nao foi coletado totalmente limpido o que
resultou em um indice 260/230 em qualidade inferior a obtida na extracao de seis discos foliares
da primeira etapa (Tabela 3).

Na tentativa de resolver esse problema foram testados dois parametros: aumento do tempo

da centrifugacao na etapa 8; e coleta de diferentes quantidades de sobrenadante. Esses testes
foram feitos em placas de 96 pocgos fundos de 2 mL com auxilio de pipeta multicanal. A extracao
das amostras seguiu o protocolo KGM versao 2. O aumento na etapa de centrifugacao foi de

15 min para 20 min. Visualmente ficou evidente uma maior compactacao da fase solida o que
evitou que esta se misturasse com o sobrenadante. Esse resultado facilitou a coleta de um
sobrenadante totalmente limpido mostrando-se satisfatorio para a resolugao do problema.

Ja para o segundo parametro, o protocolo de extracao KGM versao 2 foi utilizado com aumento
nos componentes A, B, C e D e coleta de 340 pL de sobrenadante em comparagao com uma
extracao utilizando o mesmo protocolo no entanto sem aumento dos componentes e coleta

de 240 pL de sobrenadante. O aumento de componentes foi novamente proposto devido a
dificuldade da visualizagao do limite entre sobrenadante e descarte, o que gerou dificuldades
do manuseio com pipeta multicanal. Esse aumento de componentes nao gerou resultados
satisfatorios, pois acarretou redugao na quantidade e qualidade do DNA, quando comparado
com os dados obtidos no protocolo sem alteracao (Tabela 2). Portanto nao é necessario o
aumento de componentes.

A secagem do DNA precipitado também foi testada com duas variagoes: a secagem em Vortemp
a 60°C por 15 min e em temperatura ambiente por 30 min. A secagem do DNA precipitado foi
melhor a temperatura ambiente em relagcao a quantidade e ao indice 260/230 do DNA extraido,
mesmo demandando maior tempo (Tabela 2). Portanto deve-se secar o DNA precipitado em
temperatura ambiente por 30 min.

A maioria dos protocolos existentes nao separa facilmente o DNA de polissacarideos devido a
similaridade estrutural desses polimeros (DANTASA, 2010) explicando a maior dificuldade de
se chegar ao padrao 6timo do indice 260/230. Para a extragao em blocos, o indice 260/230 esta
abaixo do padrao 6timo do NanoDrop. No entanto, esta semelhante aos protocolos de extracao
Doyle e Doyle e o DNEasy (Tabela2) podendo ja ser utilizado para algumas analises do LGMSA.
A aplicagao do protocolo de extracao desenvolvido para larga escala sera importante, pois
satisfaz duas necessidades do laboratério LGMSA: a extracao de um DNA puro para um grande
numero de amostras.

Conclusao

A partir das adaptacoes realizadas, foi possivel a obtencao de um protocolo para extracao de
DNA de folhas de soja, o qual resultou na obtencao de amostras de DNA em quantidade e
qualidade suficientes, além das vantagens de custo reduzido e menor toxicidade em relagcao aos
meétodos atualmente disponiveis;
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Introducao

O Brasil é responsavel por grande parte da producao mundial de graos (CONAB, 2013), sendo

a soja considerada a principal cultura de exportagao brasileira (ALICEWEB, 2010). Isto coloca o
pais como o segundo produtor e exportador de farelo e graos de soja, tendo um crescimento
expressivo em percentuais nos ultimos 35 anos (USDA, 2010). Nas diferentes plantas cultivadas,
um importante fator de reducao na produtividade sao os insetos-praga. Na cultura da soja,
Anticarsia gemmatalis Hiibner 1818 (Lepidoptera: Erebidae), comumente denominada “lagarta-
da-soja”, € uma das principais pragas desfolhadoras, podendo causar desfolhamento de até 100%
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000, SILVA 2000). Outras espécies de pragas passaram a ocorrer

em altas infestacoes na soja, como o complexo de lagartas do género Spodoptera (BUENO

et al., 2010). As espécies do género Spodoptera estao distribuidas em diversas partes do

mundo e das 30 espécies descritas, cerca de 50% delas sao consideradas pragas de culturas

de importancia economica (POGUE, 2002 apud BARROS et.al., 2010). Entre elas, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma espécie polifaga e sua ocorréncia
vem aumentando nos ultimos anos devido principalmente as condigoes climaticas favoraveis, uso
excessivo e inadequado de inseticidas, e, principalmente, a sucessao de culturas que aumentam a
disponibilidade anual de alimento, o que favorece o desenvolvimento do inseto (SOARES & VIEIRA,
1998; SANTOS et al., 2004).

A maioria dos insetos sao pecilotérmicos, cujo desenvolvimento geralmente segue uma

curva sigmoide, ocorrendo uma relagao linear positiva entre o desenvolvimento do inseto

e a temperatura, onde a sobrevivéncia e a fecundidade sao afetadas de forma negativa por
temperaturas limitrofes (BOWLER & TERBLANCHE, 2008). Alteragoes na temperatura média e
na frequéncia de eventos extremos podem interferir na duracao do ciclo de desenvolvimento,
no numero de geracgoes, na densidade populacional, na extensao da exploragao da planta, na
distribuicao local e geografica das pragas, assim como de seus inimigos naturais (PORTER et
al., 1991; BALE et al., 2002; HOFFMANN et al., 2008). Dessa forma, considerando a temperatura
como importante fator de regulacao do ciclo do inseto, e as possiveis consequéncias da
mudanca na temperatura global, este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto de diferentes
temperaturas sobre aspectos biolégicos de A. gemmatalis e S. frugiperda.

Material e Métodos

Lagartas de A. gemmatalis de final do 2¢ instar e de S. frugiperda de 3° instar, provenientes
do laboratorio de criagao massal de insetos da Embrapa Soja, criadas desde a eclosao em
folhas de soja BRS 359 RR, nas respectivas temperaturas, foram individualizadas, em copos
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parafinados com tampas plasticas. As plantas oferecidas aos insetos foram semeadas em casa
de vegetacao com fotoperiodo de 14 horas, temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65 %,
em vasos com capacidade de cinco litros, na quantidade de 10 sementes por vaso, deixando-
se apos o desbaste, cinco plantas por vaso. Para garantir plantas em estadio V5, em todo o
desenvolvimento da lagarta, foram realizados semeaduras de forma escalonada. Os insetos
foram criados em camara de crescimento tipo B.0.D., sob diferentes temperaturas (25°C, 28°C,
31°C e 34°C), sendo estas reduzidas em 4°C durante o periodo noturno para simular a oscilacao
diaria, com umidade (70 + 10%) e fotofase (14h) controladas. As lagartas foram avaliadas
diariamente, observando-se a mortalidade e o tempo de desenvolvimento de cada estadio. Por
ocasiao da individualizacao, foi avaliado o peso inicial e o peso de pupa.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 60 repeticoes. As
variaveis respostas consideradas neste trabalho foram: mortalidade de lagartas (%), peso

inicial de lagartas (mg), peso de pupa (mg) , tempo de desenvolvimento (dias) e razao sexual.

A mortalidade foi comparada pelo teste de qui-quadrado (x2), conforme Banzatto & Kronka
(1992), ao nivel de 5% de probabilidade. As demais variaveis (peso inicial e de pupa, tempo de
desenvolvimento) foram analisadas considerando-se duas etapas. Na primeira, realizaram-se os
testes estatisticos para verificar se todos os pressupostos requeridos para a andlise de variancia
(ANOVA) foram atendidos. Em seguida, foram feitas as analises de variancia com testes de
médias de Tukey e Kramer para tratamentos, ao nivel de 5% de probabilidade. A razao sexual foi
calculada dividindo-se o numero de fémeas pelo total de individuos.

Resultados e discussao

A biologia de A. gemmatalis e S. frugiperda foi influenciada pelos diferentes tratamentos estudados.

O tempo de desenvolvimento dos insetos foi inversamente proporcional ao aumento da temperatura
(Tabela 1). Silva (2010), analisando o efeito de diferentes temperaturas sobre A. gemmatalis, verificou que
as temperaturas mais altas proporcionaram um ciclo de desenvolvimento mais curto aos insetos. Na fase
larval BUSATO et al. (2005), ao estudarem as exigéncias térmicas e numero de geragoes de S. frugiperda
em milho e arroz, observaram diferencas significativas entre as temperaturas avaliadas, havendo reducgao
da duracao do ciclo do inseto com o aumento térmico. Na temperatura de 34°C (temperatura limitrofe),
os insetos apresentaram o menor peso inicial, atingiram a fase de pupa e emergiram, no entanto, esses
apresentaram maior numero de adultos deformados que, consequentemente, produziram uma menor
quantidade de ovos, sendo esses em sua maioria inférteis. Este fato pode ser atribuido a um menor
numero de copulas. MILANO et al. (2008) ao estudar a influéncia da temperatura na frequéncia de copula
de A. gemmatalis e S. frugiperda, observaram que o numero de cépulas foi afetado negativamente pela
temperatura, sendo reduzido nos extremos térmicos de 15°C e 35°C. Em A. gemmatalis o peso de pupa
nao sofreu influéncia das temperaturas, contudo ao analisar os pesos das pupas de S. frugiperda podem-
se observar pesos maiores nas temperaturas de 25°C e 28°C. Todos os tratamentos apresentaram um
maior niumero de fémeas.

Em ambas as espécies estudadas nao se observou diferenca significativa entre os instares e
temperaturas (Tabela 2), porem foi observado uma maior mortalidade dos insetos criados a
31°C, entretanto, as posturas obtidas dessa populagao foram férteis.

Conclusao

O aumento de temperatura reduziu o tempo de desenvolvimento de ambas as espécies
estudadas, sugerindo que alteracoes na temperatura global, podem influenciar as populacoes
de A. gemmatalis e S. frugiperda.
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Tabela 1. Duracdo em dias (média + EP) dos instares de lagartas de A. gemmatalis e S. frugiperda criadas em folhas
de soja, submetidas a diferentes temperaturas

Anticarsia gemmatalis

Tempo total de
desenvolvimento
(dias)

Razao
Sexual

Peso inicial
(mg)

Peso de pupa
(mg)

Tratamento

25°C 3,24 +£0,07b 199,19+4,56 a 26,70+ 0,13 a 0,55
28°C 410+0,09a 197,73 +4,87 a 2291+0,12 b 0,58
31°C 290+0,11 ¢ 197,30 + 5,38 a 22,42 +£0,19 ¢ 0,55
34°C 2,13+0,05d 200,76 £ 5,17 a 19,54 £0,13 d 0,54
Valor de F 105,06*** 0,28* 454 12*** -
25°C 1,39+0,04ab 192,50+ 3,01 a 30,47 £0,19 a 0,52
28°C 1,23+0,04 b 187,58 £ 3,60 a 28,14 +£0,20 b 0,54
31°C 1,52+0,04 a 166,23 £ 3,80 b 26,00 £ 0,21 ¢ 0,57
34°C 1,31+0,05b 165,99+ 3,07 b 23,04 £0,20 d 0,56
Valor de F 8,10*** 17,17* 245,84 -

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
*P<0,05; **P<0,01; *** P< 0,001

Tabela 2. Porcentagem de mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda criadas em folhas de soja, submetidas a
diferentes temperaturas

Anticarsia gemmatalis

Tratamento instar
20 30 40 5o 6°
25°C 0,00 3,33 3,33 5,00 3,33 15,00
28°C 0,00 1,67 5,00 3,33 1,67 7,00
31°C 3,33 5,00 6,67 6,67 3,33 25,00
34°C 1,67 3,33 5,00 3,33 0,00 13,33
° 4,26 " 413" 5,85 " 6,48 " 418" 4,09 "
25°C 0,00 3,33 5,00 6,67 1,67 16,67
28°C 0,00 5,00 6,67 5,00 3,33 20,00
31°C 1,67 6,67 5,00 8,33 1,67 23,33
34°C 1,67 3,33 5,00 5,00 1,67 16,67
Xz 2,65 " 6,48 "° 3,04 8,68 " 1,74 ™ 1,18 "

ns- nao significativo - 2 (p>0,05).
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Introducao

O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo (Glycine max (L.) Merrill) ficando atras
apenas dos EUA (CONAB, 2012). Devido a importancia da cultura no pais, diversas pesquisas
que visam maior eficiéncia no manejo para atingir melhores indices de produtividade vém
sendo realizadas. O uso excessivo de agrotdxicos pode ocasionar danos ao ambiente, levando
ao desequilibrio ambiental e a selecao de populagdes de pragas e doencas resistentes.

Em funcao destes fatores, a procura por medidas de controle vidveis vem crescendo,
respondendo assim, aos anseios da sociedade pela preservacao ambiental e por alimentos
sem contaminacao. Uma alternativa com potencial a ser aplicada é a inducao de resisténcia —
meétodo usado para reduzir a severidade de doencas causadas por fitopatdégenos. Trata-se do
fendbmeno pelo qual as plantas, apds exposi¢cao a um agente indutor, tém seus mecanismos de
defesa latentes ativados sendo capaz de responder contra o ataque de patégenos (CONRATH,
2011). Outra forma de inducao é observada através da aplicacao dos fitormonios: jasmonatos,
etileno e acido salicilico (VAN LOON, et al., 2006). O acido jasmoénico e o seu éster metil
jasmonato (MeJA) encontram-se largamente distribuidos em tecidos vegetais, destacando-

se como compostos sinalizadores de respostas de defesa sistémica das plantas por alterar
fundamentalmente a biossintese de compostos fendlicos. No entanto, os modos de agao
geralmente envolvem rotas multivariadas, que sao especificas para cada vegetal. Pesquisas
que avaliam os possiveis mecanismos do metil jasmonato mostraram o aumento do contetddo
de fenilpropanoides pela elicitacao da atividade da fenil amonia liase (PAL) em até seis vezes
(SIRCAR; MITRA, 2008). Os compostos fendlicos sao antifungicos, sendo acumulados no local
da infeccao, reduzindo ou restringindo o crescimento do patogeno. A eficiéncia de elicitores €
passivel de ser avaliada através da determinacao do conteudo de fenilpropanoides, da atividade
fotossintética, de enzimas chaves da rota biossintética, analises anatdmicas e de crescimento
das plantas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes concentracées de MeJA
que desencadeie melhor indugcao de compostos secundarios em plantas de soja.

Material e Métodos

As sementes foram obtidas no banco de germoplasma da Embrapa-Soja, sendo utilizada no
trabalho a cultivar BRS MG 772 resistente a ferrugem asiatica da soja. Foram semeadas 10
sementes em vasos plastico de 5 litros e apds a emergéncia realizou-se raleio deixando apenas
5 plantas por vaso. Estas plantas foram mantidas em casa de vegetacao com fotoperiodo de

14 horas, temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65 % até estagio V5 (FEHR et al., 1971).
Neste estagio as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos via pulverizagao: Agua
(controle); Etanol (surfactante); MeJA 56,25 uM; MeJA 112,5 uM; MeJA 225 yM e MeJA 450 uM.
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As plantas tratadas com MeJA foram mantidas em outra casa de vegetacao sob as mesmas
condicoes de temperatura e umidade descritas anteriormente, para evitar a indugao nas plantas
controle (Agua e Etanol), pois o0 MeJA é conhecido como um fitormédnio volatil. Apds a aplicacao
dos tratamentos, as folhas foram coletadas em intervalos de 24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas,
acondicionadas em nitrogénio liquido, e logo em seguida armazenadas em freezer (-20°C) até

a extracao e analise dos flavonoides. Para extragcao e quantificacao dos compostos, as folhas
foram pesadas, moidas e extraidas com metanol 90% na proporcao de 1:10 (m:v) e levadas

ao banho de ultrassom por 20 min. As amostras foram entao centrifugadas a 6000 rpm (9880

g) a 2°C por 5 min, e com o auxilio de uma pipeta Pasteur o sobrenadante foi transferido para
outro tubo e depois secas a vacuo. As amostras foram ressolubilizadas com 1,5 mL de metanol
80% e filtradas em membrana Millipore® 0,45 ym e analisadas em HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) — Shimadzu — modelo Prominence. As concentragoes das agliconas
(daidzeina, gliciteina e genisteina), assim como das formas glicosidica (daidzina, glicitina,
genistina) e malonil glicosidica (malonil daidzina, malonil glicitina, malonil genistina), rutina e
acido salicilico foram identificadas por meio da comparacao de espectro e tempo de retencao
dos padroes com os valores obtidos em cada amostra analisada.

Resultados e Discussao

A aplicacao do indutor MeJA desencadeou a producao de compostos secundarios em plantas
de soja. A concentracao de daidzina se mostrou variavel em relacao aos diferentes tratamentos
(Figura 1A), porém em geral teve sua concentragao mais elevada sempre nas plantas tratadas
com MeJA, na concentragao de 450 uM nos periodos de 120 e 144 horas. A isoflavona genistina
foi identificada a partir das 144 horas (Figura 1B) nas concentragoes de 225 e 450 uM, no
entanto, em 168 horas esta substancia foi identificada em todos os tratamentos, com uma
reducado de sua concentracao em relacao as plantas tratadas com Agua e Etanol. O MeJA é um
fitormonio conhecido por induzir a cascata do acido octadecandide que leva a expressao de
genes relacionados a resisténcia a pragas e doencas (THOMMA et al., 2000), e na producao de
compostos secundarios de defesa (WALKER et al., 2002), porém, nesse estudo, nao se observou
diferenca em relacdo aos controles (Agua e Etanol).

A concentragao de acido salicilico apresentou um aumento gradativo principalmente em 144
horas (Figura 2A), nas concentracoes de 225 e 450 uM. Ja em 168 horas foi observada uma
menor concentracao de acido salicilico quando comparado com as plantas tratadas com

Agua e Etanol, no entanto, entre as concentragdes de MeJA, a de 450 uM mostrou a maior
inducao deste composto. A capacidade em desencadear a producao de fendis e flavonoides

foi observado em plantas de Panax ginseng ap6s a aplicacao de MeJa (ALl et al., 2007).J4 em
relacao a rutina, a mesma mostrou ser constitutiva em todos os tratamentos (Figura 2B), sendo
observado um aumento da sua concentracao em 120 horas quando aplicado 225 yM de MeJA,
seguido de 144 horas com 112,5 uM MeJA.

A concentracao de malonil genistina aumentou em 96 e 120 horas (Figura 3A), para as plantas
aonde aplicou-se 450 uM, e detectada apenas em 168 horas nesta concentracao. A aglicona
gliciteina mostrou maior concentracao em 96 horas (Figura 3B), nas plantas com 450 uM de
MedJA, este mesmo resultado se manteve em 120 e 168 horas, assim como as plantas tratadas
com 56,25 uM em 168 horas. Segundo Junlan eYue (2011), a concentracao de 450 uM foi a
concentragcao apropriada para induzir a sintese de isoflavonas em soja, entretanto em nossos
testes, essas concentracoes foram variaveis e nao seguiram o padrao esperado.

Desta forma, o experimento esta sendo repetido utilizando-se concentracoes maiores.
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Figura 1. Concentracdo de daidzina (A) e genistina (B) em plantas tratadas com diferentes concentragoes de MeJA. Média de cinco
repeticoes e erro padrao.
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Figura 2. Concentracao de acido salicilico (A) e Rutina (B) em plantas tratadas com diferentes concentracoes de MeJA. Média de
cinco repeticoes e erro padrao.
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Figura 3. Concentragdes de malonil-genistina (A) e gliciteina (B) em plantas tratadas com diferentes concentragoes de MeJA. Média
de cinco repeticoes e erro padrao.
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Conclusao

Dentre as concentragoes testadas de MeJA, a de 450 uM foi a que apresentou inducao de
metabdlitos secundarios em plantas de soja.
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Introducao

A producao de soja (Glycine Max) no Brasil tem obtido grande importancia na economia

do pais, tornando-se uma das culturas mais importantes e pesquisadas nos dias atuais. A
fitopatologia, area que estuda as doencas de plantas, tem buscado solucionar ou minimizar os
efeitos causados por patdgenos a cultura de soja. Sao muitas as doencas que assolam a cultura
de soja em nosso pais, entre elas as viroses.

Para o manejo dessas doencas, buscam-se solugoes para diminuir a agao dos patégenos sobre
plantas suscetiveis, com a selecao de plantas resistentes ou tolerantes a determinadas viroses.

A necrose da haste é causada pelo virus denominado Cowpea mild motle virus (CPMMV) (Brunt
e Kentem, 1973). Condicoes que favorecam o desenvolvimento da populacao do inseto vetor, a
mosca branca (Bemisia tabaci), favorecem o aparecimento da doenca (lwaki et al., 1982; Costa
et al., 1983). Além da soja, outras plantas hospedeiras do virus sao Desmodium sp. e Arachys
pintoi.

O objetivo deste trabalho foi verificar a tolerancia de linhagens de soja do programa de
melhoramento da embrapa ao virus causador da necrose da haste.

Material e Métodos

A metodologia utilizada para a realizacao do teste de resisténcia da soja foi a inoculacao
mecanica do virus nas folhas de plantas sadias. Foram cultivadas plantas de soja em casa de
vegetacao, sendo a inoculagao realizada no estadio fenoldgico V,, onde o primeiro trifélio esta
totalmente desenvolvido. O inéculo foi preparado utilizando folhas de plantas previamente
contaminadas que apresentavam os sintomas da doenca, utilizando-se para isso a cultivar

CD 206. As folhas foram trituradas com tampao fosfato de sodio 0,01M, pH 7,0 e a inoculacao
mecanica foi realizada através do esfregaco de carvao moido. A avaliacao das plantas foi
realizada em torno de 15 a 20 dias apds a inoculacao, verificando-se o aparecimento de
sintomas. Foram avaliadas 40 sementes de cada linhagem. Quando se verificou que um nuimero
igual ou menor que 25% de plantas apresentavam sintomas, a linhagem foi considerada
linhagem tolerante ao virus; acima disto, foi considerada suscetivel.

Resultados e Discussao
Os sintomas observados nas plantas suscetiveis foram caracterizados pela formacao de

mosqueado (“mottling”), com formacao de bolhas no limbo foliar ou necrose (Almeida, et al.,
2003).

Na Tabela 1, pode-se observar os resultados da avaliacéo de 86 linhagens de soja.
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Tabela 1 - Resultados de reacao das linhagens de soja ao virus necrose da haste (CPMMV).

49 Final RR T 148 Final Conv T
50 Final RR S 149 Final Conv T
51 Final RR T BRS 378RR 150 Final Conv T
52 Final RR T 188 P3 Conv T
b3 Final RR T 189 P3 Conv T
54 Final RR T 190 P3 Conv T
b5 Final RR T 191 P3 Conv T
56 Final RR T 192 P3 Conv T
57 Final RR T BRS 379RR 193 P3 Conv T
58 Final RR S 194 P3 Conv T
59 Final RR T 195 P3 Conv T
60 Final RR T 196 P3 Conv T
61 Final RR T 197 P3 Conv T
62 Final RR T 198 P3 Conv T
63 Final RR T 199 P3 Conv T
64 Final RR T 200 P3 Conv T
65 Final RR T 201 P3 Conv T
66 Final RR T 202 P3 Conv T
67 Final RR T 203 P3 Conv T
68 Final RR T 204 P3 Conv S
69 Final RR T 205 P3 Conv T
70 Final RR T 206 P3 Conv S
71 Final RR T 207 P3 Conv T
72 Final RR T 208 P3 Conv T
73 Final RR S 209 P3 Conv T
74 Final RR T 210 P3 Conv S
75 Final RR T 211 P3 Conv T
76 Final RR T 212 P3 Conv T
77 Final RR T 213 P3 Conv T
78 Final RR T 214 P3 Conv T
79 Final RR T 215 P3 Conv T
134 Final Conv T 216 P3 Conv T
135 Final Conv T 217 P3 Conv T
136 Final Conv T 218 P3 Conv T
137 Final Conv T 219 P3 Conv T
138 Final Conv T 220 P3 Conv S
139 Final Conv T 221 P3 Conv T
140 Final Conv T 222 P3 Conv S
141 Final Conv T 223 P3 Conv T
142 Final Conv T 224 P3 Conv T
143 Final Conv T 225 P3 Conv T BRS 376
144 Final Conv T BRS 133 TEST. - T
. BRSMT

145 Final Conv T PINTADO TEST. - T
146 Final Conv T CD 206 TEST. + S
147 Final Conv T

T =tolerante S = Suscetivel Final RR = Avaliagao final das caracteristicas da linhagem transgénicas resistentes ao herbicidas glifosato.Final Conv
= Avaliagao final das caracteristicas da linhagem convencional. TEST.- =Testemunha negativa para sintomas do virus necrose da haste. TEST. + =
Testemunha positiva para sintomas do virus necrose da haste.

Apenas 8 linhagens apresentaram mais de 25% de plantas infectadas, sendo consideradas
suscetiveis. As demais foram consideradas tolerantes ao virus. E importante destacar que no
periodo de cultivo ocorreu uma alta incidéncia de mosca branca em casa de vegetacao, mesmo
assim a maior parte das linhagens foi considerada tolerante.

Entre as linhagens avaliadas, trés foram selecionadas como cultivar, por apresentarem
caracteristicas agrondmicas desejaveis, como produtividade e tolerancia a diversas doencgas
entre outras, que nao sao abordadas neste trabalho. Duas cultivares BRS 378RR e BRS 379RR
sao geneticamente modificadas, com a insercao do gene que lhe confere resisténcia ao
herbicida glifosato. A cultivar BRS 376 € de soja convencional.
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Conclusoes

Das 86 linhagens testadas, 8 foram suscetiveis a necrose da haste, causada pelo virus Cowpea
mild motle virus (CPMMV).
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Introducao

Uma das ferramentas mais utilizadas na avaliacao do estado nutricional das plantas é a analise
guimica do tecido vegetal. A soma dos teores de C, O e H na matéria seca do tecido vegetal é
geralmente superior a 90%, sendo que os outros 10% sao constituidos por macro (N, Ca, Mg,

K, P. S, em g kg™) e micro nutrientes (B, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, e Zn, em mg kg™) (SILVA, 2009). O
potassio (K) é absorvido em grande quantidade pelas raizes, desempenhando importante funcao
no estado energético da agua na planta, na translocacao e armazenamento de assimilados e na
manutencao da agua nos tecidos vegetais. A quantidade de K* na solucao do solo necessaria
para o crescimento das plantas depende da espécie e do seu estado de crescimento. Os teores
podem variar de 1 a 50 mg L' ou mais, em solos fertilizados, e dependem das caracteristicas
guimicas e mineralégicas do solo (FERNANDES, 2006).

A determinacao da concentracao de K em amostras de tecido vegetal por meio da técnica de
espectrometria de emissao atémica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) tem como
principio a analise dos metais dissolvidos na solucao (extrato acido) (GINE-ROSIAS, 1998).
Durante a transicao dos atomos do estado excitado para o estado fundamental, cada elemento
quimico emite um sinal de comprimento de onda definido. A quantidade de luz emitida é
proporcional a concentracao desse elemento na solucao. A presenca de elevadas concentragoes
de um determinado analito em material vegetal, como é o caso do K, causa elevado sinal de
fundo comumente denominado como ruido, o que potencializa a ocorréncia de interferéncias
espectrais e pode reduzir drasticamente a vida util da tocha de quartzo (OLIVEIRA et al., 2012).

Para minimizar esse efeito, alguns equipamentos permitem a leitura do analito em duas vistas
(axial e radial). A vista axial € a mais sensivel e por isso é indicada para os analitos presentes
em menor concentracao. A vista radial, por sua vez, serve como opc¢ao para os analitos
presentes em concentracoes mais elevadas, a exemplo do K. O inconveniente da utilizacao da
vista radial é o aumento no tempo de leitura das amostras, tendo em vista que o equipamento
nao permite adquirir o sinal das duas vistas simultaneamente. A utilizacao da vista radial leva
ao incremento médio de 5 segundos por amostra, e se considerarmos que o tempo total para
leitura de cada amostra € de 60 segundos, a utilizacao da leitura de K na vista axial podera levar
a economia de uma amostra a cada 20 analisadas. Extrapolando para 10000 amostras por ano,
a reducao de custos com a quantificacao dos elementos no ICP-OES seria de 500 amostras.

Portanto, o objetivo do trabalho foi comparar diferentes configuracoes do ICP-OES na
determinacao da concentracao de K, em amostras de tecido vegetal, buscando reduzir o tempo
de leitura das amostras e, consequentemente, o custo operacional do equipamento.
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Material e Métodos

Foram comparadas 996 leituras de K em amostras que incluem a parte aérea, graos e folhas de soja,
além de folhas de trigo e de girassol. As amostras foram analisadas no Laboratério de Analise de Solo
e de Tecido Vegetal da Embrapa Soja.

As comparacgoes foram feitas considerando como configuracao padrao no ICP-OES, a
quantificagcao da concentracao de K no comprimento de onda (i) de 766,49nm, utilizando a
vista radial (766,49Rd), ao passo que as configuragoes opcionais avaliadas foram: i) vista axial
e A.=766,49nm (766,49AXx) e ii) vista axial e A=404,72nm (404,72Ax). As demais configuracoes do
equipamento foram mantidas inalteradas.

Digestao de amostras

As amostras foram digeridas em Forno de Micro-ondas Marca CEM, Modelo Mars Xpress,
utilizando-se 6 mL de solugéo aquosa de acido nitrico (HNO,) 1:1, e 1 mL de peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 130 Volumes. Foram utilizados 0,25 g de tecido vegetal, e o volume foi
aferido para 30 mL (diluicao de 120x). As condigoes de digestao em micro-ondas foram: 10
minutos de rampa (aquecimento); manutencao da temperatura em 170°C (15 minutos), com
poténcia de 1600 w, e resfriamento por 20 minutos, até temperatura ambiente.

Determinacoes analiticas

O equipamento analitico utilizado foi o espectrometro de emissao atdbmica com plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES), marca Perkin Elmer, modelo Optima 8300DV (Dual View).
Este equipamento realiza as leituras das amostras simultaneamente para todos os analitos, e
permite ambas as configuragcoes para deteccao do sinal (axial e radial).

Analise estatistica
O teste estatistico utilizado foi proposto por Leite e Oliveira (2002). Este procedimento é
empregado para comparar duas variaveis dependentes quantitativas, combinando trés testes:
i) o teste F(H ) para verificar simultaneamente se os estimadores do modelo de regresséo linear
b, e b, sdo iguais a 0 e 1, respectivamente; ii) o teste t para o erro médio (t__ .. ), que avalia
se existe algum viés (bias) entre as varidveis e esta relacionado a acuracia e/ou precisao do
método proposto em relacao ao método padrao; e iii) analise do coeficiente de correlacao linear
(r,,,; em comparagao ao erro médio [(r, ) > |1-erro médio| ]. Com base nessas estatisticas, €
proposta uma regra de decisao para o teste de hipdtese de identidade entre dois grupos de
dados quantitativos. Os métodos sao considerados idénticos quando os resultados para os trés
testes forem:

a) F(Ho)=ns; t

=ns; [(r,)>]|1-erro médio| = Sim

erro médio yiyj

b) F(Ho) =*; t =ns; [(r.)>|1-erro médio| = Sim

erro médio yivi

Resultados e Discussao

Observou-se elevada correlagao entre as concentragoes de K nas configuragoes avaliadas
(Figura 1). Entretanto, pelo teste proposto por Leite e Oliveira (2002), verificou-se que nao ha
igualdade nas concentragoes de K determinadas com as configuracoes 766,49Ax e 404,72Ax
em relagao a configuragao padrao do ICP-OES (766,49Rd). Em ambas os casos, a identidade nao
foi verificada pelo nao atendimento das pressuposicoes do teste t para o erro médio, que foi
significativo, e que demonstra a existéncia de um possivel erro sistematico, bem como, uma
alta variabilidade na deteccao do sinal com a vista axial.
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ATabela 1 apresenta a estatistica descritiva para quatro faixas de concentracao de K (<10; 10-20;
20-30 e >30 g kg), definidas em funcgao das leituras realizadas nas condi¢oes padrao. De forma
geral, observou-se maior variabilidade nas determina¢cdes com a vista axial, caracterizadas

em alguns casos pelo maior coeficiente de variacao, ou ainda, pela maior amplitude na
concentracao de K.
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Resultado Teste Leite & Oliveira, 2002 A Resultado Teste Leite & Oliveira, 2002 B

F(HO) = ns F(HO) = ns
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Figura 1. Modelos de regressao linear ajustados para a concentracao de K testados na vista axial (404,72 e 766,49 nm) e a

concentracao nas condicoes padrao (radial a 766,49 nm).

Tabela 1. Estatistica descritiva agrupando a concentragao de K em quatro faixas de concentragao

N. obs 154 154 154 327 327 327
Média 7,3 5,3 8,6 16,0 12,4 17,8
Minimo 0,4 1,8 0,1 10,0 6,4 10,0
Maximo 10,0 10,9 14,3 20,0 21,3 28,0
Amplitude 9,6 9,1 14,2 10,0 14,9 18,0
Desvio 2,106 1,483 2,241 2,951 2,944 3,417
Padrao
CV% 28,84 27,98 26,05 18,44 23,74 19,19
N. obs 285 285 285 203 203 203
Média 23,6 19,8 25,8 36,7 30,5 35,8
Minimo 20,0 13,4 18,4 30,0 23,7 29,3
Maximo 30,0 27.1 32,7 55,7 47,2 49,7
Amplitude 10,0 13,7 14,3 25,6 23,5 20,4
Desvio 3,272 3,759 3,680 6,503 5,365 5,038
Padrao
CV% 13,86 18,98 14,26 17,71 17,59 14,07

Para melhor avaliar o desempenho e diagnosticar a existéncia de possiveis erros sistematicos,
foi calculada a variacao da concentracao de K determinada na vista Axial (766,49Ax e 404,72Ax)
em comparacao com a configuracao padrao do ICP-OES (766,49Rd) (Figuras 2 e 3). Observou-se
que, para a leitura na configuracao 766,49Ax, a concentracao de K foi consistentemente superior
a determinada nas condigcoes padrao, especialmente para concentracao de K inferior a 30 g kg™’
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(Figura 2 A,B,C). Em amostras com elevada concentracao de K, as leituras foram subestimadas
(Figura 2D). Para as leituras na condicao 404,72Ax, as concentracoes foram sistematicamente
inferiores a observada na leitura padrao, independente da faixa de concentracao de K,
subestimando os resultados (Figura 3).

Em ambos os casos, independente do comprimento de onda, ocorreu variabilidade quando se
comparou a leitura padrao com a axial. Nesse sentido, varios fatores podem estar envolvidos,
entre eles a interferéncia de outros analitos e as interferéncias espectrais, além do blooming.

O efeito blomming ocorre quando um pixel supera em muito sua capacidade, ou seja, torna-

se saturado, e a carga “transborda” em pixels adjacentes. E um fendmeno encontrado
frequentemente em detectores do tipo CCD (Charge Coupled Device). Se o blooming ocorre

em analise de amostras por ICP-OES, o resultado sera um impacto negativo sobre os dados,
superestimando linhas de emissao fracas e causando interferéncia de sinal. Isto pode ocorrer na
leitura de amostras com elevadas concentragoes de analito, como € o caso do K em extratos de
tecido vegetal.

Conclusao

Nao houve identidade estatistica entre os métodos. Os métodos alternativos parecem
promissores para estudos futuros que visem a diminuicao do tempo de leitura e consumo
de argbnio, mas necessitam de otimizacgao, aliada ao ajuste de métodos e modificagoes na
configuracao do equipamento.
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Figura 2. Diferenca entre a concentracao de K determinada na vista Axial, no comprimento de onda 766,49 nm e a concentracao de
K na configuragdo padrao do ICP (Vista Radial e 766,49 nm). Dados agrupados em quatro faixas de concentragao (<10; 10-20; 20-30 e
>30 g/kg de K)
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Figura 3. Diferenca entre a concentragao de K determinada na vista Axial, no comprimento de onda 404,72 nm e a concentracao de
K na configuragcao padrao do ICP (Vista Radial e 766,49 nm). Dados agrupados em quatro faixas de concentracéao (<10; 10-20; 20-30 e
>30 g/kg de K)
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Introducao

As ninfas e adultos de B. tabaci biétipo B sugam a seiva do floema das plantas hospedeiras,
podendo causar danos diretos e indiretos as mesmas (INBAR; GERLING, 2008). Quando esse
inseto ocorre em altas populagoes, seu ataque resulta em enfraquecimento da planta, devido

a extracao de grandes quantidades de seiva. Com isso, ocorre o aumento do teor de etileno na
folha e a consequente desfolha precoce, afetando o desenvolvimento e rendimento das plantas
(VIEIRA et al., 2011). Além disso, durante a succao da seiva, os insetos excretam uma substancia
acucarada, conhecida como honeydew, que favorece a formacao do crescimento de fungos
deixando a folha enegrecida, sintoma conhecido como fumagina (OLIVEIRA et al., 2001), que
afeta negativamente os processos fisioldgicos da planta.

Os mecanismos de defesa da planta abrangem uma série de caracteristicas morfoldgicas e
também um complexo de substancias quimicas, que podem torna-la repelente, toxica ou,

de algum modo, inadequada para os insetos-praga (PIUBELLI, 2004). Na soja, as substancias
de defesa mais provaveis sao os flavonoides, derivados da via dos fenilpropanoides, que,

em geral, sao mais abundantes nos genétipos resistentes as pragas (HOFFMANN-CAMPO,
1995). Desta forma, compreender as rotas bioquimicas nas plantas, através da identificacao de
compostos quimicos que promovam a resisténcia da planta pode ajudar a acelerar a selecao e
o melhoramento de novas cultivares, com caracteristica de resisténcia. Essas cultivares podem
reduzir a incidéncia da praga, resultando em menor perda na producgao. Assim, o presente
estudo objetivou identificar e quantificar as substancias quimicas encontradas em gendtipos
de soja infestados e nao infestados por B. tabaci e que possam estar relacionadas a defesa da
planta.

Material e Métodos

Os genotipos de soja ‘IAC 177, “IAC 19" e ‘IAC 24’, que apresentam algum tipo de resisténcia a
insetos; ‘Barreiras’, ‘Doko’ e ‘Vencedora’, que no campo apresentaram menor incidéncia de
fumagina (VIEIRA et al., 2011, VALLE et al, 2012); e ‘IAC Holambra Stwart’, considerada padrao
de suscetibilidade a mosca-branca (VIEIRA et al., 2011) foram cultivadas em vasos plasticos
com capacidade para 10 litros. Duas plantas foram mantidas por vaso em casa de vegetacao
em condicoes controladas (+28°C temperatura, 80% umidade relativa e 14 horas fotoperiodo).
O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com arranjo fatorial de sete gendtipos

x seis estadios fenoldgicos x duas intensidades de infestacao da praga x cinco repeticoes. Os
estadios fenoldgicos avaliados foramV,,V,, V.,V V.V, segundo Fehr; Caviness (1977). As
intensidades de infestacao consistiram de plantas de soja dos gendtipos citados infestadas por
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B. tabaci biotipo B, e outro grupo de plantas nao-infestado (controle). Para infestacao, as plantas
foram levadas para a criacao da mosca-branca que é realizada em uma casa de vegetacgao de
vidro, EM condi¢des controladas de temperatura 30°+ 2°C, umidade relativa 80%, e fotoperiodo
de 14 horas. Nessas condicoes, as plantas forma mantidas por 24 horas para que ocorresse a
oviposigao, posteriormente transferidas para outra casa de vegetacao. As plantas nao-infestadas
foram colocadas em ambiente separado, para evitar a infestacao, sendo condicoes ambientais
semelhantes.

Folhas dos diferentes gendtipos, dos tratamentos infestados e nao-infestados, foram coletadas
em cada um dos seis estadios de desenvolvimento da planta. Para a realizacao das analises,
foi coletado o ultimo trifélio completamente expandido de cada planta. Para extracao e
quantificagao das isoflavonas, as folhas foram moidas, pesadas e maceradas com etanol 80%
HCI (0,001 mmol), na proporcao de 1:10 (m:v) e mantidas em banho de ultrassom, por 20 min.
As amostras foram centrifugadas a 9.880g a 4°C por 12 min, secas em vacuo, e ressolubilizadas
com metanol 80% (1,2 mL) e filtradas em membrana Millipore® 0,45 pm. As amostras foram
analisadas em HPLC (High Performance Liquid Chromatography,— Shimadzu — modelo
Prominence). As concentracoes de rutina, genistina, malonil genistina e da aglicona genisteina,
foram calculadas através da comparacao de espectro obtido no UV (260 nm) e o tempo de
retencao (min.) de cada amostra, com o dos respectivos padroes de cada composto.

Resultados e Discussao

Nas analises cromatograficas dos extratos das folhas dos genétipos estudados foram
identificados o flavonol rutina e as isoflavonas genistina, malonil genistina e genisteina,
havendo interacao significativa entre todos os fatores analisados (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da ANOVA para concentragdes de flavonoides em sete gendtipos de soja (Barreiras, Doko,
Vencedora, IAC Holambra, IAC 17, IAC 19 e IAC 24), com dois tratamentos (plantas infestadas e nao-infestadas) em

seis estadios fenoldgicos (V,,V,, V,, V.V, V,).

Gendtipo 6 80,91** 80,2** 52,33** 94,33**
Infestacao 1 34,15**  15,67** 7,6%* 62,9**
Estadio Fenoldgico 5 16,58" 125,45  148,93** 77,51**
Genotipo x Infestacao 6 10,17** 2,85 3,93* 12,05**
Genétipo x Estadio 30 2,77** 6,85** 10,94** 34,23
Infestacao x Estadio 5 11,45** 6,67** 10,76** 22 47**
Geno x Infe x Esta 30 1,47* 3,63** 2,16** 7,68**
Residuo 419 - - - -

Em todos os genotipos, rutina e genistina foram os compostos observados em maior
concentracao (Tabela 2). Malonil genistina e a aglicona genisteina foram identificadas em
menores concentracoes e, no caso da malonil genistina, esse composto nao foi identificado
nos genoétipos ‘IAC 19/, ‘IAC Holambra Stwart’ e ‘Barreiras’. A maior concentracao de malonil
genistina foi observada em ‘Vencedora'.
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Tabela 2. Concentracoes das substancias (ng/mg) identificadas em folhas de plantas de sete genodtipos de soja.
(Valores médios gerais das plantas infestadas e ndo-infestadas).

IAC 17 27,79 + 3,7 a 1653 + 309 b 182 + 0,7 b 2 + 04 ab
Vencedora 30,63 + 3,6 a 161,3 + 13,8 b 10,7 + 2 d 1,8 + 0,4 ab
IAC 24 3359 + 4 ab 5563 + 552 a 075 + 04 ab 19 + 04 ab
IAC 19 3578 + 3 ab 3045 + 304 c 0 + 0a 16 + 04 ab
IAC Holambra 43,68 + 6,4 b 583 + 2,57 a 0 + 0a 24+ 03b
Doko 59,33 + 6 ¢ 149,17 + 128 b 354 + 1,2 ¢ 1+ 03 a
Barreiras 105,7 + 9,3 d 492,8 + 40,2 d 0 + 0 a 68 + 1,1 ¢
CV (%) 73,73 49,49 129,93 83,89

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

De modo geral, as plantas dos gendtipos ‘IAC 19’ e ‘Barreiras’, infestados por B. tabaci,
apresentaram as maiores concentragdes de rutina (Tabela 3). EmV, eV, ndo houve diferenca
nas concentracoes desta substancia nos diferentes genotipos, quando infestados. A partir do
estadioV,, ‘IAC 19’ e ‘Barreiras’ tiveram a maior concentracdo de rutina, sendo o aumento

dessa substancia em ‘IAC 19’ gradativo, no decorrer das avaliagoes nos diferentes estadios
fenoldgicos. Para o gendtipo ‘Barreiras’, a maior concentracao desse flavonol foi observada no
estadioV,, com reducdo emV, e V,. Na ultima avaliacado, emV,, IAC 19’ foi 0 gendtipo com maior
concentragao de rutina, sendo este o Unico em que a concentragao desta substancia diferiu dos
estadiosV,, V, eV, dentro e entre as cultivares.

Nas plantas nao-infestadas, o genotipo ‘Barreiras’ apresentou as maiores concentracoes de
rutina em todos os estadios fenologicos, atingindo o valor mais alto em V.. A partir de V,,
observou-se também o aumento da concentracao de rutina em ‘IAC 19'. Esse composto nao

foi detectado no gendtipo padrao de suscetibilidade, ‘IAC Holambra Stwart’, na maioria dos
estadios fenologicos, exceto emV,, nas plantas nao-infestadas; neste, a concentracao diferiu da
encontrada nos demais genotipos na mesma avaliacao.

A concentracao de genistina apresentou diferenca entre os genoétipos infestados por B. tabaci
(Tabela 4) a partir do estadio V,, sendo as maiores concentragoes observadas nos estadiosV,,
V, eV,. A partir de V,, a maior concentracao de genistina foi observada na cultivar Barreiras que
apresentou aumento até estadio V.. EmV,, ‘IAC 19’ teve concentragcoes semelhantes com as
encontradas em ‘Barreiras’, diferindo das demais. Nas plantas nao-infestadas, foi identificada
genistina em ‘IAC Holambra Stwart’ em todos os estadios, exceto na primeira avaliagao, emV,,
no entanto, nao houve diferenca entre gendtipos.

O flavonol rutina, encontrada em alta concentracao em ‘IAC 19’, pode ser a substancia quimica
responsavel pelo efeito de antibiose desse genétipo as ninfas de B. tabaci. A substancia

ja é reconhecida por desempenhar papel importante na defesa da planta de soja contra
desfolhadores (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; 2006), sendo um dos compostos identificados
em extratos de folhas de Pl 227687, Pl 274454 e em outros genoétipos resistentes a insetos
(PIUBELLI et al., 2005). Embora em menor concentracao, o isoflavonoide genistina também foi
observado na maioria dos extratos foliares dos genétipos estudados por Piubelli et al. (2005) e
utilizados pelos programas de melhoramento como fator de resisténcia a insetos desfolhadores.

Deve ser destacado o fato de que as concentragoes de rutina no genétipo ‘IAC 19" aumentaram
no decorrer das avaliagdes, sendo que na ultima avaliacdo em V, a concentracao foi 18 vezes
maior que na primeira avaliagdo em V,. Embora rutina tenha sido constitutivamente identificada
em genotipos com reconhecida resisténcia a desfolhadores, os dados obtidos indicam indugao
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Tabela 3. Concentracoes de rutina (ng/mg) em folhas de plantas de sete genoétipos de soja, infestadas e néao-
infestadas por Bemisia tabaci bidtipo B, em seis estadios fenoldgicos, cultivados em casa de vegetacao. Infestacao
média de 10 ninfas/foliolo.

Genotipo
Barreiras
Vencedora

Doko
IAC
Holambra

IAC 19
IAC 17
IAC 24

Genotipo
Barreiras
Vencedora

Doko
IAC
Holambra

IAC 19
IAC 17

IAC 24
CV (%)

V3
150,09* a A
39,12 aA
26,7 aA

0 aA
3254 aA
10,21 aA
11,89 aA

V3
488,86
77,024

70

Ab
aA
aA

70
138,4
57,37

aA
aA
aA

31,94 aA
73,73

335,61*
111,16
167,15

bc AB
ab A
ab A

0 aA

596,68*
234,34
47,76

cC
ab A
aA

V8

619,05
208,23
136,43

0
273,79
103,87

c ABC
ab A
ab AB

aA
bA
ab A

Infestado
\'Z} V5 V6 V7
193,4* a A 214,9* ab A 593,8 ¢ C 484,8* cBC
36,86* aA 131,9 ab A 251,4 ab A 103 aA
17,17% aA 113,8% ab A 178,8 ab A 177 ab A
0 aA 0 aA 0 aA 0 aA
46,33 a A 280,3* b AB 389,5 bcBC 412,8 bc BC
10,71 aA 132,1 abA 5559* ¢B 100 a A
12,55 a A 34,5 ab A 54,96 a A 33,97 aA
Nao-infestado
\'Z) V5 V6 V7
617,8 b ABC 822,2 cBC 568,17 b AB 824,9 dC
239,3 aA 266,6 b A 191,2 aA 280 bc A
204,6 aAB 3595 bB 147,4 a AB 191,1 abc AB
0 aA 0 aA 0 aA 0 aA
203,6 aA 644 cB 254,7 a A 381,8 cA
105,7 aA 3034 bA 2211 aA 148,8 abc A
63,83 a A 141,1 ab A 51,6 aA 86,55 ab A

96,93

ab A

Médias seguidas por letras iguais (minudsculas na coluna e mailsculas na linha) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
* Diferenca significativa entre o gendtipo infestado e ndo-infestado em cada estadio fenoldgico.

Tabela 4. Concentracbes de genistina (ng/mg) em folhas de plantas de sete genétipos de soja, infestadas e nao-
infestadas por Bemisia tabaci bidtipo B, em seis estadios fenoldgicos. Infestagdo média de 10 ninfas/foliolo.

Infestado

Genotipo

Barreiras

Vencedora

Doko
IAC
Holambra

IAC 19

IAC 17
IAC 24

V3

10,68 a A*
a
AB

aA

11,83
10,71

0 aA
7,16 aA

0 aA
0 aA

V4

18,42

3,36
0

8,14
6,89

1,38
1,28

aA

aA

aA
a
AB

aA
a

AB
aA

V5
90,04 bB*

ab C
ab B

58,72
55,13

ab BC
ab B

46,4
50,31

26,49
37,02

a AB
aAB*

V6
107,97 cB*

aA
bB

7,9
63,02

aAB*
ab AB

16,86
42,12

ab AB
a A*

35,37
13,51

Nao-infestado

113,69

31,05
124,78

110,71
52,63

43,19
74,07

V7

bc B

aABC *
cC

bc D
aB

aB*
ab B

202,01

53,08
89,24

81
48,55

37,33
33,74

dcC*

abc BC
cBC

bc CD
abc AB

ab AB
a AB

Genotipo V3 V4 V5 V6 V7

Barreiras 4451 aA 46,58 aA 15521 cB 215,52 dC 142,29 cB 121,1 ¢cB
a

Vencedora 0 aA 9,48 AB 43,34 ab BC 28,07 ab AB 75,17 abC 4559 aBC

Doko 0 aA 10,77 aA 80,84 bB 75,73 ¢cB 105,94 bcB 95,84 bc B

IAC

Holambra 0 aA 16,06 a A 18,27 aA 69,83 bc B 82,03 abB 74,88 abB

IAC 19 9,93 aA 9,58 aA 64,74 bB 48,8 abc AB 50,57 aAB 38,08 a AB

IAC 17 2,39 aA 496 aA 48,92 ab BC 13,01 aAB 78,83 abC 41,61 aABC

IAC 24 2,04 aA 58 aA 67,7 bB 58,72 bc B 68,52 abB 40,64 a AB

CV (%) 49,49

Médias seguidas por letras iguais (minusculas na coluna e maiusculas na linha) nao diferem entre si pelo teste de Tukeya a 5%.
* Diferenca significativa entre o genétipo infestado e ndo-infestado em cada estadio fenoldgico.
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pelo ataque do inseto (elicitor), possivelmente em funcao da succao continua de seiva pelas
ninfas de B.tabaci. A rutina é responsavel pelo prolongamento do ciclo de A. gemmatalis
(GAZZONI et al., 1997; HOFFMANN-CAMPO et al., 2006) e alta mortalidade em populacoes da
lagarta suscetiveis e resistentes ao baculovirus (PIUBELLI et al., 2006). O efeito negativo de
rutina e genistina sobre A. gemmatalis foi demonstrado por Salvador (2008); lagartas dessa
espécie alimentadas com dieta ou gendtipos contendo esses compostos mostraram uma
desorganizagao dos componentes celulares do intestino médio.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que rutina e genistina podem ser as substancias
gue em conjunto com outros fatores podem estar relacionados a resisténcia do tipo antibiose
em ‘IAC 19"

Referéncias

FEHR, W.R.; CAVINESS, C.E. Stages of soyban development. Ames, lowa State University:
Cooperative Extension Service, 1977. 12p. Specieal Report, 80.

GAZZONI, D. L.; HULSMEYER A.; HOFFMANN-CAMPOQ, C.B. Efeito de diferentes doses de rutina
e quercitina na biologia de Anticarsia gemmatalis. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 32, p.
673- 681,1997.

HOFFMANN-CAMPO, C.B. Role of the flavonoids in the natural resistance of soyabean to
Heliothis virescens (F.) and Trichoplusia ni (Hiibner). 1995. 165 p. PHD. Dissertation, The University
of Reading, Reading, UK.

HOFFMANN-CAMPO, C.B.; HARBORNE, J.B.; MCCAFFERRY, A.R. Pre-ingestive and post-
ingestive effects of soya bean extracts and rutin on Trichoplusia ni growth. Entomologia
Experimmentalis et Applicata, Dordrecht, Holanda, v. 98, n. 2, p. 181-194, 2001.

HOFFMANN-CAMPO,C.B.;RAMOSNETO,J.A.;OLIVEIRA, M.C.N.de; OLIVEIRA, L.J. Detrimental
effect of rutin on a main soybean defoliator pest, Anticarsia gemmatalis. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v. 41, p. 1453-1459, 2006.

INBAR, M.; GERLING, D. Plant-mediated interactions between whiteflies, herbivores, and natural
enemies. Annual Review of Entomology, v, 53, p. 431-438, 2008.

OLIVEIRA, M.R.V.; HENNEBERRY, T.J.; ANDERSON, P. History, current status, and collaborative
research projects for Bemisia tabaci. Crop Protection, v. 20, p. 709-723, 2001.

PIUBELLI, G.C. Bioatividade de genétipos de soja resistentes a A. gemmatalis Hiibner
(Lepidoptera: Noctuidae) e interacoes de suas substancias quimicas com inimigos naturais.
2004. 152p.Tese Doutorado, Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana.

PIUBELLI, G.C.; HOFFMANN-CAMPO, C.B.; MOSCARDI, F; MIYAKUBO, S. H.; OLIVEIRA, M.C.N.
Are chemical compounds important for soybean resistance to Anticarsia gemmatalis? Journal
Chemical Ecology. v. 31, p. 1515-1531, 2005.

PIUBELLI, G.C.; HOFFMANN-CAMPO, C.B.; MOSCARDI, F; MIYAKUBO, S. H.; OLIVEIRA,
M.C.N. de Baculovirus-resistant Anticarsia gemmatalis responds differently to dietary rutin.
Entomology Experimetalis Applicata v. 119, p. 53-60, 2006.



VIl Jornada Académica da Embrapa Soja 171

VALLE, G.E.; LOURENCAO, A.L.; PINHEIRO, J.B. Adult attractiveness and oviposition preference
of Bemisia tabaci biotype B in soybean with different trichome density. Journal Pest Science,

v.85, n4, p.431-442, 2012.

VIEIRA, S.S.; BUENO, A.E; BOFF, M.I.C.; BUENO, R.C.O.F; HOFFMANN-CAMPO, C.B. Resistance
of soybean genotypes to biotype B of the whitefly Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae), Neotropical Entomology, v.40, n.1, p. 117-122, 2011.



Suscetibilidade de Euschistus heros a
tiametoxam, lambda-cialotrina e acefato em
mesorregioes do Parana, Brasil

HUSCH, P E."; SOSA-GOMEZ, D. R.2'Bolsista Doutorado CNPq do Programa de Pés-Graduacéo em
Entomologia, Universidade Federal do Paran4, Curitiba, PR, Brasil. patihusch@gmail.com 2Embrapa Soja,

Londrina, PR, Brasil. drsg@cnpso.embrapa.br

Introducao

Euschistus heros (Fabricius, 1794) (Heteroptera: Pentatomidae) é, atualmente, a espécie mais
abundante dentro do complexo de percevejos sugadores, predominante do Norte do Parana
até o Brasil Central e nos ultimos anos se expandiu até o Rio Grande do Sul (Corréa-Ferreira &
Panizzi, 1999; Sosa-Gémez & Silva, 2010). Além disso, E. heros é o alvo principal das aplicagoes
de inseticidas para o controle dos percevejos, que até o ano 2004 era feito somente com o uso
de organofosforados (OF) e endosulfam (Sosa-Gémez & Silva, 2010).

Desde o inicio da década de 90 tem se observado falhas no controle do percevejo marrom
com inseticidas, como endosulfam e OFs (Sosa-Gomez et al. 2001). Ineficiéncias de controle
foram constatadas em populacoes da regiao de Pedrinhas Paulista, Sdo Paulo. E mais recente,
no Estado do Paranag, falhas no controle com OFs, dentre eles metamidofds, tem levado os
produtores a aumentar as doses de 2 a 2,4 vezes o recomendado (Sosa-Gomez & Silva, 2010).

Atualmente, poucos sao os inseticidas registrados no Ministério de Agricultura, para o controle de
percevejos. Em 2004, foram introduzidas as primeiras misturas de neonicotinoides (imidacloprido) e
piretroides (beta-ciflutrina) (Tecnologias de Producao de Soja, 2004), e no ano seguinte, uma nova mistura
de tiametoxam mais lambda-cialotrina foi recomendada para esta finalidade (Tecnologias de Producao

de Soja, 2005). Essas misturas e acefato, sao atualmente as mais utilizadas, potencializando o risco de
selecao de populagdes resistentes de percevejos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar

a suscetibilidade de diferentes populagoes do percevejo E. heros, encontradas no Estado do Parana, aos
produtos tiametoxam mais lambda-cialotrina (Engeo Pleno®) e acefato (Cefanol®) em laboratoério, visto
que para os programas de controle, a escolha dos inseticidas e o tempo de utilizacao sao ferramentas
importantes para a avaliacao da suscetibilidade a inseticidas.

Material e Métodos

As populacoes de E. heros foram obtidas em campo, de diferentes municipios do estado do
Parana e transportadas no mesmo dia da coleta para o Laboratério de Criacao de Percevejos do
Centro Nacional de Pesquisa de Soja (Embrapa Soja). As coordenadas geograficas referentes

a cada local de coleta foram gravadas com o uso do GPS usando o sistema Datum WGS84
(Garmin Etrex, Chicago, IL, USA) (Tabela 1). A populacao suscetivel de referéncia usada como
padrao para as comparacoes, livre da aplicacao de inseticidas é proveniente da criacao de
percevejos da Embrapa Soja.



VIl Jornada Académica da Embrapa Soja 173

Os inseticidas utilizados nos bioensaios foram formulagées dos produtos comerciais Engeo Pleno®
(Syngenta Protecao de Cultivos Ltda.), que possui em sua composicao a mistura dos ingredientes ativos
(i.a.) tiametoxam (141g/l) e lambda-cialotrina (106 g i.a./l), e o segundo produto comercial testado, o
Cefanol® (UPL Brasil S.A.), que tem em sua composicao o acefato (750 g i.a.’kg).

Tabela 1. Informacoes de coleta das populacdes de Euschistus heros.

Criacao Embrapa Soja, Londrina, ND*
ND*

PR
Todas Glebas, Arapoti, PR ND* 12/2012
Gleba S, Santo Antonio da Platina, S 23°15'61,2" W 50°07'38,4" 12/2012
PR S 23°16'19,8" W 50°06'51,3"
Gleba F, Santo Antonio da Platina, S 23°14'25,6" W 49°59'48,5" 12/2012
PR [o] 1 n [o] 1 mn

S 23°14'26,4" W 49°59'21,0
Gleba ATE, Arapoti, PR S 24°10'60,3" W 49°55'56,62" 12/2012
Londrina, Distrito da Warta, PR S 23°12'15,7" W 51°10'56,8" 08/03/2013

S 23°11'29,6" W 51°10'31,5"
Cambé, PR S 23°08'29,9" W 51°16'01,0" 14/03/2013
Bela Vista do Paraiso, PR S 22°54'12,8" W 51°14'44,9" 08/04/2013
Sertaneja, PR S 22°56'45,8" W 50°56'30,9" 16/04/2013

* Dados nao disponiveis.

Os bioensaios consistiam na aplicacao tépica de 2 ul de solucao de cada produto testado
no pronoto dos adultos de E. heros. As aplicacoes foram realizadas com o auxilio do
microaplicador (Burkard Manufacturing Co. Ltd. Rickmansworth, Hertfordshire, WD31PJ,
England).

Como parametro de avalicao utilizou-se uma unica dose para cada produto, proveniente de
estudos anteriores realizados na Embrapa Soja, com populagoes provenientes dos mesmos
locais, de acordo com os valores estimados de CL . Para cada percevejo adulto testado com
Engeo Pleno® foram aplicados 2 ul contendo 0,0846 ug (i.a.) de tiametoxam e 0,0636 pg (i.a.) de
lambda-cialotrina, e nos bioensaios com Cefanol® foram aplicados 2 ul contendo 7,1 ug (i.a.) de
acefato.

Ao final de cada bioensaio, os percevejos foram mantidos em frascos esterilizados contendo
vagens de feijao (Phaseolus vulgaris L.) como alimento, em camara com condi¢oes controladas
(26,5° + 1,0°C, 60 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14h). A mortalidade foi avaliada
apo6s 48 horas, os dados foram corrigidos utilizando a férmula de Henderson eTilton (1955) e as
médias comparadas pelo teste de Dunn (Dunn, 1955). Os insetos foram considerados mortos,
quando estes nao apresentavam qualquer movimento depois de serem estimulados com um
estilete. Os dados foram analisados com o auxilio do programa SigmaPlot 11.0 (www.systat.
com) aplicando o teste nao-paramétrico de variancia de Kruskal-Wallis (1952), como alternativa,
devido os resultados analisados nao apresentarem homogeneidade de variancia nos grupos.
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Resultados e Discussao

Diferencas de suscetibilidade foram detectadas entre as diferentes populagdes do percevejo marrom,
para ambos os produtos avaliados. Em relagdo ao acefato, a populagao de Sertaneja (40,2 %) foi menos
suscetivel que a populagéo de referéncia do laboratério (99,1 %), porém percevejos de Londrina, Distrito
da Warta (99,1 %) foram tao suscetiveis quanto a populagéo de laboratério (Tabela 2). Em monitoramentos
realizados nos anos de 2000 e 2009 foi verificada menor suscetibilidade de E. heros a organofosforados
nos municipios de Pedrinhas Paulista, SP, Alvorada do Sul, PR, Nova Santa Rosa, PR e Toledo, PR,
comparativamente com a populagéo de laboratério (Sosa-Gomez et al. 2001; Sosa-Goémez & Silva, 2010).

Tabela 2. Suscetibilidade de Euschistus heros ao acefato (Cefanol®), avaliado através das médias de mortalidade
segundo Henderson eTilton.

Criacao Embrapa Soja, Londrina, PR 120 99,1+0,9 a
Londrina, Distrito da Warta, PR 360 99,1+0,5 a
Bela Vista do Paraiso, PR 800 65,1+ 3,4 ab
Sertaneja, PR 420 40,2 + 4,0 b
Ccv 3,8

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05). O teste de Kruskal-
Wallis foi usado quando nao foram preenchidas as premissas para realizar a analise de variancia.

Os bioensaios realizados com tiametoxam mais lambda-cialotrina demonstram uma diferenca
estatistica significativa, entre as populacoes da Gleba ATE de Arapoti, com apenas 25% de
mortalidade, em relagao a populacgao suscetivel de referéncia (Criacao Embrapa Soja), com
mortalidade de 77,7% e da populacao de Bela Vista do Paraiso, com 70,3% de mortalidade. As
demais populacoes nao diferiram significativamente entre si, ficando classificado na ordem
crescente de mortalidade: Varias Glebas (25 %), Sertaneja (34,5 %), Londrina (37,8 %), Gleba F
(63,5 %), Cambé (70,0 %) e Gleba S (70,0 %) (Tabela 3).

Os reduzidos valores de mortalidade indicam que provavelmente esta ocorrendo evolugao da
resisténcia destas populacoes de E. heros a mistura de tiametoxan (neonicotinoide) e lambda-
cialotrina (piretroide), uma vez que os valores de mortalidade observados em 2011, de maneira
geral foram superiores aos observados neste trabalho (Sosa-Gémez et al., 2011). Os percevejos
coletados nas regioes de Arapoti e Santo Antonio da Platina eram provenientes de dreas com
exposicao frequente aos referidos produtos.

Considerando, a falta de opc¢oes para a alternancia de inseticidas com modos de acao
diferentes, o uso das misturas de neonicotinoides e piretroides e das formulacées com acefato
deve ser muito criterioso para evitar a rapida evolugao de fenotipos resistentes, em especial,
respeitando os niveis de acao, efetuando a aplicacao de inseticidas exclusivamente nas areas
onde os niveis de acao sao atingidos e nao utilizar esses produtos para controle de outras
pragas para quais existem outras opc¢oes de inseticidas a serem utilizados (modos de acao
diferentes), como para controle de lagartas, por exemplo.
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Tabela 3. Suscetibilidade de Euschistus heros ao tiametoxam+lambda-cialotrina (Engeo Pleno®), avaliado através das
médias de mortalidade segundo Henderson eTilton.

Criagao Embrapa Soja, Londrina, PR 120 77,7 £5,9 a
Bela Vista do Paraiso, PR 800 70,3+24 a
Gleba S, Santo Antonio da Platina, PR 30 700+11,6 ab
Cambé, PR 360 63,5+ 6,1 ab
Gleba F, Santo Antonio da Platina, PR 60 63,5 +9,7 ab
Londrina, Distrito da Warta, PR 360 378+4,6 ab
Sertaneja, PR 420 345+6,4 ab
Varias Glebas, Arapoti, PR 30 25,0+ 14,4 ab
Gleba ATE, Arapoti, PR 60 25,0+2,2 b
CcV 4,1

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05). O teste de Kruskal-Wallis foi usado quando
nao foram preenchidas as premissas para realizar a andlise de variancia.

Conclusoes

As populacoes do percevejo marrom de Sertaneja, PR foram menos suscetiveis ao acefato e as
de Arapoti, PR (Varias Glebas e ATE) a mistura de neonicotinoides e pitretroides.
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Introducao

Com a preocupacao causada pelo aquecimento global e suas consequéncias para a populagcao
mundial, houve a necessidade da adogao de praticas sustentaveis e mudancas no estilo de vida
populacional. Ambos os fatores levaram ao aumento de alternativas sustentaveis, entre elas, a
busca por alimentos mais saudaveis fez com que a producao e a comercializacao de alimentos
organicos aumentassem consideravelmente nas ultimas décadas (HIRAKURI et al, 2011;
CAMPANHOLA & VALARINI, 2001).

Na agricultura também houve a necessidade da adogao de técnicas de manejo conservacionista
para atender a demanda comercial e com esse aumento parte dos agricultores viram na
producao organica uma alternativa para aumentar os lucros, uma vez que os alimentos
organicos tém maior valor no mercado comercial (HIRAKURI et al, 2011). Na cultura da soja
(Glycine max. (L.) Merrill) algumas praticas sustentaveis vem sendo utilizadas, uma delas é o
controle biolégico de pragas. Um dos insetos-pragas mais comuns na cultura da soja sao os
percevejos sugadores (Hemiptera: Pentatomidae) destacando-se Euschistus heros (Fabricius)

e Piezodorus guildinii (Westwood), esses percevejos causam sérios danos as lavouras, por
atacarem diretamente os graos, provocam grandes perdas no rendimento e qualidade da
producao (CORREA-FERREIRA et al, 2003).

Para o controle desses insetos-pragas, a liberagao de parasitoides vem sendo testada. Segundo
Peres (2004), foram identificadas parasitando ovos, ninfas de ultimo instar e percevejos adultos,
cerca de 23 espécies de parasitoides, dos quais dentre os parasitoides de ovos destacam-

se Telenomus podisi Ashmead e Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera: Scelionidae).
Entre os parasitoides de adultos estao o diptero Trichopoda nitens (Blanchard) [= Trichopoda
giacomelli (Blanchard) = Eutrichopodopsis nitens Blanchard] (Diptera: Tachinidae) e o
microhimenodptero Hexacladia smithii Ashmead (Encyrtidae).

A utilizacao de parasitoides no manejo de percevejos € benéfica para a agricultura organica,
uma vez que utiliza inimigos naturais como forma de controle, beneficiando o sistema

de cultivo, e preservando outros artropodes benéficos; nao necessitando da aplicacao de
agrotoxicos, gera um sistema de cultivo ambientalmente adequado. Para avaliar se os
diferentes métodos de controle dos percevejos sao eficientes é importante que os resultados
sejam submetidos a métodos e testes estatisticos. Alguns autores enfatizam que esses métodos
devem caminhar junto com as metodologias agrondmicas e bioldgicas desde o planejamento
experimental. Nessa fase sao indicadas a forma como os dados sao amostrados e coletados,
a definicao do tamanho das amostras, o nimero de repeticoes, os métodos estatisticos e os
delineamentos que serao aplicados, além do local experimental, os tratamentos utilizados e
até como é feita a avaliagao e afirmacao dos resultados sobre os interesses do pesquisador
(PIMENTEL GOMES, 1990; ANDRADE & OGLIARI, 2007). Na pesquisa cientifica a analise
estatistica € de grande importancia, pois € a partir de seus resultados que as hipoteses podem
ser aceitas ou rejeitadas, e ainda observados fatores e resultados inesperados que motivam a
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realizacao de novas pesquisas e experimentos que consequentemente podem levar a novas
descobertas cientificas. No caso desta pesquisa, por ser um experimento instalado em lavoura
de agricultor, foi utilizada uma amostragem com restricao na casualizacao, ou seja, utilizando
dentro de areas que podem ser contiguas ou nao as pseudorrepeticoes.

Segundo Hurlbert (1984) a pseudorrepeticao € uma pratica rejeitada principalmente pelos
revisores de periodicos cientificos e que vem sendo amplamente discutida em trabalhos da area
de ecologia e solos. Esse autor alertou a comunidade cientifica sobre um tipo de erro que ocorre
em muitas analises, principalmente nas ecoldgicas, e ele denominou como pseudorrepeticao.

Nas pesquisas agricolas e bioldgicas o uso de delineamento com casualizagao € comum,

no entanto, em algumas situacdes o uso de pseudorrepticoes é a Unica forma de comparar

a tecnologia gerada em empresas de pesquisa com a area do produtor, uma vez que para o
produtor o uso de um delineamento experimental casualizado é inviavel. Esse tipo de condugao
experimental nao é independente e peca quando se deseja qualidade nos resultados de
pesquisa, uma das premissas requisitadas pela estatistica experimental. O rigor neste tipo de
analise deve ser ainda maior quanto a observancia da normalidade, independéncia dos residuos
e a homogeneidade de variancias dos tratamentos das areas amostradas (FERREIRA et al.,
2012).

Deve-se ressaltar que antes de avaliar a validade dos experimentos com pseudorrepticoes
€ importante observar se o planejamento experimental esta correto e se os procedimentos
estatisticos foram adequados. (FERREIRA et al., 2012).

O objetivo do presente trabalho é apresentar os resultados de uma pesquisa realizada com
pseudorrepeticoes e a conveniéncia ou nao do seu uso na avaliagcao do controle biologico de
percevejos da soja.

MATERIAL E METODOS

a) Descricao do experimento:

O experimento foi realizado em lavoura de producao organica com area de aproximadamente
de oito hectares, localizada no municipio de Jataizinho — PR (latitude 23° 22’S, longitude 50°
51’'0), na safra 2000/2001. A cultivar utilizada foi BR 36, cuja semeadura foi realizada na segunda
quinzena de novembro. Na area foram instaladas trés parcelas de aproximadamente um
hectare com os seguintes tratamentos: area de liberacao de parasitoides de ovos T basalise T.
podisi (CBO), area de liberacao de parasitoides de ovos T. basalis e T. podisi e de parasitoides
de adultos T nitens e H. smithii (CBT) e area sem liberacao de parasitoides (TEST). As areas

gue receberam liberacao de parasitoides (CBO e CBT) encontravam-se distanciadas cerca de
100 m entre si e 200 m da area testemunha (TEST). Para a multiplicacao dos parasitoides,

foram utilizados como hospedeiros os percevejos N. viridula e E. heros. Os dados utilizados
neste trabalho fazem parte da tese de PERES (2004) e somente detalhes parciais serao aqui
mencionados. Os percevejos foram criados em gaiolas teladas, mantidas em sala de criacao sob
condicoes controladas de temperatura, umidade, fotofase e alimento disponivel. Diariamente as
posturas dos percevejos foram coletadas e armazenadas.

Os parasitoides utilizados para a multiplicacao foram alimentados com mel e copulados, mas
sem experiéncia de oviposicao, mantidas sob condi¢coes controladas de temperatura, umidade
e fotofase, em camara incubadora tipo BOD. Apds o parasitismo os ovos dos percevejos foram
colados em cartelas de papelao e mantidos em camara incubadora tipo BOD, sob condi¢cdes
controladas, até serem levadas a campo.
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Quando a soja encontrava-se no periodo de florescimento (R1/R2), as cartelas contendo os
ovos parasitados foram envolvidas com tela de nylon, levadas ao campo e amarradas no
terco médio das plantas de soja da bordadura das areas. Os parasitoides de adultos foram
liberados a campo fracionadamente, conforme ocorreu a emergéncia em laboratério. Quando
a soja cultivada nas areas onde foi realizada a liberagao de parasitoides (CBO e CBT), e na
area testemunha (TEST), encontrava-se em fase de maturacao completa (R8), foram colhidas,
aleatoriamente, 50 plantas de cada area estudada e ,no laboratério, quantificado o numero de
graos, numero de sementes boas, médias e ruins, o peso de graos(g) e peso de 100 graos (g).

b) Descricao da metodologia estatistica:
O método de analise considerado foi de um delineamento inteiramente casualizado com
restricdo na casualizacao, com trés tratamentos (CBO, CBT, TEST) e 50 pseudorrepeticoes.

O modelo para esse delineamento é o que segue:

Y; =p+Trat; +g,

em que,

Yii € o efeito da variavel resposta;

| é a constante geral.

Trat, éo efeito do tratamento i.

g; € o efeito do erro experimental do tratamento i relativa a repeticao j N~ 0,67).

Foi realizada analise exploratoria pelo programa SAS - Statistical Analysis System (SAS
INSTITUTE, 2001) e observado se os dados atendiam aos pré-requisitos para analise de
variancia (ANQOVA). Para verificar se os residuos apresentavam normalidade foi realizado o teste
de Shapiro & Wilk (1965), a nao-aditividade foi observada pela aplicacao do teste de Tukey (1949)
e a homogeneidade de variancia dos tratamentos pelo teste de Burr & Foster (1972), todos os
testes foram aplicados ao nivel de (p<0,8 ).Também foram verificados os valores de assimetria
(g,) e curtose (g,) e as médias comparadas por meio do teste deTukey (p<0,6 ). Uma vez que
esta pesquisa nao seguiu os principios da experimentacao como a casualizagao, a repeticao

e o controle local e sim apenas subamostragens ao acaso dentro de cada area em que foram
atribuidos os tratamentos, o rigor nas analises foi ainda maior. Esse rigor foi utilizado porque
as estimativas obtidas quando se usam subamostras ou pseudorrepeticdes apresentam baixa
precisao (HURLBERT, 1984). Com esse mesmo diagnostico exploratorio foi possivel identificar a
presenca de outliers que mascaram a resposta dos efeitos dos tratamentos.

As variaveis mensuradas foram: o numero de graos, o peso de graos (g/ha), peso de 100 graos
(g), o numero de sementes boas (forma e cor normal e sem picada de percevejos), o nUmero
de sementes médias (presenca de manchas e deformagodes) e 0 nimero de sementes ruins
(totalmente danificada ou deformada).

Resultados e Discussao

No numero de graos os valores dos coeficientes de assimetria e curtose com os dados

originais foram superiores a zero, indicando auséncia de normalidade e rejeitou-se a hipotese
de nulidade pela estatistica W=0,875 e grande variabilidade nos dados. O peso de 100 graos e
peso de graos com os dados originais apresentaram valor do coeficiente de curtose maior do
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gue zero e a assimetria dentro dos padroes aceitaveis para o peso 100 graos e maior que zero
para peso de graos. Nas trés variaveis o modelo foi aditivo e as varidncias homogéneas para os
tratamentos antes e ap0s a retirada de outliers (Tabela 1).

Tabela 1. Estatisticas descritivas para as variaveis numero de grdaos (NGR), peso de 100 gréos (P100G) e peso de graos
em gramas. Safra 2000/2001.

g1 - Coeficiente de 1,87 0,78 -0,60 -0,04 1,66 0,78
Assimetria
g, - Coeficiente de 7,09 0,82 2,56 0,15 4,84 0,83
Curtose
CV = Coeficiente de 37,13 31,85 9,43 7,73 39,07 33,35
Variacao (%)
Shapiro-Wilk W =0,875 W =0,953 W =0,952 W =0,987 W=0,884 W=0,951
Pr<W = Pr <W = Pr <W = Pr <W = Pr<W = Pr<W =
0,00 0,00 0,00 0,38 0,00 0,00
Nao-aditividade de F=0,05 F=0,03 F=2,31 F=0,03 F=0,02 F=0,19
Tukey Pr(F) <082 Pr(F) < Pr(F) <013 Pr(F) < Pr(F) <0,66 Pr (F)
0,85 0,85 <0,66
Burr-Foster Qcalc = 0,355 Qcalc O-calc = 01396 0'05”0 Qcalc =0’339 Qcalc
Valor Critico Q(tab;0,001) =0,334 =0,362 =0,334
=0,429

'As estatisticas W, F e Q devem ser nao significativas para obtencao de: distribuicdo normal, aditividade do modelo, uniformidade de variancias de
tratamentos e independéncia dos erros. g1= Coeficiente de assimetria; g2 = Coeficiente de curtose.

Nas variaveis numero de sementes boas, médias e ruins os valores dos coeficientes g, e g,
com os dados originais variaram de 0,71 a 1,88 e 0,60 a 5,96, respectivamente. Estas variaveis
apresentaram grande variabilidade, auséncia de normalidade, homogeneidade de variancias
dos tratamentos e aditividade do modelo apenas para o peso de sementes médias (Tabela 2).
Foram detectados alguns valores discrepantes e apds a retirada dos mesmos houve reducao
do CV(%), g,, 9,, houve normalidade apenas para o numero de sementes médias. O modelo foi
aditivo para as trés varidveis sendo observada uniformidade das varidncias dos tratamentos.
Em geral no estudo com insetos é raro estas variaveis apresentarem normalidade dos erros e
nesse caso deve-se ter o bom senso para aceitar ou nao estes resultados. A variabilidade € um
fator que interfere muito mais do que a auséncia de normalidade e é importante ressaltar que
em dados entomoldgicos € comum encontra-la, estes, no entanto, nao devem ser motivo de
guestionamento se as pressuposicoes da ANOVA foram atendidas (Tabela 2).

Na area da testemunha houve maior numero de graos, com valor superior aos demais
tratamentos. A suposicao era que deveria ser menor em funcgao da infestacao das diferentes
espécies de percevejos. Esse fato pode ser explicado em funcao deste produtor ter naturalmente
uma area mais equilibrada por ja adotar a tecnologia do MIP em anos anteriores.. Observa-se
gue mesmo na area sem liberacao (testemunha) a incidéncia natural do parasitismo em ovos foi
elevada e a curva populacional de percevejos, com excecao de alguns periodos, foi semelhante
nas duas areas (Fig. 1). Entretanto, esta maior infestacao dos percevejos ainda num periodo
critico para a soja refletiu na qualidade dos graos, podendo-se observar que as respostas para o
numero de sementes médias e ruins também aumentaram indicando valores significativos pelo
teste de média diferindo dos dois tratamentos bioldgicos (Tabela 3). Maior compreensao desses
resultados sao avaliados na dinamica populacional dos percevejos em lavoura de soja organica
com e sem o efeito do parasitismo de hospedeiros na safra 2000/2001 (Fig. 1).
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Tabela 2. Estatistica descritiva para as varidveis numero de sementes boas, nimero de sementes médias e nimero de
sementes ruins , safra 2000/2001.

Nuamero de Sementes Numero de Sementes Numero de Sementes

Testes Boas Médias Ruins

estatisticos’ Dados DETe [ DETe o1 DETe [ Dados Dados
originais sem originais sem originais sem

outliers outliers outliers

g1 - Coeficiente 1,88 0,88 0,94 0,43 0,71 0,36

de Assimetria

g, - Coeficiente 5,96 0,44 1,47 0,31 0,60 -0,17

de Curtose

CV= Coeficiente 51,06 41,79 47,79 42,52 50,74 46,84

de Variacao (%)
Shapiro-Wilk W=0,863 W=0,942 W=0949 W=0,985 W=0,966 W=0,981
Pr< Pr < W= Pr< Pr < W= Pr < Pr <W
W=0,00 0,00 W=0,00 0,14 W=0,00 =0,05
F=8,50 F=3,01 F=0,17 F=0,01 F=4,14 F=274
Néo-aditividade  pr (F) Pr(F) < Pr(F)l< Pr(F) < Pr(Ff)<  Pr(F) <

Tukey <0,00 0,08 0,68 0,94 0,04 0,10
Burr & Foster

Valor critico C)-calc = O-calc = O-calc = O-calc = O-calc = O-calc =
Quabocor - 0,420 0,388 0,346 0,351 0,350 0,372 0,369

'As estatisticas W, F e Q devem ser nao significativas para obtencao de: distribuicdo normal, aditividade do modelo, uniformidade de variancias de
tratamentos e independéncia dos erros, g1= Coeficiente de assimetria; g2 = Coeficiente de curtose.

Tabela 3. Médias das varidveis numero de graos (NGR), peso de 100 graos (P100G) e Peso de Graos em gramas,
numero de sementes boas, numero de sementes médias e nUmero de sementes ruins , provenientes de areas de
cultivo orgénico de soja, com ou sem liberagao de parasitoides em Jataizinho, PR, na safra 2000/2001.

Tratamento NGR P100G (g) Peso de Graos (g) Numero de Sementes Numero de Sementes Numero de Sementes
Boas Meédias Ruins
CBO 74,67* b 18,16 a 12,42 ab 41,27 a 23,69 b 7,04 b
CBT 67,63 b 18,46 a 10,78 b 34,16 a 23,68 b 8,56 b
TEST 89,40 a 17,85 a 13,80 a 41,71 a 32,75 a 11,57 a

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey - CBO: Area com liberagao de parasitoides de ovos (Trissolcus
basalis e Telenomus podisi), CBT: Area com liberagao de parasitoides de ovos e adultos (T. basalis, T. podisi, Hexacladia smithii e Trichopoda nitens),
TEST: Area testemunha (sem liberagao de parasitoides)

FrR— R8 100
100 10~ Area sem liberagdo — '
& 107 Area com liberagao e - 80
> liberagéo R8 - 80 R8s _
S 8- ki T3 <8 ] R7 80
% & ] R7 -60 %'ET 6 - g
g © 5 S 40 2
2 0 Z8 4 e z
g 4 o D 20 5
g J R 20 o o 24| Rt R RS
€ 2 o L )
S R3 = — =
z R1 1 { i —_— \_0 2 O T T T T T T T i T T T T
0-“g1r9 16 22 3072 13 21 28 6/3 13 20 319 16 22 30 7/2 13 21 28 6/3 13 20
D Parasitismo === Populagéo de percevejo D Parasitismo w==sssm Populag&o de percevejo

Datas de amostraaem / estaaios de desenvolvimento

Fig. 1. Crescimento populacional de percevejos em lavouras de soja organica com e sem liberagdo de parasitoides, em Jataizinho,
PR. (Fonte: Corréa-Ferreira, B.S., 2003).
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Conclusoes

E possivel analisar dados de pesquisa com pseudorrepeticoes usando o mesmo rigor das
analises de dados obtidos com outros delineamentos experimentais.

As variaveis em que os coeficientes de assimetria e curtose sdo maiores que zero apresentam
auséncia de normalidade.

A presenca de outliers invalidam as estimativas dos efeitos de tratamentos.

Houve eficiéncia do parasitismo em lavouras com soja organica.
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Variacao no Perfil de Acidos Graxos em
Graos de Soja, com diferentes intensidades
de ataque de percevejo, da colheita ao
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gasosa
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Introducao

A menor qualidade da soja durante o armazenamento € caracterizada principalmente pela
reducao da viabilidade e germinacgao, variacao na composi¢cao quimica e na qualidade da
proteina e do d6leo (Liu, 1999). Um fator bidtico importante para depreciar a qualidade do grao
armazenado € o ataque de percevejos no campo.

O ataque de percevejos nos graos de soja facilita o ataque das principais espécies de fungos
toxigénicos com capacidade de produzir micotoxinas, dos géneros Aspergilus, Penicillium e
Fusarium. A presenca de fungo na massa de graos pode provocar aumento no teor de acidos
graxos livres e, consequente maior acidez do 6leo, o que acarreta um aumento no custo de
producao na industria de 6leo de soja.

Freitas et al. (2001) observaram que que a medida em que a porcentagem de graos de soja
picados por percevejos aumenta, a porcentagem de graos ardidos também cresce. Assim
sendo, grao ardido significa maior acidez no grao e, consequentemente, matéria prima de
menor qualidade para a industria de 6leo.

Lacerda Filho, Demito & Volks (2013) relataram que, dependendo do processo e da capacidade
de producgao industrial, e do nivel de acidez do 6leo a ser extraido da soja, o volume de recursos
para reduzir esta acidez para o nivel exigido comercialmente, podera chegar a alguns milhoes
de dolares anuais. Este custo nao deriva apenas da neutralizacao dos acidos, mas da quantidade
de 6leo perdido, na energia dispendida, no custo da mao-de-obra e dos encargos sociais, na
capacidade de producao, no desgaste e manutencao dos equipamentos, além da necessidade
de investimentos em maquinas para esse fim especifico.

O objetivo desse trabalho foi verificar se diferentes intensidades de ataque de percevejo
interferem na variacao do perfil de 4cidos graxos em graos de soja, no momento da colheita e
apos determinado periodo de armazenamento.

Material e Métodos

Os tratamentos pesquisados neste estudo foram amostras de graos de varias lavouras de soja
(03/2011) em que a Embrapa Soja em parceria com agricultores testaram trés condicoes de
tratamentos: 1 - area do produtor, 2 - &rea com o MIP (manejo Integrado de pragas) e 3 - area
testemunha, e considerando os diferentes locais resultaram em seis tratamentos:
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T1 - area do produtor de Arapongas (cultivar BMX Potencia);
T2 - area do produtor de Campo Mourao (cultivar NK 7059 RR);
T3 - 4rea do produtor de Goias (cultivar nao especificada);

T4 - area intermediaria CD Arapongas (cultivar BMX Potencia);
T5 - 4rea MIP de Arapongas (cultivar BMX Potencia) e,

T6 - areaTestemunha de Arapongas (cultivar BMX Potencia);

Na area do agricultor foi realizado o controle de percevejos de acordo o manejo do agricultor
que é a aplicacao conjunta de herbicida e fungicida. Na area do MIP ocorreu o controle de
percevejos quando o nivel populacional atingia dois percevejos/metro. Na area CD caracteriza o
tratamento intermediario entre o MIP e o produtor, e ocorreu o controle de percevejos quando o
nivel populacional atingia meio percevejos/metro.

Destas areas foram coletadas e armazenadas a producao de cada tratamento e a cada trés
meses foram retiradas amostras para realizar as analises dos teores de 6leo e proteina. O
experimento foi conduzido em BODs, com temperatura controlada de 25°C e umidade relativa
de 60%, com quatro repeticoes, sendo as avaliagbes compostas por amostragem no ponto zero
(colheita), aos trés e seis meses de armazenamento.

Os teores dos acidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3), palmitico (C16:0),
estearico (C18:0) e araquidico (C20:0) presentes no 6leo dos graos de soja foram determinados
por cromatografia em fase gasosa (CG), apos metilacao dos acidos por extracao em metoxido
de sodio 1% e separagao em N-heptano para injecao, segundo metodologia oficial da USDA, de
acordo com Abidi et al. (1999), Bannon et al. (1982), Christie (1989) e Rayford et al. (1994). Para
cada repeticao foram feitas duas injecoes em um cromatdégrafo HP modelo 6890 equipado com
coluna capilar de silica de 30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e filme com 0,2
pMm de espessura marca Supelco, modelo SP 2340. A deteccao foi feita em FID, e a quantificacao
foi realizada por padronizacao externa com curva de calibracao utilizando padrao FA.M.E (Fatty
Acid Methil Esters) da marca Supelco. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Resultados e Discussao

Em todas as amostras foram encontrados os acidos graxos: palmitico, estearico, oleico,
linoleico, araquidico, linolénico e araquidénico. O acido graxo encontrado em todas as amostras
em maior porcentagem foi o linoleico, seguido do oleico, palmitico e linolénico (Figura 1).

Houve diferenca nos perfis de acidos graxos entre os tratamentos devido aos diferentes locais
de plantio (Figura 1) e a temperatura e as condi¢goes de solo podem ter influenciado nesses
perfis. Em Arapongas, onde havia 3 tratamentos, verificou-se que os diferentes niveis de ataque
nao influenciaram nos perfis de acido graxo.

Em relacao ao armazenamento, verificou-se que o mesmo nao alterou o perfil de acidos graxos
em nenhum dos tratamentos (Figura 1).
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Figura 1 — Porcentagem de acido graxo oleico, palmitico, linoleico e linolénico de graos de soja oriundos de diferentes locais de

producao, armazenados durante 6 meses e amostrados de 3 em 3 meses.

Os diferentes niveis de ataque de percevejo nao alteraram os perfis de acidos graxos e nao
ocorreram diferencas nesses perfis ao longo do tempo de armazenamento. Assim sendo, o

Conclusao

1856

armazenamento a temperatura controlada de 25°C e umidade relativa de 60% nao resultou em

mudancgas nos perfis de acidos graxos independente dos niveis de ataque de percevejo.

Estudos em relacao aos teores de acidez nessa mesma condicao estao em andamento, visto

gue uma maior quantidade acidos graxos nas formas livre indica que o produto esta sofrendo
processos de hidroélise, oxidacao ou fermentacao, alterando a concentracao de ions hidrogénio,

ou seja, o alimento esta em processo de deterioracao, tornando o produto mais acido, pela

liberacao desses ions hidrogénio.
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Plantio cruzado em cultivar de soja de tipo de
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Introducao

O incremento na produtividade de graos de soja pode ser alcancado pelo melhoramento
genético e pelo aprimoramento no manejo do solo e da cultura. Dentre as praticas de manejo, o
arranjo espacial das plantas pode afetar expressivamente a velocidade de fechamento das entre
linhas (HEIFFIG et al., 2006), a producao de massa seca (COX e CHERNEY, 2011), a arquitetura
das plantas (COX et al., 2010), a severidade de doencas (LIMA et al., 2012), o acamamento de
plantas (BALBINOT JR., 2011) e a produtividade da cultura (RAMBO et al., 2004; HANNA et

al., 2008). Isso ocorre porque o arranjo de plantas influencia na competicao intraespecifica

e, consequentemente, na quantidade de recursos do ambiente — agua, luz e nutrientes -
disponiveis para cada individuo.

O arranjo espacial pode ser alterado pela densidade de plantas e pelo espacamento entre as
fileiras. Varios trabalhos tém demonstrado a baixa resposta da cultura da soja as variacoes

de densidade (HEIFFIG et al., 2006). Esse resultado é funcao da alta plasticidade fenotipica da
soja, a qual é definida como a capacidade da planta alterar sua morfologia e componentes de
rendimento a fim de adequa-los as condigdes impostas pelo arranjo espacial dos individuos
(COOPERATIVE..., 1994). Ou seja, em baixa densidade, as plantas de soja tendem a emitir maior
guantidade de ramos, aumentando o numero de vagens por planta, compensando a menor
quantidade de individuos por area pela maior producao por planta. No entanto, em algumas
cultivares e ambientes, variacoes de densidade, dentro da faixa indicada para cada gendtipo,
pode afetar a produtividade (COX e CHERNEY, 2011). Em relacao ao espagamento entre

fileiras, alguns trabalhos demonstraram a auséncia de efeito desse fator sobre a produtividade
de graos, como o conduzido por Heiffig et al. (2006). Por outro lado, Rambo et al. (2003)
constataram aumento de produtividade de graos de soja com a reducao do espacamento de 40
para 20 cm.

Nos ultimos anos, alguns produtores tém avaliado uma técnica chamada “plantio cruzado”,
em gue metade das sementes é semeada em um sentido, normalmente o que ja vem sendo
praticado na lavoura, e a outra metade em sentido transversal, ou seja, cruzando as linhas
de semeadura, formando um quadriculado. No entanto, na literatura ha poucas informacoes
que indiquem o efeito dessa técnica sobre a produtividade de graos, bem como sobre a sua
interacao com a densidade de plantas e o espacamento entre as fileiras.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a produtividade de graos e o acamamento de plantas no
cultivar de soja de tipo determinado BRS 295 RR, cultivada em diferentes arranjos espaciais de
plantas, incluindo o plantio cruzado.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Embrapa Soja, em Londrina- PR,
durante o periodo de novembro de 2012 a abril de 2013. O solo da area experimental foi
identificado como Latossolo Vermelho distroférrico. A cobertura vegetal presente na area do
experimento foi dessecada quimicamente com glyphosate (1.080 g ha) e carfentrazone-ethyl
(30 g ha"), aos 15 dias antes da semeadura.

O delineamento experimental foi em blocos completos ao acaso, em esquema fatorial 2x2x2,
com trés repeticoes. Os tratamentos foram formados pela combinacao de dois espagcamentos
entre fileiras (0,4 e 0,6 m), duas densidades de semeadura (375.000 e 562.500 sementes ha”’,
com poder germinativo de 80%) e de dois sistemas de plantio (plantio cruzado e nao cruzado).
As parcelas mediam 8,0 m de comprimento e 4,8 m de largura, totalizando 38,4 m2. A area
utilizada nas avaliagcoes foi de 8,4 m? (6 m de comprimento por 1,4 m de largura).

Utilizou-se a cultivar BRS 295 RR, que possui tipo de crescimento determinado, grupo de
maturidade relativa de 6,5 e resisténcia ao herbicida glyphosate. A semeadura foi realizada
em 19/11/2012, a uma velocidade média de 5 km h™', por meio de uma semeadora-adubadora
equipada com sulcadores do tipo facao guilhotina para o adubo e disco duplo defasado para
a semente, e dosadores do tipo disco perfurado com dupla fileira de furos para a semente.
As sementes de soja foram tratadas com Vitavax-Thiran 200SC® (150 mL 50 kg de sementes),
Co-Mo Platinum® (100 mL 50 kg’ de sementes) e inoculante liquido Gelfix 5® (100 mL 50 kg™ de
sementes). A adubacao de base constou da aplicacao de 600 kg ha' de superfosfato simples,
aplicados a lanco. Em cobertura, foram aplicados 250 kg ha™ de cloreto de potassio a lanco,
20 dias apds a semeadura. O controle de pragas, doencas e plantas daninhas foi efetuado
conforme as indicagdes técnicas para a cultura.

As plantas presentes na area util das parcelas foram colhidas e trilhadas, sendo determinada

a produtividade de graos, com padronizacao da umidade em 13%. Na colheita, também foram
dadas notas de acamamento de plantas, em que a nota 1 representa auséncia de acamamento

e b todas as plantas acamadas. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste F
(p<0,6 ). Para a realizacao da analise estatistica, foi utilizado o programa Sisvar (FERREIRA, 2008).

Resultados e Discussao

A produtividade de graos de soja nao foi afetada pela densidade de semeadura, pelos
espacamentos entre as fileiras e pelo cruzamento ou nao das linhas (Tabela 1). Isso demonstra
a alta plasticidade fenotipica da cultivar avaliada, a qual, provavelmente, compensou a menor
quantidade de plantas, na menor densidade de semeadura, com maior ramificacao. Salienta-
se que, em geral, a cultivar BRS 295 RR produz alta quantidade de ramos produtivos. Nas
condicoes de ambiente do experimento, a cultivar BRS 295 RR nao teve a produtividade
alterada pelas variacoes de distribuicao espacial das plantas, considerando a mesma densidade.
Thomas, Costa e Pires (1998) observaram que houve maior produtividade de graos de soja

em espacamento entre fileiras de 0,4 m em relagao a 0,2 m. Por outro lado, Taylor et al. (1982)
observaram aumento na produtividade de graos de soja com a reducao do espacamento de

1,0 m para 0,25 m, em decorréncia da maior interceptacao de luz pela cultura, sobretudo no
inicio do ciclo de desenvolvimento, que se refletiu em aumento na produgcao de massa seca. Ou
seja, os resultados presentes na literatura divergem quanto aos efeitos do espacamento entre
as fileiras sobre a produtividade de graos de soja. Isso é explicado pelas variacoes ambientais
e genéticas entre as pesquisas. Segundo Ventimiglia et al. (1999), menores espacamentos
propiciam maior quantidade de flores por area, conferindo maior potencial de rendimento,
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o qual pode ser concretizado em funcao do genétipo e das condicdes ambientais, sobretudo
disponibilidade de agua e nutrientes e regime de temperatura.

Na presente pesquisa, o plantio cruzado nao foi uma pratica relevante para se alcancar maiores
produtividades de graos. E necessario enfatizar que o plantio cruzado reduz o rendimento
operacional pela metade, o que pode acarretar em atraso na semeadura. Para a semeadura de
grandes areas dentro dos periodos indicados pelo zoneamento agricola, o investimento em
maquinas necessitaria ser intensificado significativamente. Além disso, a compactagao do solo
no sistema de plantio cruzado tende a aumentar, pois ocorre o dobro do transito de maquinas
na area. Esse fato é de alta relevancia, pois os casos de compactacao em areas conduzidas em
plantio direto vém se agravando nos ultimos anos. O sentido das linhas de semeadura também
chama a atencgao, pois uma das linhas vai apresentar sentido contrario as curvas de nivel, ou
seja, uma pratica que favorece o processo erosivo, que pode ser agravado em areas com maior
declividade. Finalmente, ressalva-se que no plantio cruzado ha maior revolvimento do solo,

o que pode favorecer a erosao e a emergéncia de plantas daninhas nas linhas de semeadura.
Nesse contexto, € provavel que essa técnica nao seja utilizada em larga escala na producao de
soja no Brasil.

O acamamento de plantas, que se constitui na queda ou arqueamento das plantas em virtude
da flexao da haste e/ou ma ancoragem propiciada pelas raizes (BALBINOT JR., 2011) nao foi
influenciado pelos tratamentos (Tabela 2). Verifica-se que o acamamento observado foi alto,
meédias superiores a 3,00. Nesse caso, é provavel que a produtividade de graos tenha sido
reduzida pelo excesso de acamamento, o qual aumenta a velocidade de senescéncia de folhas
préximas ao solo, dificulta a penetracao de fungicidas, inseticidas e luz no dossel e aumenta as
perdas de colheita.

Tabela 1. Produtividade de graos de soja (kg ha') em diferentes espacamentos entre fileiras, densidades de
semeadura e em dois sistemas de plantio

0,4 0,6

Semeadura cruzada
375.000 2.507" 2.260
562.500 2.182 2.161
Semeadura nao cruzada
375.000 2.761 2.523
562.500 2.467 2.250
CV (%) 13,3

s Diferencas nao significativas pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Nota de acamamento em diferentes espagamentos entre fileiras, densidades de semeadura e em dois
sistemas de plantio

0,4 0,6
Semeadura cruzada
375.000 3,00™ 3,33
562.500 4,33 3,33
Semeadura nao cruzada

375.000 4,33 3,33
562.500 3,67 4,33
CV (%) 28,2

s Diferencas nao significativas pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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Conclusao

A produtividade de graos e o acamamento de plantas na cultivar de soja de tipo de crescimento
determinado, BRS 295 RR, nao foram afetados pelo cruzamento das linhas, nem tampouco
pelos espacamentos entre fileiras e densidades de plantas avaliados.
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Introducao

O potassio (K) é nutriente essencial para as culturas, por estar associado a tolerancia a estresses bioticos
e abioticos, a qualidade das sementes e graos, entre outras funcdes, o que o torna determinante a
produtividade. Na cultura da soja, para cada tonelada de graos produzida, a demanda por K pela planta é
de aproximadamente 38 kg ha™' de K,O e, deste total, 20 kg ha' sdo exportados das lavouras com os
graos de soja. Avaliagoes recentes tém evidenciado que estes valores podem ser ainda maiores
para cultivares de soja com tipo de crescimento indeterminado (TCI).

No Brasil, tém aumentado significativamente a area cultivada com variedades de soja comTCl,
que se caracterizam por apresentar simultaneamente crescimento vegetativo e reprodutivo. Por
se tratar de uma mudanca recente no sistema de producao da soja, muito pouco se sabe quanto
aos aspectos nutricionais dessas cultivares. Adicionalmente, tem sido frequente o aparecimento
de sintomas de deficiéncia de K em lavouras de soja, em especial durante o enchimento de
graos, fase em que nao ha parametros para interpretar os resultados da analise foliar.

Nesse sentido, € necessario estabelecer estratégias ou indicagoes de manejo nutricional

para cultivares de soja comTCI, por meio da avaliacao da exigéncia nutricional de macro e
micronutrientes, bem como pela caracterizacao da dinamica e da taxa de acumulo de massa
seca, com o objetivo de definir a forma de amostragem de folhas para fins de diagnose

do estado nutricional da planta, possibilitando o ajuste da recomendacao de adubacao e a
racionalizacao de insumos. Esta atividade é especialmente importante no Brasil, onde as
praticas de manejo cultural, desde a adubacao de base até a adubacao foliar, sao baseadas nos
principios fenoldgicos e metabdlicos de cultivares de soja com tipo de crescimento determinado
(YAMADA, 1999).

O objetivo do trabalho foi avaliar a concentracao de K em amostras de folhas de duas cultivares
de soja durante os estadios de desenvolvimento reprodutivo da cultura.

Material e Métodos
Foram realizadas oito coletas de folhas de soja em um experimento de calibracao da adubacao
com K, conduzido na Embrapa Soja, com teor disponivel de K* no solo variando de 0,09 a 0,43

cmol /dm?, em duas cultivares de TCI (BRS-360RR e VMax RR) na safra 2010/2011.

As amostragens foram realizadas em funcao dos estadios de desenvolvimento, relacionando-
se com os dias apds a emergéncia (DAE): 1% - R1/R2 (50); 2% - R2/R3 (56); 3% - R2/R3 (63); 4° - R3/
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R4 (70); 5% - R4/R5 (77); 6% - R5 (84); 72 - R5 (91) e; 8% - R5/R6 (98). O ciclo de desenvolvimento

foi de 115 e 120 dias, respectivamente, para a BRS-360RR e V-MaxRR. As amostras de folhas
(terceiro trifélio, sem peciolo) foram secas em estufa a 60°C até alcangar massa constante

e, em seguida, foram moidas e utilizadas para determinacao da concentracao de macro e
micronutrientes na planta através de analises quimicas feitas no Laboratorio de Nutrigao
Mineral de Plantas (LASTV), para posterior correlagao com o acumulo de nutrientes na planta e
com a disponibilidade de nutrientes no solo.

Digestao das amostras

As amostras foram digeridas em Forno de Micro-ondas Marca CEM, Modelo Mars Xpress, utilizando-
se 6 mL de solucdo aquosa de acido nitrico (HNO,) 1:1, e 1 mL de perdxido de hidrogénio (H,0,) a
130 V. Foram utilizados 0,25 g de tecido vegetal, e o volume foi aferido para 30 mL (diluicao de 120x).
As condigdes de digestao em micro-ondas foram: 10 minutos de rampa (aquecimento); manutencao
da temperatura em 170°C (15 minutos), sob poténcia de 1600 w, e resfriamento por 20 minutos, até
temperatura ambiente.

Determinacoes analiticas

Como equipamento analitico, foi utilizado o espectrometro de emissao atdbmica com plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES), marca PerkinElmer, modelo Optima 8300 (Dual View). Este
equipamento realiza a leituras das amostras simultaneamente para todos os analitos, e permite
ambas as configuragoes para deteccao do sinal (axial e radial).

Analise estatistica

O nivel critico de K foi calculado a partir do modelo de regressao que relacionou a produtividade relativa
de graos da cultivar, com a respectiva concentracado em cada amostragem. Considerou-se como nivel
critico nas folhas, o valor correspondente a 90% de producao relativa. O modelo ajustado para todas

as coletas foi o raiz-quadratico: y = b, + b,x*® + b,x; em que, y corresponde a produtividade relativa; x
corresponde a concentracao de K nas folhas e b, b, e b, sdo os coeficientes de regressdo do modelo.

Resultados e discussao

De acordo com a Figura 1, em todas as amostragens, a concentragao foliar de K apresentou
correlacao positiva e significativa (p<0,01) com a produtividade de soja. Os niveis criticos de

K nas duas cultivares foram semelhantes. Nas trés primeiras coletas, os teores de K foram
superiores aos conhecidos para as cultivares com tipo de crescimento determinado (TCD), que
é¢ de 17 g kg' (TECNOLOGIAS..., 2011). Na terceira amostragem, que em estudos preliminares
desenvolvidos na Embrapa Soja podera corresponder a fase para avaliacao do estado
nutricional da soja comTCI, o nivel critico de K foi de 20,9 g kg (média das duas cultivares).
Nas amostragens (4° a 8%), os niveis criticos médios foram: 15,0; 14,0; 12,0; 11,1 e 10,4 g kg™,
respectivamente.

Conclusao

Com base nos resultados observa-se a maior exigéncia de K dos materiais comTCl e, portanto,
que a adubacao potassica destas cultivares sera fundamental no manejo da adubacao da soja.
Além disso, a definicao dos niveis criticos para estadios de desenvolvimento relacionados ao
enchimento de graos permite a deteccao de deficiéncias possibilitando a corre¢ao ainda dentro
do ciclo da cultura.



PRODUTIVIDADE RELATIVA%

100 -

90

80 -
70
60 -
50
40
30 |
20 1

100 1

90

80 1
70
60 -
50
40 1
30
20 1

100
90 1
80
70 1
60 1
50 1
40 1
30 1
20

100 1
90 1
80 1
70 |
60 1
50 1
40 1
30 1
20 1

VIll Jornada Académica da Embrapa Soja

® BRS-360RR

12 Amostragem
R1/R2

I : .
T

V-MaxRR

2% Amostragem
R2/R3

f‘
. o-

~
e

3* Amostragem
R2/R3

42 Amostragem
R3/R4

5% Amostragem
R4/R5

67 Amostragem
R5

125 155

7% Amostragem
RS

82 Amostragem
R5/R6

L s L
T T T
11,1

5 10 15

L L
u T T

20 25 30 35

0 5

20 25 30 35

CONCENTRAGAO DE KNAS FOLHAS, (gkg")

193

Figura 1. Relacdo da concentracao de K nas folhas de soja e a produtividade relativa em diferentes estadios de desenvolvimentos.
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Introducao

Nas ultimas décadas, a sojicultura experimentou muitas mudangas com a utilizagao de novas
tecnologias, como o sistema de semeadura direta, o advento das cultivares transgénicas
Roundup Ready™ e a introducao de cultivares mais produtivas. Entretanto, essas novas
cultivares de soja apresentam habito de crescimento e porte diferentes das primeiras cultivares
utilizadas no Brasil, o que vem promovendo mudancgas no arranjo espacial de plantas
praticado pelos produtores (SOUZA et al., 2010). Nesse sentido, a introducao de cultivares

que apresentam habito de crescimento indeterminado, maior precocidade, arquitetura
compacta, com foliolos pequenos e alto potencial de rendimento de graos, tem gerado

varios questionamentos acerca de arranjos espaciais de plantas que podem conferir maiores
produtividades de graos, sem grandes mudancas nos custos de producao.

O arranjo espacial de plantas afeta a competicao intraespecifica e, consequentemente, a
quantidade de recursos do ambiente — agua, luz e nutrientes - disponiveis para cada planta,
podendo ser alterado pela densidade de plantas e pelo espacamento entre as fileiras (RAMBO
et al., 2004). Alguns trabalhos tém demonstrado a baixa resposta da cultura da soja as variacoes
em densidades (HEIFFIG et al., 2006). Esse resultado é funcao da alta plasticidade fenotipica da
soja, a qual é definida como a capacidade da planta alterar sua morfologia e componentes de
rendimento a fim de adequa-los as condi¢des impostas pelo arranjo espacial dos individuos
(COOPERATIVE..., 1994). Em relacao ao efeito do espacamento entre as fileiras, ha resultados
discrepantes na literatura (RAMBO et al., 2003; HEIFFIG et al., 2006), pois essa resposta é
dependente das cultivares e do ambiente de cultivo. E importante ressaltar que praticamente
todos esses trabalhos disponiveis na literatura foram realizados com cultivares de soja de
habito de crescimento determinado, com foliolos grandes e horizontais, bem como com alta
capacidade de ramificacao, ou seja, caracteristicas que estao cada vez mais se distanciando das
selecoes realizadas nos atuais programas de melhoramento com a cultura da soja no Brasil.

Nos ultimos anos, alguns agricultores vém testando uma técnica de semeadura denominada
“Plantio Cruzado”, no qual se realiza uma operacao de plantio posicionando metade das
sementes, e, em seguida, se realiza outra operacao similar no sentido perpendicular a
primeira. O plantio cruzado surgiu no Brasil pela observacao dos arremates dos talhdes de
soja, onde algumas linhas se cruzavam e formava-se um “xadrez”. Essa técnica foi usada por
alguns ganhadores do concurso de produtividade promovido pelo Comité Estratégico Soja
Brasil (CESB), na safra 2010/11 e 2011/12. No entanto, na literatura cientifica, ha caréncia de
informacoes sobre os efeitos dessa técnica na produtividade da soja e a sua relacao com
cultivares e outras praticas de manejo.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar a produtividade de graos e o acamamento de plantas na
cultivar de soja de habito de crescimento indeterminado BRS 359 RR, em diferentes arranjos
espaciais de plantas, constituidos por densidades de semeadura, espacamentos entre fileiras e
forma de plantio (cruzado e nao cruzado).

Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Embrapa Soja, em Londrina- PR,
durante o periodo de novembro de 2012 a abril de 2012. O solo da area experimental foi
identificado como Latossolo Vermelho distroférrico. A vegetacao presente na area experimental
foi dessecada quimicamente com glyphosate (1.080 g ha) e carfentrazone-ethyl (30 g ha”).

Utilizou-se o delineamento de blocos completos ao acaso, em esquema fatorial 2x2x2, com

trés repeticoes. Os tratamentos foram formados pela combinagao de dois espagcamentos entre
fileiras (0,4 e 0,6 m), de duas densidades de semeadura (375.000 e 562.500 sementes ha', com
poder germinativo de 81%) e de dois sistemas de plantio (plantio cruzado e nao cruzado). As
parcelas mediam 8,0 m de comprimento e 4,8 m de largura, totalizando 38,4 m2. A area utilizada
nas avaliacoes foi de 8,4 m? (6 m de comprimento por 1,4 m de largura).

Utilizou-se a cultivar BRS 360 RR, que possui habito de crescimento indeterminado, grupo de
maturidade relativa de 6.2 e resisténcia ao herbicida glyphosate. A semeadura foi realizada no
dia 19/11/2012, a uma velocidade média de 5 km h™', por meio de uma semeadora-adubadora
equipada com sulcadores do tipo facao guilhotina para o adubo e disco duplo defasado para
a semente, e dosadores do tipo disco perfurado com dupla fileira de furos para a semente.

As sementes de soja foram tratadas com Vitavax-Thiran 200SC® (150 mL 50 kg de sementes),
Co-Mo Platinum® (100 mL 50 kg’ de sementes) e inoculante liquido Gelfix 5® (100 mL 50 kg de
sementes). A adubacao de base constou da aplicacao de 600 kg ha™ de superfosfato simples,
aplicados a lanco. Em cobertura, foram aplicados 250 kg ha™ de cloreto de potassio a lanco,
16 dias apos a semeadura. O controle de pragas, doencas e plantas daninhas foi efetuado
conforme as indicagdes técnicas para a cultura.

As plantas presentes na area util das parcelas foram colhidas e trilhadas, sendo determinada a
produtividade de graos, com padronizacao da umidade em 13%. No dia da colheita, também se
avaliou o acamamento das plantas na area util, conferindo-se notas de 1 (sem acamamento) a 5
(100% das plantas acamadas).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste F (»p<0,6 ). Para a realizacao da
analise estatistica foi utilizado o programa Sisvar (FERREIRA, 2008).

Resultados e discussao

Para a produtividade de graos, houve efeito dos espacamentos entre fileiras e cruzamento ou
nao das linhas (Tabela 1). Nao houve efeito da densidade de semeadura e das interacoes entre
fatores. Isso indica que a cultivar BRS 360 RR, embora possua plantas compactas, apresenta
um nivel de plasticidade fenotipica suficiente para alterar a sua morfologia e componentes

de rendimento a fim compensar o menor numero de plantas por area pela maior producao
por planta. A produtividade de graos foi superior no espagamento de 0,60 m do que em 0,40
m. Possivelmente isso ocorreu porque houve alto crescimento vegetativo e consequente

alto sombreamento em espacamento mais reduzido, comprometendo a produtividade

de graos. O espagcamento mais amplo permite maior penetragao de luz e agrotdxicos no
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dossel, conferindo maior sobrevivéncia das folhas proximas do solo. Por outro lado, vérios
trabalhos tem demonstrado a possibilidade de aumentar a produtividade de graos com a
reducao do espacamento, pois ha incremento no aproveitamento da luz nas fases iniciais do
desenvolvimento da cultura, refletindo-se em maior producao de fitomassa (WELLS, 1991),
maior indice de area foliar (COX e CHEMEY, 2011), aumento do numero de flores por area
(VENTIMIGLIA et al., 1999) e maior produtividade de graos (RAMBO et al., 2003). Nesse sentido,
verifica-se que a resposta ao espacamento entre as fileiras é muito dependente da cultivar e

do ambiente de cultivo. Adicionalmente, verificou-se que o cruzamento das linhas provocou
reducao da produtividade de graos, possivelmente pelas mesmas razoes da redugao do
espacamento entre as fileiras.

O acamamento das plantas foi influenciado pela densidade de semeadura (Tabela 2), mas

nao foi afetado pelo espagcamento entre as fileiras, forma de plantio e pelas interacoes entre

os fatores experimentais. A maior densidade de semeadura provocou maior acamamento.

Isso ocorreu porque, em maior quantidade de plantas por area, ha reducao da quantidade e
qualidade da luz, a qual é percebida pelas plantas. Nessa condicao, ha alto crescimento em
altura, tornando as plantas estioladas e muito propensas ao acamamento (BALBINOT JR, 2011).
Nesse contexto, para a cultivar BRS 360 RR, deve-se tomar cuidado com o excesso de plantas, a
fim de reduzir o acamamento e os danos provocados pelo mesmo.

Tabela 1. Produtividade de graos de soja em diferentes espagcamentos entre fileiras, densidades de semeadura e em
dois sistemas de plantio

0,4 0,6
Semeadura cruzada 3.472 b’

375.000 3.377 3.685
562.500 3.058 3.766

Semeadura nao cruzada 3.963 a
375.000 3.905 4,228
562.500 3.470 4.250
Médias 3.452 b’ 3.982 a
CV (%) 13,6

' Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste F (p < 0,6 )

Tabela 2. Nota de acamamento de plantas em diferentes espagcamentos entre fileiras, densidades de semeadura e em
dois sistemas de plantio

0,4 0,6
Semeadura cruzada
375.000 2,0 2,3
562.500 4,0 3,7
Semeadura nao cruzada
375.000 2,0 2,3
562.500 3,3 4,3
Médias de densidade

375.000 2,1b'
562.500 3,8a
CV (%) 14,3

" Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste F (p <0,6 )
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Conclusoes

A produtividade de graos da cultivar de soja de habito de crescimento indeterminado BRS
360 RR foi maior no espacamento mais amplo e na semeadura nao cruzada, mas nao foi
influenciada pela densidade de plantas.

O incremento da densidade de plantas conferiu maior acamamento, o qual nao foi influenciado
pelos espagcamentos entre fileiras e pelo plantio cruzado.
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Introducao

O girassol (Helianthusannuus L.) destacou-se, na safra 2011/2012, como quarta oleaginosa

em producao de graos (39,1 milhoes de toneladas) e terceira em area cultivada (25,7 milhoes
de hectares) no mundo (ESTADOS UNIDOS, 2012). Esta cultura apresenta caracteristicas
agronOmicas importantes, como maior tolerancia a seca, ao frio e ao calor, qguando comparado
com a maioria das espécies cultivadas no Brasil (LEITE, 2005). Devido a essas particularidades
e a crescente demanda do setor industrial e comercial, a cultura do girassol apresenta-se como
importante alternativa econémica em sistemas de rotacao e sucessao de cultivos nas regioes
produtoras de graos, principalmente em condi¢coes de safrinha.

A obtencao de informacgdes por meio da pesquisa tem sido decisiva para dar suporte
tecnoldgico ao desenvolvimento da cultura, garantindo melhores produtividades e retornos
econdmicos competitivos. Dentre as varias tecnologias desenvolvidas para o cultivo de girassol,
a escolha adequada de cultivares com maiores rendimentos de graos e de éleo é fundamental
para garantir o seu estabelecimento em sistemas de producao.O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o desempenho produtivo, em graos e em 6leo, de gendtipos de girassol
cultivados nas safrinhas 2011 e 2012.

Material e métodos

Os dados avaliados foram rendimento de graos e de 6leo (kg ha') obtidos dos Ensaios Finais
de Primeiro Ano e Ensaios Finais de Segundo Ano. Os Ensaios Finais de Primeiro Ano foram
conduzidos em Manduri (SP), Planaltina (DF), Anapolis (GO), Palmas (TO), Colinas (PI), Vilhena
(ensaio A) e Vilhena (ensaio B) (RO). Os Ensaios Finais de Segundo Ano foram conduzidos em
Planaltina (DF), Rio Verde (GO), Vilhena (ensaio A) e Vilhena (ensaio B) (RO), Teresina, Sao Joao
do Piaui e Colinas (PI).

Os ensaios foram semeados entre os meses de fevereiro e marco, em delineamento
experimental de blocos completos casualizados, com quatro repeticoes. Cada parcela foi
constituida de quatro linhas de 6 m de comprimento, espacadas de 0,7 a 0,9 m. As duas linhas
externas de cada parcela foram descartadas como bordaduras, obtendo-se uma area util na
parcela de 7 a 9 m2. Foram realizados tratos culturais como adubacgao e capina para possibilitar
o melhor desenvolvimento das plantas.

Foram avaliados 13 hibridos simples durante dois anos, nas safras 2011 (Ensaios Finais de
Primeiro Ano) e 2012 (Ensaios Finais de Segundo Ano). Os hibridos M 734 e HELIO 358 foram
considerados testemunhas.



VIll Jornada Académica da Embrapa Soja 199

Foram realizadas analises de variancia para os dados dos componentes de rendimento,
avaliados em cada local e ano. Como nem sempre os locais de teste nos Ensaio Finais de
Primeiro Ano foram os mesmos dos Ensaios Finais de Segundo Ano, foi realizada analise
conjunta de ambientes (local e ano especificos).

O desempenho produtivo dos gendtipos foi avaliado por meio do estudo de adaptabilidade e
estabilidade por meio do método de Eberhart& Russel (1966). O método de Eberhart e Russell
(1966) leva em consideracgao, na avaliacao dos hibridos, o rendimento médio do genétipo,

o seu coeficiente de regressao (4, ) e a variancia dos desvios dessa regressao (63 ). Foram
selecionados os genodtipos que tiveram desempenho produtivo superior a média geral dos
ensaios.

As andlises de variancia e o estudo de adaptabilidade e estabilidade foram realizados por meio
do programa Genes (CRUZ, 2006).

Resultados e discussao

Nas analises de variancia conjunta diferencas significativas entre os hibridos e para a interacao
genotipo x ambiente, quanto aos rendimentos de graos e de 6leo, foram observadas pelo

teste F (Tabela 1). Isto indica que os hibridos apresentaram desempenhos diferenciados diante
das variagdes ambientais e revela a necessidade de avaliagcoes em diferentes locais para se
realizar a selecao destes hibridos. O coeficiente de variacao (CV) para rendimento de graos

foi de 10,9% e para rendimento de 6leo foi de 11,2%. Esses valores foram classificados como
médios, de acordo com Pimentel-Gomes (1985) e Carvalho et al. (2003) e indicam que a precisao
experimental foi satisfatoria.

No estudo de adaptabilidade e estabilidade, de acordo com o método de Eberhart e Russell
(1966), verificou-se que, para o rendimento de graos, os hibridos SYN045, BRSG30 e SYN042
tiveram os maiores rendimentos (Tabela 2). Apesar do hibrido BRSG30 ter se destacado quando
ao rendimento de graos, este hibrido apresentou baixa estabilidade (6; > 0 e R? = 54,93). Os
hibridos SYN045 e SYN042 apresentaram adaptabilidade para ambientes favoraveis (4, > 1) e
desfavoraveis (4, < 1), respectivamente e baixa estabilidade (6; > 0). Contudo o hibrido SYN045
nao deve ser considerado totalmente indesejavel, uma vez que os valores de R? foram acima de
80% (Cruz et al., 2003).

Quanto ao rendimento de 6leo, os hibridos que apresentaram desempenho superior

foram SYNO34A,SYNO045, SYN4065, V70153, SYNO39A, SYN042 e BRSG28. Esses hibridos
apresentaram adaptabilidade para ambientes favoraveis (4, > 1), exceto para os hibridos V70153
e SYNO042 que tiveram adaptabilidade geral (4; = 1) e desfavoravel(a, < 1), respectivamente. Os
hibridos apresentaram 6; > 0; no entanto, os valores de R? foram, geralmente, acima de 80%.

Para Eberhart e Russell (1966), o gendtipo ideal é aquele que apresenta adaptabilidade geral.
Neste estudo, nenhum hibrido foi considerado ideal para os dois caracteres avaliados. Além
disso, gendtipos com adaptacao especifica a um tipo de ambiente variaram em funcao

do componente de rendimento. Quando um gendtipo for superior em apenas um dos
componentes de rendimento, a escolha do melhor genétipo pelo produtor deve se basear na
politica vigente de comercializacao das industrias esmagadoras de girassol. Atualmente, elas
prevéem bonificacoes aos genotipos que tenham teores de éleo acima de 40% (Oliveira et al.,
2005). Dependendo da bonificacao, o produtor pode optar por gendétipos com maior rendimento
de graos ou de o6leo.
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Tabela 1. Andlise de variancia conjunta quanto aos rendimentos de grao e de éleo de genétipos de girassol, avaliados
na Rede Nacional de Ensaios de Avaliagao de Genotipos de Girassol, coordenada pela Embrapa Soja, nas safrinhas
de 2011 e 2012.

F. V. G.L. Rendimento de Graos (Kg Rendimento de é6leo
ha”) (Kg ha™)

Genotipo (G) 12 695.101,14 ** 97.096,63 **

Ambiente (A) 13 21.236.484,18 ** 4.570.194,94 **

GxA 156 475.101,38 ** 93.342,69 **

Residuo 504 43.350,04 10.686,04

Média " 2061,65 922,42

cVv.? 10,09 11,20

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; "Média Geral, em Kgha™. # CV: Coeficiente de variagdo experimental, em %.

Tabela 2. Parametros de adaptabilidade e estabilidade, obtido por meio do método de Eberhart& Russel (1966),
quanto aos rendimentos de graos (Kg ha') e de dleo (Kg ha') de gendtipos de girassol, cultivados nas safrinhas de
2011 e 2012.

Genotipo Media geral Bai Gi' 2 R2%¥
1
M734(T) 2339,62 1,36%* 239684,24** 76,45
SYNO045 2181,99 1,16%* 32946,40** 93,25
HELIO358(T) 2105,13 1,13* 5649,37" 97,17
BRSG30 2085,51 0,44%* 62092,07** 54,93
SYNO042 2067,35 0,83* 69084,22%* 79,53
V70153 2060,54 0,98" 37937,45%* 89,88
SYN4065 2056,07 1,11 163844,64** 75,91
SYNO39A 2055,46 1,14* 105531,07** 83,27
BRSG28 2041,21 1,12" 109873,41%* 82,32
SYNO034A 2018,26 1,24** 41286,19** 92,92
HLA06270 1944,95 0,86* 38522,36%* 87,05
V60415 1930,15 0,63** 131518,26** 55,64
SRM822 1915,26 0,93"™ 25365,82*%* 91,46
Media geral 2061,65 - - -
Rendimento de 6leo (kg ha™)

HELIO358(T) 977,2 1,14* 1436,11™ 96,83
SYNO34A 957,82 1,27%* 10379,42%* 92,28
SYNO045 956,14 1,17%* 6636,73** 934
SYN4065 955,05 1,17%* 33289,18%** 78,53
M734(T) 946,72 1,18%* 26084,05** 82,32
V70153 944,83 0,98" 10498,93** 87,45
SYNO39A 933,75 1,18%* 17054,14** 87,05
SYNO042 928,87 0,84* 14836,58** 79,51
BRSG28 924,35 1,16%* 22033,05** 83,91
HLA06270 883,72 0,82** 10198,15** 83,46
SRM822 872,42 0,96" 5805,18** 91,29
BRSG30 861,23 0,45%** 12237,72** 56,74
V60415 849,34 0,61** 26112,42** 55,86

Media geral 922,42 - - -

1/B1i: parametro de adaptabilidade;2/c2d: parametro de estabilidade; 3/R2: coeficiente de 1/B1i: parametro de adaptabilidade;2/c2d: parametro de
estabilidade; 3/R2: coeficiente de determinacéo.

Conclusao

Nenhum gendtipo foi considerado ideal segundo a metodologia de Eberhart e Russell
(1966). Gendtipos com adaptacao especifica a um tipo de ambiente variaram em funcao do
componente de rendimento.
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Introducao

O cultivo da soja no Brasil tem crescido gradativamente a cada ano. Dentre os principais
fatores que contribuem para esse aumento estao os avancos tecnoldgicos, praticas de manejo
sustentavel e eficiéncia dos produtores. Da area de 53,04 milhoes de hectares cultivados com as
principais culturas no pais, aproximadamente 52,2% (27,713 milhoes de hectares) destinam-se a
producao de soja. Desta, 4,71 milhoes estao no Estado do Parana. Estimativas para a producao
de soja no Brasil na safra 2012/2013 apontam uma producao de 81,94 milhdes de toneladas,
23,4% maior que a safra anterior. No Parana, a boa distribuicao das chuvas na maior parte do
estado contribuiu para os bons niveis de produtividade de 3.305 kg ha-', a segunda maior do
pais (CONAB, 2013).

Dentre as cultivares de soja mais utilizadas, verifica-se uma tendéncia na preferéncia por
aquelas precoces e de tipo de crescimento indeterminado, pois permitem a semeadura
antecipada sem que haja reducao na altura das plantas proporcionada pela reacao ao
fotoperiodo. Esta pratica viabiliza o cultivo de duas culturas no periodo primavera/verao,
possibilitando melhor aproveitamento da area, além de reduzir os danos causados pela
ferrugem da soja (GARCIA et al., 2007). Cober e Morrison (2010), afirmam que uma das
vantagens do cultivo de plantas com este tipo de crescimento é o maior porte (altura), que,
por consequéncia, pode refletir em maior producao média de graos. Além desta caracteristica,
Saturno (2013) afirma que plantas com tipo de crescimento indeterminado na haste principal
tendem a apresentar maior niumero de nos.

Além de melhorias no uso de cultivares diferenciadas e manejos utilizados, investimentos tém
sido realizados em tecnologias que facilitem o monitoramento das culturas. Dentre as varias
tecnologias disponiveis destacam-se as técnicas de sensoriamento remoto, que permitem

a obtencao de informacoes sobre um determinado objeto, area ou fen6meno sem que haja
contato direto, nao interferindo, portanto, em seu desenvolvimento. Os materiais ou areas a
serem analisados sao caracterizados e diferenciados de acordo com a capacidade de absorcao
e reflectancia dos feixes luminosos (CARTOGRAFIA, 2013). A reflectancia é dividida em regioes
do comprimento de onda visivel e do infravermelho préximo, médio e distante (MOREIRA,
2007 apud GROFF, 2010). Em vegetais, a reflexao da luz é determinada pela clorofila, que reflete
luz verde (visivel) e absorve luz azul e vermelha. Portanto, quanto maior a taxa de clorofila na
célula, maior sera a reflectancia de luz no comprimento de onda entre 0,5 e 0,6 ym e maior
absorcao de luz nas regides de comprimento de onda entre 0,4 e 0,5 pm e entre 0,6 € 0,7 pm
(TAIZ e ZEIGER, 2009).
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No sensoriamento remoto, ha varios indices disponiveis para serem utilizados, sendo o uso
determinado de acordo com o objetivo da pesquisa. Os indices que melhor se correlacionam
com a vegetacao sao os que utilizam como base informacoes obtidas através da combinacao
de dados espectrais no comprimento de onda vermelho e infravermelho proximo, diretamente
relacionados as regioes fotossintéticas ativas das plantas (JESUS e MIURA, 2009). Um dos
indices que se baseia neste principio ¢ o indice de Vegetacao por Diferenca Normalizada (NDVI,
do inglés Normalized Difference Vegetation Index), capaz de transformar em numeros as
informacodes recebidas por meio da reflectancia dos feixes luminosos. O NDVI variade -1a 1,
onde -1 se refere a auséncia total de reflectancia do infravermelho, 0 corresponde a auséncia
de clorofila e 1 representa alta concentracao de folhas verdes (GOPALAPILLAI et al., 1999 apud
POLSAPALLI, 2005).

Na agricultura, este indice permite estimar producao, vigor vegetativo das culturas, deficiéncia
de nutrientes, presenca de patégenos, estresse hidrico, dentre outros (RIZZI e RUDORFF, 2007;
PICOLI et al., 2009; MOTOMIYA et al., 2009; MOLIN et al., 2010; GODOY e HENNING, 2008;
OVIEDO e RUDORFF, 2000). Contudo, nao foram encontrados, na literatura, trabalhos que
caracterizem pontualmente os estadios fenologicos da soja por meio deste indice.

O presente estudo objetivou avaliar o perfil espectral temporal de soja cultivar BRS 284 em
alguns estadios de seu ciclo de crescimento, em condi¢oes de casa de vegetacao.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no ano agricola 2012/2013 na Embrapa Soja, localizada no
municipio de Londrina, PR. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao a qual possuia
cobertura de plastico e temperatura e umidade relativa do ar monitoradas periodicamente por
meio de um termohigrégrafo modelo Hobo U14-002 (Onset®).

Utilizou-se para o experimento a cultivar de soja BRS 284, de tipo de crescimento
indeterminado, ciclo precoce e de ampla aceitacao comercial. As sementes foram previamente
tratadas com Vitavax®Thiram 200 SC (200 g L") (DU PONT) e Standak® (250 g L") (BASF) para
manutencao de sua sanidade. Minutos antes da semeadura, foram inoculadas com Gelfix 5°
(Nitral Urbana), constituido por cepas de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019 na
concentracao de 200 mL de inoculante para cada 50 kg de semente. A semeadura foi realizada
no dia 09 de novembro de 2012, colocando-se cinco sementes por vaso (5 L), os quais foram
preenchidos com substrato preparado a base de solo, areia e composto organico da marca
Humorgan, na proporcao 3:1:1. Aos doze dias apos a semeadura (DAS), no estadio V1, realizou-
se o desbaste, mantendo-se uma planta por vaso. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente ao acaso, composto por oito repeticoes.

O estadio de desenvolvimento fenoldgico (EDF) das plantas foi avaliado trés vezes por

semana, a partir da data de germinacao das sementes (5 DAS), de acordo com a classificacao
estabelecida pela Embrapa Soja (2010), com base em Fehr e Caviness (1977) e em Ritchie et al
(1977). Os valores de NDVI foram obtidos através do equipamento GreenSeeker® modelo 505
HandHeld Sensor, fabricado pela Ntech Industries, Inc, que calcula o NDVI a partir da equacao
NDVI= (pivp—pV) / (pivp+pVv), onde pivp é a reflectancia no infravermelho proximo (0,725-1,1 ym)
e pv é a reflectancia no vermelho (0,58-0,68 um).

Nessas leituras manteve-se o sensor posicionado a uma distancia fixa do topo do dossel dentre
a faixa de altura recomendada pelo fabricante. O horario das leituras foi padronizado para
as 9 horas da manha, conforme estabelecido por Crusiol et al. (2012). Os DAS e estadios de
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desenvolvimento fenoldgicos nos quais as leituras de NDVI foram obtidas bem como os valores
meédios de NDVI por estadio fenoldégico podem ser observados naTabela 1.

Os dados apresentaram distribuicao normal da média e atenderam aos demais pressupostos da
analise de variancia (ANOVA). Desta forma, os dados foram submetidos a ANOVA com posterior
ajuste do modelo de regressao polinomial quadratica e comparacoes multiplas de médias (teste
Tukey), os quais foram realizadas por meio do programa computacional Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2010).

Resultados e Discussao

Foram realizadas 11 leituras de NDVI ao longo do ciclo da cultivar BRS 284, distribuidas entre
os estadios V3 e R7 (Tabela 1). Pode-se verificar um constante aumento na média de NDVI

até atingir o estadio R 5.4, correspondente aos 69 DAS, no qual se atingiu o ponto maximo,
passando a decrescer a partir deste ponto. O valor médio de NDVI observado e identificado
como ponto maximo foi igual a 0,908, que representou um aumento de 73,28% em relagcao ao
estadio V3 (0,524) (Tabela 1). A planta de soja em estadio de desenvolvimento fenolégico V3 é
caracterizada por apresentar dois trifolios totalmente desenvolvidos, enquanto em R 5.4 esta se
apresenta em fase de enchimento de graos (EMBRAPA, 2010).

Tabela 1. indice de Vegetacao por Diferenca Normalizada (NDVI) comparativo aos estadios de desenvolvimento
fenologico da soja, cultivar BRS 284. DAS - EDF: dias apds a semeadura da realizagao da leitura do estadio de
desenvolvimento fenoldgico. DAS - NDVI: dias apds a semeadura da realizagao da leitura de NDVI. NDVI: valores
médios de NDVI para os referidos dias e estadios.

DAS - EDF 19 26 33 55 61 68 75 81 90 109 117
DAS - NDVI 20 27 34 55 62 69 76 83 90 109 118
NDVI 0,524 0,712 0,805 0,878 0,898 0,908 0,865 0,882 0,870 0,748 0,704

O aumento dos valores médios de NDVI de acordo com o desenvolvimento da planta esta diretamente
relacionado ao aumento de sua biomassa devido a maior area verde. A maior biomassa resulta em
aumento da taxa fotossintética e, consequentemente, maior absorgéo de CO, atmosférico (BELTRAO
et al., 2007). De acordo com Liu et al. (2012), o teor de clorofila na planta é o fator de maior
influéncia no NDVI, podendo a margem de erro da leitura ser aumentada ou diminuida de
acordo com as alteragoes no indice de area foliar.

Entre os estadios R1 e R 5.4 observou-se aumento de 12,7% no valor de NDVI, possivelmente
pelo aumento da biomassa apds o inicio do florescimento. De acordo com Nogueira et al. (2009)
e Liu et al. (2010), cultivares de crescimento indeterminado mantém crescimento vegetativo

da gema apical ap6s o inicio do florescimento devido a presenca do gene Dt71. Aléem disso,
Heatherly e Smith (2004) verificaram aumento significativo na altura e no numero de nés em
plantas com tipo de crescimento indeterminado apds o florescimento, podendo este aumento
variar de acordo com a época de semeadura.

A menor média de NDVI no estadio R 5.5 (0,865) seguido de leve aumento no indice em

R6 (0,882) justifica-se devido a infestacao de ferrugem asiatica nas plantas as quais, apés a
aplicacao de fungicida, apresentaram leve recuperacgao do indice. A presenca de ferrugem nas
plantas afeta a area fotossinteticamente ativa, reduzindo assim o valor médio de NDVI (KOGA et
al., 2007).
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A reducao nos valores médios de NDVI, no estadio R6 (90 DAS), ocorreu devido ao
amarelecimento das folhas e reducao da area fotossinteticamente ativa. O estadio R6
caracteriza-se como a fase final de enchimento de graos, ou seja, as vagens ainda possuem
graos verdes, porém com suas cavidades completamente preenchidas (EMBRAPA, 2010).

Do estadio R6 (90 DAS) ao R7 (118 DAS), houve reducgao de 19,08% no valor de NDVI. No
estadio R7 as plantas apresentam caracteristicas de inicio de maturacao, principalmente, o
amarelecimento de vagens. Considera-se o inicio do estadio quando pelo menos uma vagem
normal no caule apresenta coloracao de madura (EMBRAPA, 2010).

Aplicando-se uma linha de tendéncia aos dados obtidos pelas leituras de NDVI ao longo do
ciclo da soja (Figura 1), observa-se relacao entre os dados de NDVI e desenvolvimento da soja,
onde o indice vegetativo confirma o estadio de desenvolvimento da planta. A linha de tendéncia
tende a subir na fase vegetativa e inicio da fase reprodutiva, decrescendo no final do ciclo, onde
ha reducao da area fotossintética ativa na planta.

1

0,9

0,8

y =-0,003x2 + 0,09x + 0,12
R?=0,89

0,3
0,2
0,1

V3 V5 R1 R5.1 R5.3 R5.4 R5.5 R6 R6 R7 R7
Estadios de Desenvolvimento Fenolégico

Figura 1. Valores de NDVI ao longo dos diferentes estadios de desenvolvimento fenoldgico da soja BRS 284. n= 6 + erro padrao da
média. Médias seguidas de mesmas letras entre os diferentes estadios de desenvolvimento fenolégico nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p <0,6 ) .

Com base nos resultados obtidos por meio do teste de Tukey (Figura 1), observaram-se valores
significativamente menores de NDVI nos estadios iniciais e finais do ciclo da soja. No periodo
de enchimento de graos (R5) e R6, nao houve diferenca significativa entre os valores de NDVI
nos diferentes estadios, indicando saturacao dos valores meédios do indice neste periodo.

Conclusoes

e A utilizacao do indice de Vegetacdo por Diferenca Normalizada (NDVI) permite a
diferenciacao entre os principais estadios fenoldgicos analisados

e O ponto maximo de NDVI observado (0,908) ocorreu aos 69 dias apos a semeadura,
com as plantas no estadio R 5.4

e As plantas apresentaram aumento de 12,7% no valor médio de NDVI apds o inicio do
florescimento

e A reducao da area fotossintética ativa na planta refletiu em reducao do valor médio de
NDVI
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Introducao

O percevejo barriga-verde Dichelops melacanthus (Dallas, 1851) é uma praga neotropical
importante em diversas culturas na regiao Sul do Brasil (PANIZZI et al., 2007). A mudanca em
muitas praticas culturais, como a adogao do sistema plantio direto e cultivo de duas safras
(milho e soja) tem favorecido a ocorréncia do percevejo barriga-verde (GOMEZ; AVILA, 2001).

Essa espécie ocorre em culturas de verao, como por exemplo, o milho e a soja, embora
recentemente tenha sido relatada também se alimentando de cereais de inverno. Esse fato tem
gerado a duvida que a praga pode ser favorecida quando se encontra em condi¢coes de menores
temperaturas climaticas, que é o cenario do cultivo das safrinhas. A relagcao da temperatura com
os insetos & muito importante, pois pode influenciar em seu desenvolvimento, sobrevivéncia

e reproducao (CHAPMAN,1998). Em termos praticos também pode alterar a dindmica
populacional das pragas, assim como a capacidade de causarem danos as plantas hospedeiras
(HADDAD et al., 1999). Porém outros fatores podem influenciar a capacidade de dano da praga,
como as caracteristicas da planta hospedeira. Nesse sentido, atualmente tem ganho muito
espaco o cultivo de plantas transgénicas resistentes a insetos, com a insercao de genes da
bactéria Bacillus thuringiensis ao genoma de plantas. O uso da biotecnologia tem algumas
vantagens, como a reducao de inseticidas quimicos, diminuindo assim impactos sobre o meio
ambiente, porém nao se sabe o impacto que pode apresentar sobre pragas nao-alvo (FRIZZAS;
OLIVEIRA, 2006). Trabalhos demonstram que o cultivo em larga escala de plantas transgénicas

e o consequente decréscimo na intensidade do uso de inseticidas para as pragas-alvo podem
permitir que determinadas espécies-praga se tornem mais relevantes naquele ambiente agricola
(WU et al., 2005). Assim, o conhecimento da interacao das espécies nao-alvo (pragas e seus
inimigos naturais) da soja com essa nova tecnologia, Bt, é de grande importancia tedrica e
pratica.

Desse modo, este estudo objetivou avaliar a influéncia da temperatura sobre os aspectos
bioldgicos de D. melacantus, e foi estabelecido o efeito da soja Bt sobre esta praga.

Materiais e Métodos

Os estudos foram conduzidos de novembro de 2012 a janeiro de 2013 no Laboratorio de
Parasitoides da Embrapa Soja — Londrina. Os ovos de Dichelops melacantus utilizados para
iniciar os estudos foram provenientes do laboratério de criacao de insetos do Instituto
Agronomico do Parana, com sede em Londrina.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado com os tratamentos
em arranjo fatorial 3 x 2; trés temperaturas e duas fontes de alimento, com sete repeticoes,
totalizando 42 parcelas experimentais. Os tratamentos utilizados para avaliar o impacto

da temperatura sobre os aspectos bioldgicos de D. melacanthus foram trés temperaturas
constantes (19°, 25° e 31° + 2°C), com umidade relativa (60 + 10 %) e fotofase (14h). A fonte
de alimento ofertada foram as cultivares de soja MON 87701 X MON 89788, que expressa a
proteina Cry1Ac (soja Bt) sua isolinha nao Bt Ab547 (soja nao Bt).

Para avaliar o impacto da temperatura e do alimento sobre o desenvolvimento ninfal da praga,
cada tratamento foi representado por 70 espécimes, agrupados em sete repeticoes de 10
individuos. Devido ao habito gregario das ninfas recém eclodidas, o experimento iniciou com
ninfas de 2° instar, que foram individualizadas em placas de Petri (6 cm de diametro), forradas
com papel filtro e um orificio na tampa. Para cada individuo foi oferecido uma vagem de soja e
um micro tubo de plastico contendo agua e tampado com algodao, trocando-se o alimento trés
vezes por semana. Com o uso de uma piceta, as placas foram umedecidas diariamente, para
auxiliar e manter a Umidade Relativa (UR %) dentro das placas. A avaliagao do instar, assim
como a mortalidade da praga também foi realizada diariamente, até os insetos atingirem a fase
adulta.

No intervalo de 24h apds a emergéncia dos adultos, os mesmos foram pesados (mg) em uma
balanca analitica e separados por sexo. Com os adultos foram formados os casais em caixas
plasticas do tipo Gerbox® (no maximo dois em cada caixa), forradas com papel filtro junto
com microtubo plastico com agua tipo Eppendorf®, fechado com algodao. Em cada caixa
ofertou-se vagens frescas de soja, ad libitum, trocadas trés vezes por semana. O papel filtro
dentro das caixas foi trocado sempre que apareceu contaminacao por fungo. A coleta dos
ovos dos percevejos foi realizada trés vezes por semana, com intervalo minimo de dois dias.
Para avaliar a viabilidade dos ovos, estes foram retirados de cada Gerbox® acondicionados
em placas de Petri (6 cm de diametro) e mantidos nas mesmas condicoes de temperatura,
umidade e fotoperiodo que os adultos. A partir da primeira postura das fémeas, procedeu-se a
coleta de ovos a cada 48h, para quantificacao dos ovos (fecundidade) e estudo da viabilidade
dos ovos. Os resultados obtidos foram submetidos as analises exploratdrias para avaliar as
pressuposicoes de normalidade e independéncia dos residuos, a homogeneidade de variancia
dos tratamentos e a aditividade do modelo para permitir a aplicacao da Andlise de Variancia
(ANOVA). As comparacoes multiplas de médias foram realizadas pelo teste de Tukey, (p<0,6 ).
O programa estatistico utilizado para a anéalise dos dados foi o Statistical Analysis System (SAS
Institute, 2000).

Resultados e discussao

De forma geral, os resultados obtidos nesse estudo e que estao apresentados naTabela 1
indicaram que D. melacanthus desenvolve-se melhor em temperaturas mais elevadas (entre 25
e 31°C), apenas o efeito de temperatura apresentou resposta significativa, a soja MON 87701 x
MON 89788 nao tem influéncia sobre a biologia da praga, tanto na fase ninfal quanto na adulta.
Os coeficientes de variagao (CV) para os diferentes instares variaram de 3,97 a 34,25 % sendo
esta maior variabilidade para o 3° instar.

A fase ninfal do percevejo barriga-verde foi acelerada com o aumento da temperatura, porém
isso nao refletiu em maior taxa de mortalidade da praga, ou pior desempenho de adultos, o
que comprova que mesmo em temperaturas elevadas (31°C) o inseto apresenta capacidade
para se desenvolver. O pior desenvolvimento do inseto foi na temperatura de 19°C, quando
apenas 0,42% da populacao inicial atingiram a fase adulta. De forma similar ao presente estudo,
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Chocorosqui & Panizzi (2002) verificaram que em temperaturas mais baixas (15 a 20°C) a taxa
de mortalidade de D. melacanthus € muito elevada, e o inseto nao apresenta condicoes de
desenvolver-se nessas temperaturas.

Durante o segundo instar, o tempo de desenvolvimento de D. melacanthus na temperatura de
19°C foi aproximadamente trés vezes superior do que o observado nas temperaturas de 25 e
31°C (Tabela 1).

Tabela 1. Influéncia da temperatura sobre a duracao da fase ninfal de D. melacanthus alimentado com soja MON
87701 x MON 89788 e sua isolinha nao Bt. Londrina, 2013.

19 12,84'+0,35a 15,28+ 1,45a - - -
25 455+0,25b  7,18+052b 7,26+0,29a 9,58+0,18a 27,50 + 0,58 a
31 3,76+ 0,12c  3,68+0,18c 3,99+0,22b 544+0,12b 16,73+ 0,52 b
Soja Bt 6,97 + 0,82 6,70 + 1,08 5,34 +0,44 7,36+0,58 22,85 + 1,56
Soja nao Bt 7,14 + 1,04 8,44 + 1,22 591+058 7,660,59 21,38+ 1,60
CV? (%) 8,63 34,25 17,33 3,97 9,21
GL® temp. 2 2 1 1 1
GL cultivar 1 1 1 1 1
GL temp. x cultivar 2 2 1 1 1
F* temp. 259,46 46,35 74,55 364,13 195,8
F cultivar 0,55 1,04 2,28 2,41 3,62
F temp. x cultivar 2,96 0,09 1,91 0,74 0,01
P°-valor temp. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
P-valor cultivar 0,46 0,31 0,14 0,14 0,07

P-valor temp. x

. 0,07 0,91 0,17 0,4 0,9
cultivar

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). nsANOVA nao significativa. 2CV =Coeficiente de
Variagao, *GL = Grau de Liberdade, “F = Estatistica F obtido na ANOVA, 5P-valor=Valor da Probabilidade da estatistica F

A maior duracao do instar ninfal pode ser um método de sobrevivéncia da espécie, em busca
de garantir um maior periodo de sobrevivéncia através da economia de energia, que seria gasta
com a realizacao da ecdise. Nessa fase, a taxa de mortalidade nao diferiu entre as temperaturas
(2°instar), assim como também nao se verificou diferenca entre os espécimes alimentados
com soja MON 87701 X MON 89788 e a sua isolinha nao Bt. Os coeficientes de variacao para a
viabilidade variaram entre 7,92 e 36,42 e da mesma forma que a duragao da fase ninfal a maior
variabilidade ocorreu para 3° instar. Entretanto, deve-se considerar que a taxa de mortalidade
foi relativamente elevada em todas as temperaturas (Tabela 2), o que pode indicar que a soja
pode nao ser uma planta hospedeira que tenha condi¢oes 6timas para o desenvolvimento da
praga. Chocorosqui & Panizzi (2002) obtiveram resultados semelhantes, com mais de 50% de
mortalidade de D. melacanthus quando alimentado apenas com soja. Embora a espécie seja
uma praga da soja, essa observagao permite levantar a hipotese que a dieta restrita, como
ofertada em laboratério, pode limitar o desenvolvimento do percevejo barriga-verde, que em
condicOes naturais (agroecossistema), pode alimentar-se de diversas plantas hospedeiras,
equilibrando-se nutricionalmente melhor.

No terceiro instar, novamente a duracao ninfal a 19°C foi superior em relagao as demais
temperaturas, entretanto verificou-se uma maior taxa de mortalidade da praga, confirmando o
efeito adverso da baixa temperatura para o desenvolvimento do inseto. Observou-se que do 3°
ao 5° instar nao houve resposta significativa entre as duas maiores temperaturas (Tabela 2).
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Tabela 2. Influéncia da temperatura sobre a sobrevivéncia ninfal de D. melacanthus alimentado com soja MON 87701 x MON 89788 e
sua isolinha nao Bt. Londrina, 2013.

19 29,90 +3,04 41,76+10,39b 0,00+ 0,00 b 0,00 + 0,00 b 0,42+0,22 ¢
25 28,57 + 3,76 85,83+4,93a 98,07+1,92a 96,15+260a 17,85+ 1,55 b
31 38,57 + 3,29 87,62+4,48a 97,14+1,94a 100,00+0,00a 29,28+2,21a
Soja Bt 30,47 + 2,97 77,38 + 6,30 70,26 + 10,06 71,05+ 10,16 16,85 + 3,29
Soja nao Bt 33,80 + 2,80 66,10 + 8,25 68,42 + 10,92 66,66 + 11,43 14,85 + 2,52
CV? (%) 26,14 36,42 7,92 16,02 17
GL® temp. 2 2 2 2 2
GL cultivar 1 1 1 1 1
GL temp. x cultivar 2 2 2 2 2
F* temp. 2,31 13,84 1156,37 293,11 294,74
F cultivar 0,7 1,96 3,43 0,03 0,51
F temp. x cultivar 0,01 1,08 1 1,65 2,19
P°-valor temp. 0,12 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
P-valor cultivar 0,41 0,17 0,07 0,85 0,48
P-valor temp. x 0,98 0,35 0,38 0,21 0,13

cultivar

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). nsANOVA néo significativa. 2CV =Coeficiente de
Variacao, °GL = Grau de Liberdade, “F = Estatistica F obtido na ANOVA, *P-valor=Valor da Probabilidade da estatistica F

Para as temperaturas 25 e 31°C a taxa de sobrevivéncia a partir do terceiro instar manteve-se
sempre acima de 80%.. Entretanto, quando considerado o desenvolvimento ninfal no geral,
verificou-se que a temperatura de 31°C apresentou uma taxa de sobrevivéncia superior em
relagao a 25°C, comprovando a adaptagao do inseto a temperaturas mais elevadas.

Isso foi ratificado com o maior peso de adultos observado na temperatura de 31°C (Tabela

3). Entretanto, embora obtido esse peso nao se observou diferenca nos demais parametros
adultos, como fecundidade de fémeas e viabilidade de ovos e as maiores variabilidade (CV)
foram encontrados nestas duas variaveis respostas (Tabela 3). De forma similar, também nao
se verificou alteracdes nos parametros bioldgicos dos adultos alimentados com soja MON
87701 x MON 89788 e sua isolinha nao Bt, confirmando os resultados obtidos durante a fase
jovem (Tabelas 1 e 2), quando em nenhum momento verificou-se diferenca na longevidade e
sobrevivéncia ninfal do percevejo.

Os resultados reportados na literatura com relacao ao impacto direto de culturas Btem
organismos nao alvo da tecnologia sao diversos em funcao da espécie estudada, o que

ressalta a importancia desse trabalho desenvolvido para D. melacanthus em soja. Resultados
semelhantes foram obtidos para outra espécie de percevejo praga, Apolygus lucorum
(Hemiptera: Miridae), para a qual nao foi verificada diferenca na sobrevivéncia, fecundidade das
fémeas e outros parametros biolégicos avaliados entre organismos desenvolvidos em algodao
Bt e nao Bt na China (Li et al., 2011). Portanto, esses autores concluiram que a ocorréncia dessa
praga (A. lucorum) em condicoes de campo nao tem qualquer relagcdo com o cultivo de plantas
Bt, pois a abundancia da praga foi a mesma em algodao Bt e nao Bt. Resultados opostos foram
obtidos para outra espécie de praga, o pulgao Aphis gossipy (Hemiptera: Aphididae), que
mostrou um melhor desenvolvimento no que diz respeito a quantidade de individuos apteros

e alados, que foi maior em plantas nao Bt comparado a plantas Bt. Uma das justificativas para
essa diferenca é que, provavelmente as plantas Bt possam secretar diferentes concentracoes de
aminoacidos e acucares, alterando a sua atratividade para os insetos herbivoros.
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Tabela 3. Influéncia da temperatura sobre a biologia adulta de D. melacanthus alimentado com soja MON 87701 x
MON 89788 e sua isolinha nao Bt. Londrina, 2013.

19 - - -
25 42,09" £ 0,96 b 86,33™ + 8,60 60,18™ + 2,25
31 47,43 +2,76 a 104,63+ 19,32 65,22 + 6,80
Soja Bt 43,69 + 1,59 89,95 + 8,88 63,25 + 4,61
Soja nao Bt 45,83 + 2,78 101,52 + 19,53 62,14 + 5,63
CV* (%) 9,93 44,26 26,42
GL® temp. 1 1 1
GL cultivar 1 1 1
GL temp. x cultivar 1 1 1
F* temp. 5,77 0,71 0,37
F cultivar 0,93 0,3 0,02
F temp. x cultivar 1,83 1,55 0,47
P°-valor temp. 0,03 0,42 0,55
P-valor cultivar 0,35 0,59 0,89
P'Vagzlrﬁt\‘j;‘:p' x 0,21 0,24 0,51

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). nsANOVA nao significativa. 2CV =Coeficiente de
Variagao, *GL = Grau de Liberdade, “F = Estatistica F obtido na ANOVA, *P-valor=Valor da Probabilidade da estatistica F

Conclusao

Por fim, esse estudo demonstra que D. melacanthus desenvolve-se melhor em temperaturas
mais elevadas (25 a 31°C) e a sua importancia poderd aumentar com o passar dos anos, caso
as temperaturas prossigam aumentando. Entretanto, com a entrada da soja Bt, essa tecnologia
nao tera impacto direto sobre a biologia da praga, porém o que ira ocorrer no agroecossistema
ainda é uma incognita, visto que indiretamente espera-se uma reducgao no uso de inseticidas
nas lavouras, que podera potencializar a atuacao nao apenas de seus inimigos naturais como
também da prépria praga. Desse modo, estudos adicionais em condicao de campo devem ser
realizados para confirmar o efeito da soja Bt sobre o comportamento do percevejo barriga-
verde.
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