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RESUMO

O mecanismo de resisténcia da planta aos insetos herbivoros conferido pelo acumulo de
Silicio (Si) resulta ndo s6 da barreira mecénica proporcionada pela deposi¢cdo do Si na
epiderme, mas também da ativacdo das defesas quimicas induzidas. Recentemente, foi
demostrado que o Si também aumenta o recrutamento de inimigos naturais pela mudanca na
emissdo de volateis de plantas induzidos pela herbivoria, ja que ele atua como agente priming
ou indutor da via do acido jasménico, principal modulador da resposta induzida pela
herbivoria. Na literatura, hd uma caréncia de estudos que avaliem o papel dos volateis das
plantas na resisténcia conferida pelo Si contra os insetos herbivoros. Da mesma forma,
trabalhos de campo séo escassos apesar de serem estritamente importantes. Neste contexto, o
objetivo geral deste trabalho foi investigar o papel dos volateis de plantas de milho
fertilizadas com Si como mediador na resisténcia induzida direta e indireta contra as pragas-
chave da cultura, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797). Alem de avaliar o potencial da fertilizagdo com Si no controle populacional das pragas
e doencas em campo. No primeiro artigo, atraves de ensaios comportamentais e de biologia,
verificamos que a fertilizagdo com Si no milho promoveu maior deposicdo de ovos e um
desenvolvimento mais rapido de D. maidis na primeira geracéo. Por outro lado, a fertilizacao
com Si impactou a segunda geracdo de cigarrinhas, que produziram menos o0VOS,
provavelmente devido ao custo energético do desenvolvimento acelerado da primeira geracao.
Além disso, a fertilizacdo com Si ndo afetou a composicdo de volateis constitutivos das
plantas e, consequentemente, ndo influenciou a preferéncia olfativa da cigarrinha. No segundo
artigo, verificamos que a fertilizacdo com Si alterou a emissdo dos volateis induzidos pela
herbivoria de S. frugiperda, cuja composicao apresentou um composto exclusivo, o terpeno
Neril acetato, comparada com a emissdo de plantas ndo fertilizadas e danificadas por S.
frugiperda. Essa diferenca, provavelmente foi responsavel pelo maior recrutamento da
tesourinha predadora Doru luteipes (Scudder, 1876) pela emissdo de plantas de milho
fertilizadas com Si e induzidas pela herbivoria em relacdo aos volateis induzidos pela
herbivoria de plantas ndo fertilizadas. No terceiro artigo, em ensaios de campo, a fertilizacéo
com Si demonstrou potencial para controle de infestacdes iniciais de S. frugiperda. A
populacdo de D. maidis ndo foi afetada pela fertilizacdo com Si, no entanto, demostrou
interagir positivamente com a aplicacdo do inseticida quimico pertencente ao grupo quimico
dos neonicotinoides e piretroides, apresentando maiores médias nos tratamentos que
receberam a aplicacdo do inseticida. Da mesma forma, a populacdo da tesourinha D. luteipes e
a maioria das caracteristicas fitotécnicas e fisioldgicas, assim como o0s sintomas das doencas
avaliados ndo foram afetadas pela fertilizacdo com Si em campo. Dessa maneira, nos
concluimos que a fertilizacdo com Si atua na resisténcia induzida da planta de milho, afetando
diretamente a biologia e 0 comportamento de D. maidis da segunda geracdo, e indiretamente
aumentando a atratividade dos volateis emitidos por plantas de milho fertilizadas com Si para
o predador D. luteipes. Em campo a fertilizacdo com Si mostrou controlar infestacdes iniciais
da S. frugiperda, entretanto para D. maidis e o predador D. luteipes, nés ndo observamos
efeitos da fertilizacdo com Si sobre a populacdo desses insetos.

Palavras-chave: Acido silicico. Indutor de resisténcia. Defesas induzidas de plantas. Manejo
Integrado de Pragas.



ABSTRACT

The plant resistance mechanism to herbivorous insects conferred by the accumulation of
Silicon (Si) results not only from the mechanical barrier provided by the deposition of Si in
the epidermis, but also from the activation of induced chemical defenses. Recently, it has been
shown that Si also increases the recruitment of natural enemies by changing the emission of
plant volatiles induced by herbivory, since it acts as a priming agent or inducer of the
jasmonic acid pathway, the main modulator of the herbivory-induced response. In the
literature, there is a lack of studies that evaluate the role of plant volatiles in the resistance
conferred by Si against herbivorous insects. Likewise, fieldwork is scarce despite being
strictly important. In this context, the general objective of this work was to investigate the role
of volatiles from corn plants fertilized with Si as a mediator in the direct and indirect induced
resistance against the key pests of the crop, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) and
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith , 1797). In addition to evaluating the potential of Si
fertilization in the population control of pests and diseases in the field. In the first article,
through behavioral and biological tests, we verified that fertilization with Si in maize
promoted greater egg deposition and faster development of D. maidis in the first generation.
On the other hand, fertilization with Si impacted the second generation of leafhoppers, which
produced fewer eggs, probably due to the energy cost of the accelerated development of the
first generation. Furthermore, fertilization with Si did not affect the composition of
constitutive volatiles of the plants and, consequently, did not influence the olfactory
preference of the leafhopper. In the second article, we verified that fertilization with Si altered
the emission of volatiles induced by the herbivory of S. frugiperda, whose composition
presented an exclusive compound, the terpene Neryl acetate, compared with the emission of
unfertilized plants and damaged by S. frugiperda. This difference was probably responsible
for the higher recruitment of the predatory earwig Doru luteipes (Scudder, 1876) by the
emission of corn plants fertilized with Si and induced by herbivory in relation to volatiles
induced by herbivory from unfertilized plants. In the third article, in field trials, fertilization
with Si showed potential to control initial infestations of S. frugiperda. The population of D.
maidis was not affected by fertilization with Si, however, it showed to interact positively with
the application of the chemical insecticide belonging to the chemical group of neonicotinoids
and pyrethroids, presenting higher averages in the treatments that received the application of
the insecticide. Likewise, the population of earwig D. luteipes and most of the phytotechnical
and physiological characteristics, as well as the symptoms of the diseases evaluated were not
affected by fertilization with Si in the field. Thus, we conclude that Si fertilization acts on the
induced resistance of the corn plant, directly affecting the biology and behavior of second
generation D. maidis, and indirectly increasing the attractiveness of volatiles emitted by corn
plants fertilized with Si for the predator D. luteipes. In the field, fertilization with Si showed
to control initial infestations of S. frugiperda, however for D. maidis and the predator D.
luteipes, we did not observe effects of fertilization with Si on the population of these insects.

Keywords: Silicic acid. Resistance inductor. Plant-induced defenses. Integrated Pest
Management.
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PRIMEIRA PARTE

1- INTRODUCAO

O Silicio (Si) é um mineral ndo essencial para o desenvolvimento das plantas. No
entanto, seu uso traz inimeros beneficios as culturas, como por exemplo, a melhoria de
caracteristicas fitotécnicas das culturas e o aumento da resisténcia das plantas contra fungos
fitopatogénicos e insetos-praga (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995; REYNOLDS;
KEEPING; MEYER, 2009). Recentemente, o Instituto Internacional de Nutricdo de Plantas
[IPNI] (2015), Georgia, EUA, listou-o como uma “substancia benéfica”, refletindo o resultado
de numerosos estudos.

Contudo, a maioria dos trabalhos abordou somente os efeitos da fertilizagdo com Si
sobre o aumento da resisténcia direta das plantas contra a herbivoria (REYNOLDS, et al.,
2016). Essa resisténcia, denominada resisténcia mecanica, era proporcionada pela deposicéo
do Si na parede celular do tecido vegetal, denominada “dupla camada silicio-cuticula”.
Porém, em um estudo pioneiro, Fawer et al. (1998) trouxe evidéncias de que a fertilizacao
com Si induz uma sequéncia de reagdes bioquimicas nas células vegetais. Logo, o Si age
também ativando as defesas quimicas da planta e atuando como um indutor bioquimico.

Trabalhos posteriores relataram que plantas fertilizadas com Si e induzidas pela
herbivoria apresentaram maiores niveis de acido jasménico (AJ) ou enzimas relacionadas a
esta via em comparacao a plantas ndo fertilizadas, um efeito potencializador do Si sobre esta
via de sinalizacdo (GOMES et al., 2005; YE et al., 2013). Isso acontece, pois, a fertilizacdo
com Si aumenta a magnitude da inducdo em resposta a herbivoria de insetos, agindo como um
agente priming (YE et al., 2013; HAN et al., 2016; LIU et al., 2017; YANG et al., 2017). Este
efeito priming pode facilitar as respostas de defesa da planta tornando-as mais rapidas e
eficazes contra os ataques de herbivoros. Sob este contexto, as plantas estardo
fisiologicamente preparadas para responder imediatamente e induzir as respostas de defesa
ap0os um estimulo inicial (VAN HULTEN et al., 2006).

A via modulada pelo AJ é importante na sintese de defesas contra a herbivoria que
podem atuar na defesa direta, por meio de compostos toéxicos ou deterrentes ao herbivoro, ou
na defesa indireta que inclui a liberacdo de volateis de plantas induzidos pela herbivoria
(VPIH). Os VPIH sdo compostos quimicos liberados pelas plantas quando estdo sendo

atacadas por herbivoros e constituem sinais importantes para 0s inimigos naturais
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encontrarem sua presa/hospedeiro (TURLINGS et al.,, 1990; MUMM; DICKE, 2010). Os
volateis constitutivos, ou seja, aqueles emitidos pelas plantas ndo danificadas tem uma
composicao distinta aquela dos VPIH, e sdo pistas quimicas importantes para a localizagao da
planta hospedeira pelos herbivoros (JOLIVET, 1998; DICKE; VAN LOON, 2000).

Os primeiros relatos sobre os efeitos da fertilizagdo com Si sobre a atratividade de
inimigos naturais surgiram ha pouco mais de 10 anos atrds (KVEDARAS et al., 2010; YE et
al., 2013; LIU et al., 2017, DE OLIVEIRA et al., 2020; PEREIRA et al., 2021). Estes estudos
mostraram que plantas fertilizadas com Si infestadas, ou ndo, podem ser mais atraentes aos
inimigos naturais, mostrando o seu potencial como tatica para contribuir com controle
biolégico dos insetos-praga. Contudo, sdo necessarios mais estudos envolvendo outros
sistemas para estabelecer se ha um padrdo sobre os efeitos da fertilizagdo com Si nos VPIH e
com consequéncias para o recrutamento de inimigos naturais.

Apesar dos inumeros beneficios proporcionados pela fertilizacdo com Si, nem todas as
plantas possuem a capacidade de acumular este mineral. O que se torna um fator limitante ao
seu uso. Em geral, plantas da familia Poaceae como, por exemplo, o milho (Zea mays L.), séo
espécies acumuladoras de Si. Dessa forma, a fertilizagdo com o Si em plantacdes de milho é
uma estratégia viavel e que deve contribuir para um manejo mais sustentavel da cultura.

O milho é uma das commodities agricolas mais produzidas no Brasil, sendo
responsavel por boa parte do faturamento no setor agropecuario do pais. Alem de abastecer o
mercado interno, o Brasil € um dos principais exportadores deste grdo (USDA, 2021). A
diversificacdo do uso do milho torna-o indispensavel social e economicamente, servindo de
alimento basico em muitos paises em desenvolvimento e atuando como componente chave na
industria de alta tecnologia (GARCIA et al., 2006).

Diversos fatores afetam a producdo de gréos de milho e comprometem a sua producao,
como por exemplo, o ataque de insetos herbivoros. Duas importantes pragas desta cultura sdo
as espécies Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), popularmente
conhecida como lagarta-do-cartucho e Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae), popularmente conhecida como a cigarrinha-do-milho (CRUZ, 1993;
OLIVEIRA et al., 2013; EPPO, 2021). Os danos ocasionados por estes insetos podem ser
diretos através do alto indice de desfolha e suc¢do continua de seiva, ocasionados pela lagarta-
do-cartucho e cigarrinha-do-milho, respectivamente. Ou ainda podem ser indiretos através da
transmissdo de fitopatdégenos pela cigarrinha-do-milho, que atua como inseto-vetor do virus-
da-risca-do-milho (Maize rayado fino virus- MRFV) e do enfezamento-palido (Spiroplasma
kunkelli) e vermelho (Maize bushy stunt phytoplasma- MBSP) (NAULT, 1980; 1990).
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A principal forma de controle desses insetos no campo é por meio de aplicacdes
sucessivas de inseticidas quimicos. Entretanto, esta pratica tende a levar a selecdo de
populacdes de insetos resistentes, surtos de populagdes de insetos ndo-alvo, contaminagéo do
homem e do ambiente, além de encarecer o custo de produgdo (YU; NGUYEN; ABO-
ELGHAR, 2003). Métodos alternativos para o controle de herbivoros estdo sendo cada vez
mais estudados, principalmente, a partir da inducdo e aumento dos niveis de resisténcia das
plantas. Uma estratégia alternativa para o controle desses insetos no campo € através do
aumento do recrutamento de inimigos naturais através da aplicacdo exdgena de indutores de
resisténcia nas plantas, pratica compativel com estratégias do Manejo Integrado de Pragas
(MIP). Um dos inimigos naturais mais conhecidos de ovos e pequenas lagartas de S.
frugiperda € a tesourinha, Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae). D.
luteipes € um predador generalista e onivoro de habito noturno e importante agente de
controle biolégico no milho devido a sua presenca constante nas lavouras (CRUZ;
OLIVEIRA, 1997).

A resisténcia induzida de plantas a insetos herbivoros mastigadores e sugadores &, em
geral, modulada por vias hormonais diferentes. A herbivoria por insetos mastigadores induz
defesas moduladas pela via do AJ, enquanto a herbivoria de insetos sugadores de floema
induz defesas moduladas pela via do acido salicilico (AS). A ativacdo de uma dessas duas
vias de defesa pode levar a reducdo da outra via, como em um cross-talk negativo entre as
duas vias de sinalizacdo (STOUT et al., 1998; THALER, 1999). Dessa forma, a inducdo de
uma via modulada por um fitohormdnio pode resultar em defesas contra uma das guildas de
herbivoros. O que faz necessario o estudo dos efeitos da fertilizagdo com Si sobre insetos de
diferentes guildas alimentares. Em adi¢do, ndo ha publicacdo de artigo sobre a resisténcia de
milho fertilizado com Si para D. maidis, sendo necessarios novos estudos que mostrem que a
fertilizacao de Si induz a resisténcia em milho contra uma ampla gama de herbivoros.

A maioria dos trabalhos publicados avaliando os efeitos da fertilizacdo com Si sobre
insetos-pragas e inimigos naturais foram realizados em condicdes de laboratério ou casa-de-
vegetacdo. Desse modo, na literatura hd uma caréncia de estudos aplicados que avaliem a real
potencialidade desta estratégia de controle em plantios de milho no campo e a viabilidade
desta estratégia na incorporacdo no Manejo Integrado de Pragas.

Dentro deste contexto o objetivo geral deste trabalho foi investigar o papel dos
volateis de plantas de milho fertilizadas com Si como mediador na resisténcia induzida direta
contra a praga-chave da cultura, D. maidis e na resisténcia induzida indireta através do

recrutamento da tesourinha D. luteipes, um predador generalista e onivoro importante na
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cultura do milho. Além de avaliar o potencial da fertilizacdo com Si em campo sobre duas
pragas-chave da cultura, D. maidis e S. frugiperda e no recrutamento do D. luteipes. De modo
geral, as hipoteses testadas foram i) a fertilizagdo com Si aumenta a resisténcia induzida das
plantas de milho contra os insetos herbivoros D. maidis e S. frugiperda; ii) a fertilizacdo com
Si altera a emissdo de volateis constitutivos que sdo responsaveis pela preferéncia hospedeira
do herbivoro; iii) a fertilizagdo com Si altera a emissdo de VPIH, aumentando a atratividade
ao inimigo natural. Os resultados encontrados em nosso estudo sdo apresentados na segunda

parte desta tese em forma de artigo.
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Resumo

O Silicio (Si) é um indutor conhecido por promover o aumento da resisténcia induzida de
diversas plantas contra patdgenos e uma ampla gama de insetos herbivoros. No entanto, ndo
ha relatos sobre a resisténcia proporcionada pelo Si contra Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott), importante praga da cultura do milho. Dentro deste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar se a fertilizagdo com Si em plantas de milho afeta diretamente a
cigarrinha-do-milho D. maidis, e altera o perfil quimico de volateis das plantas que séo pistas
importantes para os insetos na selecdo hospedeira. A cigarrinha-do-milho se desenvolveu
mais rapidamente e as fémeas preferiram depositar ovos em plantas fertilizadas com Si frente
a plantas ndo fertilizadas. No entanto, em ensaios sem chance de escolha, as fémeas
depositaram numero de ovos similares nos dois tratamentos. A segunda geracdo de
cigarrinhas em plantas fertilizadas com Si produziram menos ovos. As cigarrinhas néo
discriminaram entre volateis emitidos pelas plantas de milho fertilizadas com Si e néo
fertilizadas, provavelmente porque o acumulo de Si ndo afetou a composicdo de volateis
constitutivos das plantas. Dessa forma, o presente trabalho mostra que a fertilizagdo com Si
em plantas de milho causa inicialmente um efeito positivo sobre a biologia e comportamento
de D. maidis, mas que incorre em um custo sobre a reproducdo da segunda geracdo da
cigarrinha.

Palavra-chave: Indutor de resisténcia de plantas, acido silicico, cigarrinha-do-milho, Zea
mays.
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Introducéo

Insetos herbivoros e plantas convivem e evoluem de forma associada por mais de 400
milhdes de anos. Em busca da sobrevivéncia, as plantas desenvolveram diversos mecanismos
para evitar ou reduzir o ataque dos insetos através, principalmente, do aumento da resisténcia
constitutiva e/ou induzida. A resisténcia constitutiva e induzida das plantas pode ser
manipulada pelo homem a fim de buscar métodos alternativos para o controle dos insetos-
pragas. Essa manipulacdo pode ser feita de diversas formas, como por exemplo, através da
convencional engenharia genética (DOWD; JOHNSON, 2009), com a obtencdo de plantas
transgénicas como os hibridos de milho Bt, e a partir de indutores de resisténcia como
derivados do acido jasménico (AJ) e acido salicilico (AS) e também o Silicio (Si). O Si é um
indutor de resisténcia com forte potencial para uso em programas de manejo integrado de
pragas (MIP) atuando no aumento da resisténcia das plantas de forma constitutiva e induzida
(REYNOLDS; KEEPING; MEYER, 2009).

Embora o Si ndo seja reconhecido como um nutriente essencial para as culturas foi
listado como uma substancia benéfica pela International Plant Nutrition Institute (IPNI,
2015), devido aos seus efeitos positivos contra estresses abidticos e bioticos, sendo aplicado
em sistemas agricolas como um meio de protecdo as culturas. Diversos trabalhos mostraram
que a fertilizacdo das plantas com Si pode conferir protecdo contra a herbivoria, uma vez que
pode aumentar substancialmente a resisténcia das plantas (REYNOLDS et al., 2016).

Um dos mecanismos de resisténcia constitutiva proporcionado pela fertilizacdo com Si
ocorre através da deposicdo do Si entre e dentro das paredes celulares conferindo uma
protecdo mecanica contra a herbivoria (CLISSOLD, 2008; HUNT et al., 2008), denominada
“dupla camada silicio-cuticula”. Essa barreira protege fisicamente as plantas contra a
penetracdo de microrganismos patogénicos e o aparelho bucal dos herbivoros (LANNING;
LINKO, 1961; COMHAIRE, 1965; CHERIF et al, 1992; SAVANT et al, 1997;
KORNDORFER et al., 2004). Em insetos mastigadores, a “dupla camada silicio-cuticula”
leva ao desgaste acentuado da regido incisora da mandibula comprometendo a habilidade de
cortar o tecido vegetal (GOUSSAIN et al., 2002).

Nas Gltimas décadas, foi demostrado que o Si interage com a rota do AJ, sendo esta a
principal rota de defesa induzida ativada contra o ataque de insetos herbivoros (ERB et al.,
2012). As defesas induzidas por herbivoros estdo associadas a sintese de produtos quimicos
toxicos e deterrentes para herbivoros e a sintese e liberacdo de volateis de plantas induzidos

pela herbivoria (VPIH), os quais estdo diretamente envolvidos no recrutamento de inimigos
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naturais dos herbivoros (TURLINGS et al., 1990; MUMM; DICKE, 2010). Dessa forma o Si
ndo atua somente nas defesas induzidas diretas contra a herbivoria (BAKHAT et al., 2018),
mas também sobre as defesas induzidas indiretas da planta (KVEDARAS et al., 2010; YE et
al., 2013; LIU et al., 2017; NIKPAY et al., 2017; PEREIRA et al., 2021).

As defesas das plantas podem operar de forma distinta de acordo com a guilda alimentar
do herbivoro (SCHWEIGER et al., 2014). Na maioria dos casos insetos mastigadores
induzem as rotas de defesa modulada pelo AJ, enquanto que insetos sugadores de floema
induzem rotas de defesa modulada pelo acido salicilico (AS). Sendo assim, o aumento da
resisténcia proporcionado pela fertilizagdo com Si pode atuar de forma distinta sobre
herbivoros sugadores devido ao crosstalk negativo entre as duas rotas de defesa (STOUT et
al., 1998; THALER, 1999). Além do que a “dupla camada silicio-cuticula” pode ndo oferecer
resisténcia contra a penetracdo do estilete bucal de alguns insetos sugadores, como observado
para o pulgdo Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae) (GOUSSAIN et
al., 2005; COSTA et al., 2011).

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae), € uma das principais pragas do milho em toda a América Latina (SANTANA et
al., 2019). Ocasionam danos a cultura pela suc¢do continua de seiva, mas principalmente por
transmitir, de forma persistente e propagativa, o virus da risca do milho (Maize rayado fino
virus, MRFV) e os molicutes associados ao enfezamento-palido e enfezamento-vermelho do
milho, um espiroplasma: Spiroplasma kunkelli e um fitoplasma: Maize bushy stunt
phytoplasma- MBSP (NAULT, 1980; 1990). Nos ultimos anos, a ocorréncia dessas doencas
tem sido considerada um problema fitossanitario preocupante no Brasil (SABATO 2017,
2018), podendo ocasionar perdas na producdo de grdos de milho em até 91,3%
(TOFFANELLI; BEDENDO, 2002). No campo, a principal forma de controle desses insetos
¢ atraves do uso de inseticidas quimicos sistémicos na fase inicial da cultura, porém os riscos
ambientais e de seguranca associados a esta pratica tem aumentado a busca por métodos
alternativos de controle.

A fertilizacdo com Si € uma estratégia para o controle de diversos insetos-praga na
cultura do milho, visto que € uma planta com capacidade para absorver de forma ativa o Si e
acumular este mineral na epiderme foliar (KORNDORFER et al., 2004). O aumento da
resisténcia da planta de milho fertilizada com Si ja foi relatado para uma gama de insetos
herbivoros (GOUSSAIN et al.,, 2002; BASAGLI et al.,, 2003; KVEDARAS et al., 2009;
KEEPING et al., 2009; HOU; HAN, 2010; SIDHU et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014;
HAN et al., 2015; HAN et al., 2016; REYNOLDS, et al., 2016; ALVARENGA et al., 2017,
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JEER et al., 2017; YANG et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018; DE OLIVEIRA et al.,
2020; JOHNSON et al., 2020; PEREIRA et al., 2021). No entanto, os efeitos da fertilizacdo
com Si no aumento da resisténcia das plantas de milho contra a D. maidis ainda é
desconhecido. Portanto, estudos que avaliem se fertilizagdo com Si induz a resisténcia em
milho contra D. maidis, sdo necessarios devido a atual importancia desta praga. Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a fertilizagdo com Si em plantas de milho
afeta a biologia e comportamento da cigarrinha-do-milho D. maidis, e altera o perfil quimico
de volateis das plantas, as quais sdo pistas importantes para 0s insetos na selecdo hospedeira.
NOs hipotetizamos que a fertilizacdo com Si ird4 afetar de forma negativa a biologia e o
comportamento da primeira e segunda geracdo de D. maidis, além de modificar o perfil de
volateis constitutivos emitidos pelas plantas de milho fertilizadas com Si. Para testar nossas
hipdteses foram conduzidos ensaios onde foram avaliados parametros bioldgicos pre-
estabelecidos, a preferéncia e aceitacdo hospedeira, com e sem chance de escolha. Os efeitos
da fertilizacdo com Si sob a segunda geracéo de D. maidis serad determinado a partir da anélise
da fecundidade das fémeas e viabilidade embrionaria. A atratividade da cigarrinha-do-milho
pelas plantas fertilizadas com Si sera determinado através de ensaios com tunel de vento. Por
fim, mudancas no perfil de volateis constitutivos das plantas de milho serdo determinadas

através da coleta e analise dos compostos liberados.

Material e métodos

Cultivo das plantas, fertilizacdo com Si e criacdo de D. maidis

Em vasos de polietileno, com 2L de capacidade, foi semeada uma Unica semente de
milho, hibrido convencional 30F53 (Pioneer). O substrato de plantio foi composto pela
combinacdo de solo (latossolo vermelho escuro) e esterco bovino, na proporcdo de 2:1,
respectivamente; fertilizado com 5 gramas do adubo NPK 8-24-12/vaso. O Si foi aplicado ao
solo (drench) na forma de Acido Silicico (H4SiO2) (Vertec Quimica Fina, Duque de Caxias,
Brasil) a 1%, na dosagem equivalente a 0,93 ton Si ha (2 ton SiO; hat) (1,5 g de H4SiO;
dissolvido em 150 mL de agua) (ALVARENGA et al., 2017) em plantulas com 5 dias apds
emergéncia (estadio fenoldgico V2). Concomitantemente, as plantas do tratamento que néo
foram fertilizadas com Si (controle) receberam 0 mesmo volume de agua.

As plantas foram mantidas durante todo o cultivo em casa-de-vegetacdo, sob

iluminacdo natural e sem controle de temperatura ou umidade, irrigadas em dias intercalados,
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conforme a necessidade. Um dia antes do inicio dos experimentos, as plantas foram
transferidas para o laboratério para aclimatagdo. Em todos os bioensaios foram utilizadas
plantas no estadio fenoldgico V4.

A cigarrinha, D. maidis, utilizada nos experimentos foram obtidas através de uma
criacdo estabelecida no Laboratorio de Ecologia Quimica das Interagdes Inseto-Planta
(LEQIIP- UFLA, Lavras, MG, Brasil), conforme metodologia descrita por Oliveira e Lopes
(2004). Em resumo, as cigarrinhas foram mantidas em gaiolas de acrilico (30 x 30 x 60 cm)
fechadas com tecido do tipo voile permitindo a ventilagdo. Em cada gaiola foram colocados
quatro vasos pequenos (capacidade de 1L) com trés plantas sadias por vaso, que serviam de
alimento e substrato de oviposicdo para as cigarrinhas, a medida que as plantas eram

consumidas, novas plantas eram colocadas no lugar.

Analise do contetido de Si

A parte aérea das plantas de milho com 15 dias apds emergéncia (estadio fenologico
V4) foram cortadas na base do caule e armazenadas em sacos de papel (24 x 13 cm). Em
seguida, as amostras foram desidratadas por 48h em estufa a 60 °C e trituradas em moinho de
facas Tipo Willey (TECNAL, equipamentos para laboratorios, Piracicaba, SP, Brasil),
identificadas e acondicionadas em sacos plasticos (5 x 23 cm). Posteriormente, as amostras
foram encaminhadas para analise no Laboratorio de Nutricdo de Plantas/ Relacdo Solo-Planta
(UFLA, Lavras, MG, Brasil). A determinacdo da concentracdo de silicio na parte aérea das
plantas fertilizadas com Si e controle (sem fertilizacdo) foi realizada segundo metodologia
proposta por Korndorfer et al. (2004). O experimento contou com quatro repeticdes para cada

tratamento.

Aspectos bioldgicos de D. maidis

Plantas de milho fertilizadas ou ndo com Si, de acordo com o tratamento, foram
envolvidas com gaiolas de tecido do tipo voile (30 x 30 x 60 cm), e infestadas com cinco
ninfas de primeiro instar da cigarrinha D. maidis. As ninfas permaneceram nas gaiolas até as
primeiras 24h ap0ds atingirem a fase adulta. Os parametros bioldgicos analisados foram:
namero de instares, tempo de desenvolvimento da ninfa de primeiro instar até o instar
subsequente, porcentagem de sobrevivéncia até a fase adulta, peso e comprimento de machos

e fémeas. O nimero de instares e a duracdo de desenvolvimento foram obtidos a partir de
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observacdes diarias. A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada através da subtracdo do
namero de ninfas de 1° instar com o nimero total de adultos que emergiram em cada gaiola.
Apoés 24h da emergéncia dos adultos, os espécimes foram sacrificados através de cdmaras
mortiferas e encaminhados para o laboratdrio, onde foram sexados, pesados individualmente
com o auxilio de uma balanca analitica (Marte AY?220) (Marte balancas e aparelhos de
precisdo Ltda., Santa Rita do Sapucai, MG, Brasil) e tiveram seu comprimento mensurado
com auxilio de um paquimetro. As gaiolas foram dispostas aleatoriamente no interior da casa
de vegetacdo sem controle de temperatura, luz e umidade, totalizando 12 repeticGes de cada

tratamento.

Preferéncia e aceitacdo hospedeira de D. maidis para oviposi¢ao

A preferéncia e aceitacdo hospedeira de D. maidis para oviposicao foi avaliada através
de bioensaios com e sem chance de escolha, respectivamente. Em ambos os ensaios foram
colocadas dentro de gaiolas de acrilico (30 x 30 x 60 cm) cinco fémeas acasaladas de D.
maidis com sete dias ap0s emergéncia. Em cada ensaio havia duas plantas de milho, uma
fertilizada com Si e outra controle (bioensaio com chance de escolha) ou apenas uma planta
de milho, fertilizada ou ndo com Si (bioensaio sem chance de escolha), em sala climatizada
(Fitotron) (25 £2 °C, UR 60 + 10 %, e fotofase de 12h). Apds 48h da liberacdo das fémeas,
elas foram retiradas das gaiolas e as plantas transferidas para casa de vegetacdo. Apds cinco
dias, o numero de ovos nas plantas foi contabilizado. Para contagem dos ovos, as plantas
foram transferidas da casa de vegetacdo para o laboratério e colocadas sob um microscépio
estereoscopio para a melhor visualizacdo dos ovos. Foram conduzidas 12 repeticGes para cada

tratamento nos dois bioensaios.

Fecundidade e viabilidade embrionaria da segunda geracao de D. maidis

Quarenta fémeas acasaladas foram coletadas da criacdo. Destas, metade foi colocada
dentro de uma gaiola de acrilico (30 x 30 x 60 cm) contendo quatro plantas de milho
fertilizadas com Si, e a outra metade foi colocada em uma segunda gaiola contendo quatro
plantas de milho ndo fertilizadas com Si. As fémeas (1° geracdo) permaneceram nessas
gaiolas por 48h para deposi¢do de ovos nessas plantas. Em seguida, as fémeas foram retiradas
das gaiolas e as plantas mantidas até que as ninfas eclodidas (2° geragdo) atingissem a fase

adulta. Centenas de individuos foram gerados, dentre machos e fémeas. Dessa forma, havia
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um grupo de cigarrinhas fémeas e machos que se desenvolveram em plantas fertilizadas com
Si e outro grupo que se desenvolveu em plantas ndo fertilizadas com Si. No sétimo dia ap6s a
emergéncia do adulto, 12 cigarrinhas fémea foram retiradas de cada uma das gaiolas e
colocadas individualmente por 48h dentro de uma gaiola de acrilico havendo apenas uma
planta de milho. As gaiolas permaneceram em camara climatizada (Fitotron) (25 +2 °C, UR
60 + 10 %, e fotofase de 12h). As cigarrinhas que se desenvolveram em plantas fertilizadas
com Si foram colocadas em gaiolas contendo uma planta de milho fertilizada com Si. Da
mesma forma, as cigarrinhas que se desenvolveram em plantas de milho ndo fertilizadas com
Si foram colocadas em gaiolas contendo uma planta de milho ndo fertilizada com Si. Apdés as
48h, as fémeas foram retiradas das gaiolas e as plantas foram transferidas para a casa de
vegetacdo, onde permaneceram por 15 dias até a eclosdo das ninfas. Apds 5 dias da
oviposicao das fémeas, 0 numero de ovos presente em cada planta foi contabilizado e, apos 10
dias, foi determinado a viabilidade embrionaria através da contabilizacdo do numero de ninfas
que eclodiram em relagdo ao nimero total de ovos. Foram conduzidas 12 repeticdes de cada

tratamento.

Bioensaio com tunel de vento

Para avaliar a resposta olfativa de D. maidis foi utilizado um tdnel de vento similar ao
sistema de Alquézar et al. (2017). O sistema consistiu em uma camara retangular de plastico
(polietileno) transparente (57,5 x 39,5 x 31,8 cm), com duas aberturas circulares distais com 8
cm diametro, perfuradas a 18,5 cm da base (Figura 1). Uma das aberturas foi coberta com
tecido voile e encaixado um ventilador (7,5x7,5x3,0 cm). Na abertura do lado oposto foi
acoplado um copo plastico preto com fundo coberto por tecido voile, que permitiu a passagem
do fluxo de ar. No fundo da camara foi perfurado um terceiro orificio, de mesmo diametro,
para a passagem da parte aérea das plantas de milho. Para vedar o orificio apds a introducéo
das plantas, foi utilizada esponja a qual foi adicionado polietileno e uma placa de madeira de
12x5 cm foi parafusada, na camara plastica.

Para eliminar o efeito visual, a parte aérea das plantas foram ensacadas com gaiolas
confeccionadas com tecido do tipo voile na cor preta. O voile é um tecido de malha fina que
permite a passagem de ar e, por isso, a dispersdo dos volateis das plantas. A velocidade do
vento foi ajustada em 0,5 m/s para 0s ensaios.

Foi testada a resposta olfativa de fémeas de D. maidis acasaladas com 7 a 14 dias de

idade e sem alimentacdo por uma hora antes dos testes. Um total de 20 fémeas foram
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liberadas em cada camara no periodo da manhd (geralmente entre 9 e 10h). O nimero de
insetos sobre o saco de voile cobrindo a planta foi registrado a cada 30 minutos. A primeira
observacao foi realizada ap6s uma hora da liberacéo dos insetos. O experimento foi finalizado
apos 6 horas da liberacdo das fémeas.

A escolha dos insetos foi registrada simultaneamente em uma camara contendo uma
planta de milho fertilizada com Si e outra contendo uma planta controle. A avaliacdo das duas
camaras simultaneas foi considerada uma repeticio e um total de 8 repeticdes foram
conduzidas. O experimento foi realizado em condic¢des controladas de temperatura e umidade
(25 +2° Ce UR: 70 + 10%).

Caracterizacao quimica do perfil de volateis

Para a coleta dos volateis constitutivos das plantas de milho fertilizadas ou ndo com Si
foi utilizado um sistema do tipo “push-pull”. A parte aérea das plantas foram acondicionadas
em sacos de polietileno tereftalato (PET) (41 cm x 33 cm) (Wyda, Sorocaba, SP, Brasil) e
acopladas ao sistema de aeracdo, com fluxo de entrada de ar de 1,1 L/min/camara. O ar foi
succionado a 0,8 L/min/saco com uma bomba a vacuo conectada aos filtros de coleta dos
volateis acoplados aos sacos com as plantas. Os filtros sdo formados por um tubo de vidro
fino com 30 mg de polimero adsorvente HayeSep-Q® (Hayes Separation Inc., Bandera, TX,
USA) em seu interior. Apés a exposicdo dos filtros de polimeros aos volateis emitidos pelas
plantas, foram lavados com 150 puL de solvente diclorometano e os extratos acondicionados
em frascos de vidro vedados mantidos em um freezer a -80°C, até a analise. Para a realizacao
das andlises, em cada amostra, foi adicionado 10 pL de uma solugdo de 200 ng de n-octano e
400 ng de nonil acetato, como padrdo interno. As andlises foram realizadas em um
cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM), usando Heélio como gas
de arraste (24 cm/s). A principio, foi injetada uma aliquota de 1 pl de cada amostra em uma
coluna capilar apolar HP-5 (25 m de comprimento, 0,25mm de didmetro e 0,1 um de
espessura de parede). Apos a injecdo, a temperatura da coluna foi mantida a 35°C por 1 min,
elevada a uma velocidade de 4°C/min até atingir 140°C e depois reduzida para 20°C/min até
220°C. O sinal do detector foi processado por meio do software do CG-EM. Para a
identificacdo, 0s espectros de massa dos compostos dados pelo equipamento foram
comparados com a biblioteca “NIST08” e padrdes sintéticos, quando disponiveis. Foram

realizadas, oito repeticOes de cada tratamento.
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Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes Shapiro-Wilk e Bartlett para verificagdo dos
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, respectivamente. As médias obtidas nos
experimentos de analise do contetido de Si presente nas folhas de milho, o comprimento dos
adultos, os ensaios de preferéncia de oviposicdo sem chance de escolha e a oviposigédo e
viabilidade embrionaria da segunda geracdo de D. maidis foram analisadas pelo teste t de
Student. O tempo de desenvolvimento da Ninfa I a mudanca de instar subsequente foi
analisado através de Modelos Lineares Generalizados (Generalized Linear Models — GLM)
com distribuicdo Gamma. A resposta olfativa das cigarrinhas foi analisada pelo Modelo
Linear Generalizado Misto (Generalized Linear Mixed Models - GLMM-) com distribuicédo
Poisson, sendo a variavel fixa as combinagdes e a variavel aleatoria a repeticdo temporal. A
qualidade do ajuste foi determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de
simulagdo. A composi¢do quimica dos volateis das plantas de milho, fertilizadas ou ndo com
Si, foi comparada através do teste ndo paramétrico de Wilcoxon e analise de componentes
principais (PCA). Todas as analises foram feitas utilizando-se o software R 3.6 (R Core Team,
2019) e foram utilizados 0s seguintes pacotes Ime4 (Bates, Machler, Bolker, & Walker,
2015), emmeans (Searle, Speed, & Milliken, 1980) e hnp (Moral, Hinde, & Demétrio, 2017).

Resultados
Anélise do conteudo de Si

Plantas de milho fertilizadas com Si (Si+) apresentaram, em média, aproximadamente
duas vezes mais Si (média + EP: 1,132 + 0,080 g/kg™ tecido de folha seca) em suas folhas do
que plantas ndo fertilizadas com Si (Si-) (média = EP: 0,632 + 0,015 g/kg™ tecido de folha

seca) (teste t, t = -5.506, df= 7, P = 0,010).

Aspectos bioldgicos de D. maidis

O estagio ninfal das cigarrinhas, em ambos 0s tratamentos, consistiu em cinco instares
no total (Tabela 1). As cigarrinhas que se desenvolveram em plantas Si+ apresentaram menor

tempo de desenvolvimento do primeiro estadio ninfal até a fase adulta em relacdo as
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cigarrinhas que se alimentaram de plantas Si- (Tabela 1). Além disso, cigarrinhas que se
desenvolveram em plantas Si+ atingiram o instar subsequente mais rapidamente em relagéo
ao tratamento Si- em todas as fases de desenvolvimento, exceto a fase: ninfa | a ninfa Il
(Tabela 1). A taxa de sobrevivéncia de ninfas de primeiro instar até a fase adulta foi similar
entre os tratamentos (Tabela 2). Da mesma forma, o comprimento e o peso médio de machos

e de fémeas néo diferiram estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 2).

Preferéncia e aceitacdo hospedeira de D. maidis para oviposi¢ao

Em testes com chance de escolha, fémeas de D. maidis depositaram um numero
aproximadamente trés vezes maior de ovos em plantas Si+ em relagéo as plantas Si- (Figura
2A, GIm, Quasipoisson, F= 8,039, df = 1, P = 0,009). No entanto, nos testes sem chance de
escolha, fémeas de D. maidis depositaram quantidade similar de ovos nas plantas de ambos 0s
tratamentos (Figura 2B, teste t, t = -0,264, df = 20,605, P = 0,794).

Fecundidade e viabilidade embrionaria da segunda geracéo de D. maidis

Fémeas de D. maidis, que se desenvolveram em plantas Si+, depositaram um nimero
aproximadamente 1,5 vezes menor de ovos em relacdo as cigarrinhas que se desenvolveram
em plantas Si- (Figura 3A, teste t, t = 2,886, df = 20,783, P= 0,009). A viabilidade
embrionaria ndo diferiu significativamente entre os tratamentos (Figura 3B, teste t, t = 0,016,
df = 20,198, P = 0,987).

Bioensaio com tunel de vento

As fémeas de D. maidis ndo discriminaram entre os volateis emitidos pelas plantas de
milho fertilizadas ou ndo fertilizadas com Si (Figura 4, Glmm, Poisson, x?= 0,069, df=1, P =
0,079). A maioria das fémeas avaliadas ndo responderam aos volateis emitidos pelas plantas
de milho, onde encontramos aproximadamente 92% de ndo resposta em ambos 0s

tratamentos.

Caracterizacdo quimica do perfil de volateis
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Foram identificados trés compostos quimicos emitidos pelas plantas de milho
fertilizadas ou ndo com Si (Tabela 3), todos pertencentes ao grupo quimico dos terpenos.
Contudo, ndo houve diferenca significativa entre eles (Tabela 3). A PCA mostrou ndo haver
separacdo entre os tratamentos ao longo do PC1, que agregou 48% de variancia, nem do PC2,
que agregou 33% de variancia. (Figura 5).

Discussao

Estudos mostram os efeitos da fertilizacdo das plantas com Si sobre herbivoros de
diversas guildas alimentares (REYNOLDS et al., 2009). A resisténcia conferida pela
fertilizacdo com Si atua sobre o0s insetos aumentando o tempo de desenvolvimento (HAN et
al., 2015), diminuindo as taxas de sobrevivéncia e de fecundidade (HAN et al., 2016;
ALVARENGA et al., 2017), reduzindo o ganho de massa corporal (KVEDARAS; KEEPING
2007), além de atuar na ndo-preferéncia de oviposicdo (PEREIRA et al., 2021). Entretanto,
neste estudo constatamos um efeito neutro ou positivo da fertilizacdo do milho com Si na
primeira geracdo de D. maidis. Ja na segunda geracdo de D. maidis, na planta fertilizada com
Si, detectamos efeito negativo do Si na fecundidade da cigarrinha.

Uma meta-analise realizada por Johnson et al. (2020) evidenciou que insetos que se
alimentam de fluidos ndo sdo afetados pela defesa induzida pelo Si na mesma extensdao que 0s
herbivoros mastigadores. Além disso, estes insetos também ndo ativaram a absorcdo de Si e
nem a via de defesa modulada pelo AJ, a qual regula as defesas induzidas desencadeadas pelo
Si. Isso acontece porque insetos sugadores de floema induzem a rota de defesa modulada pelo
AS a qual é supressora da rota de defesa modulada pelo AJ devido ao crosstalk negativo entre
as duas vias de defesa. E plausivel que a fertilizacdo com Si ndo atue da mesma forma em
insetos sugadores de floema, uma vez que ndo precisam cortar e macerar o alimento. Logo,
muitas defesas fisicas e quimicas conferida pelo Si tem menos impacto sobre insetos
sugadores de floema (MASSEY; ENNOS; HARTLEY, 2006), e podem demorar mais tempo
para surtirem um efeito negativo sobre sua biologia ou comportamento. Além disso, algumas
espécies conseguem inserir 0s estiletes bucais entre as estruturas fisicas como, por exemplo,
fitolitos, de forma que a “dupla camada silicio-cuticula” tem pouco efeito sobre insetos
sugadores (GOUSSAIN; PRADO; MORAES, 2005; COSTA; MORAES; DACOSTA, 2011).
Outro ponto importante € que o Si € translocado na planta pelo xilema e insetos sugadores
geralmente se alimentam de fluidos translocados pelo floema, o que faz com que ndo
encontrem o Si durante o processo de alimentacdo (RAVEN, 1983, MA; YAMAJI, 2015).
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Todos estes dados condizem com nossos achados quando avaliamos os efeitos
somente sob uma geracdo (como realizado na maioria destes trabalhos), nds vimos que a
fertilizacdo com Si ndo afetou pardmetros bioldégicos como a sobrevivéncia, 0 peso e o
comprimento da cigarrinha-do-milho. J& outros parametros bioldgicos e comportamentais,
como tempo de desenvolvimento e preferéncia hospedeira, a fertilizagdo com Si causou um
efeito positivo, ou seja, 0 tempo de desenvolvimento foi mais curto e a planta fertilizada foi
preferida pelas fémeas para oviposicdo. Esses resultados sugerem que plantas fertilizadas com
Si estdo mais susceptiveis & colonizacgao pela cigarrinha.

A escolha hospedeira para oviposicdo € uma etapa crucial na colonizacdo de novas
areas por insetos herbivoros. Os insetos adultos, principalmente as fémeas, sdo 0s
responsaveis por desempenhar esse papel importante no estabelecimento da geracdo seguinte
(JANZ, 2002). Sendo assim, a avaliagdo adequada da qualidade nutricional da planta
hospedeira torna-se imprescindivel para a sobrevivéncia da prole, principalmente para 0s
insetos mondfagos e oligéfagos (BERNAYS; CHAPMAN, 1994; NYLIN; GOTTHARD,
1998), como a cigarrinha-do-milho. Acredita-se que a fémea faca sua escolha hospedeira de
acordo com a expectativa do melhor desempenho da prole (THOMPSON, 1988).

Ao contrario de trabalhos prévios, em que as fémeas de Spodoptera frugiperda (JE
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (PEREIRA et al., 2021) e Bemisia tabaci (Gennadius,
1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) (CORREA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008; PEIXOTO
et al., 2011) preferiram depositar seus ovos em plantas ndo fertilizadas com Si, em nosso
trabalho, nos observamos que as fémeas preferem depositar seus ovos em plantas fertilizadas
com Si. A principio, poderiamos concluir que as fémeas de D. maidis estariam fazendo a
melhor escolha para a sua progénie, visto que o desenvolvimento das ninfas que se
alimentaram de plantas fertilizadas com Si foi mais rapido em relacdo aquelas que se
alimentaram de plantas que ndo receberam a fertilizacdo com Si, condizendo com a hipdtese
de preferéncia da fémea-desempenho da prole (THOMPSON, 1988). Dessa forma, areas com
plantas fertilizadas com Si teriam maior probabilidade de ocorréncia de surtos desses insetos
devido a preferéncia de oviposicdo das fémeas por estas plantas, além de reducdo do periodo
de desenvolvimento fazendo com que haja um maior nimero de geracdes em um determinado
periodo de tempo.

Entretanto, a longo prazo, ou seja cigarrinhas da segunda geracdo em plantas
fertilizadas com Si, nds observamos um efeito negativo sobre a fecundidade. Em um
experimento similiar, Basagli et al. (2003) observaram que fémeas do pulgdo Schizaphis

graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae) que se desenvolveram em se¢Oes foliares
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de plantas fertilizadas com Si produziram 80% menos ninfas do que aquelas que se
desenvolveram em secOes de folhas de plantas de trigo ndo tratadas com Si, condizendo com
nossos resultados.

Insetos sob circunstancias adversas ou em ambientes com recursos limitados podem
aumentar ou reduzir o tempo de desenvolvimento (DANKS, 2006). No entanto, essas
mudancas no periodo de desenvolvimento tém um custo biolégico que pode impactar outros
processos fisioldgicos do inseto, como em um trade-off. Por exemplo, insetos podem ter o seu
tamanho corporal reduzido devido a reducdo do tempo de desenvolvimento. Esta plasticidade
no desenvolvimento bioldégico dos insetos acontece, muitas vezes, para garantir a
sobrevivéncia da espécie frente a uma determinada condigdo limitante (DANKS, 2006). Neste
sentido, a diminuicdo do tempo de desenvolvimento da cigarrinha pode ter garantindo sua
sobrevivéncia em plantas fertilizadas com Si, que provavelmente sdo de baixa qualidade
hospedeira. Sabe-se que o Si atua como agente priming ou até indutor de defesas contra
herbivoria, de modo que as defesas sdo sintetizadas mais rapidamente ap6s o ataque de
insetos-praga e, por isso, plantas fertilizadas com Si sdo de qualidade hospedeira inferior para
os herbivoros (MASSEY; HARTLEY, 2009; YE et al., 2013; REYNOLDS et al., 2016). A
diminuicdo no tempo de desenvolvimento possivelmente acarretou na realocacdo de um
recurso que impactou a reproducdo do inseto (em termos de producdo de ovos), numa espécie
de trade-off.

Apesar das cigarrinhas da primeira geracdo terem discriminado entre as plantas
fertilizadas com Si e ndo fertilizadas, os volateis constitutivos emitidos pelas plantas de milho
fertilizadas com Si ndo foram mais atraentes para a cigarrinha-do-milho em relacdo aqueles
emitidos pelas plantas ndo fertilizadas com Si. Ao analisar o perfil quimico de volateis
constitutivos emitidos pelas plantas de milho fertilizadas ou ndo com Si, ndo observamos
diferencas significativas entre eles, o que corrobora com a ndo discriminacdo da cigarrinha
pelos volateis emitidos por estas plantas. Esse resultado ndo era esperado, pois a literatura
mostra que a fertilizacdo com Si modifica os volateis constitutivos das plantas, apesar de
existir diferenca entre as liberacdes de variedades diferentes de milho (GOUINGUENE et al.,
2001). O trabalho publicado por De Oliveira et al. (2020) mostrou que plantas de trigo
fertilizadas com Si liberaram maiores quantidades do composto Geranil acetona em relagéo as
plantas ndo fertilizadas, tornando estas plantas menos preferiveis para o pulgdo do trigo.

Além disso, os resultados do ensaio de tanel de vento sugerem que os volateis
emitidos pelas plantas de milho ndo sdo tdo importantes na preferéncia hospedeira para

alimentacdo e/ou oviposicdo de D. maidis. Para D. maidis, os outros estimulos na
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determinag@o da escolha hospedeira podem ser mais importantes, como foi observado em
nossos resultados, onde apenas um ndmero reduzido de cigarrinhas respondeu ao ensaio de
tinel de vento. A escolha hospedeira dos insetos para alimentacdo e/ou oviposicdo é
determinada através da percepcdo de multiplas informacgdes sensoriais que podem ser tateis,
visuais, olfativas e gustativas. Dependendo da espécie do inseto, determinados estimulos
podem ter maior ou menor forga nesta escolha (MULLER, 2008, BLEEKER et al., 2009).
Todd et al. (1990) revelou que existe uma forte interacdo entre estimulos visuais e olfativos
para D. maidis. Os autores concluiram que os volateis do milho atuaram através de um efeito
sinérgico, aumentando 0 nimero de contatos que as cigarrinhas fizeram com a luz verde,
sugerindo que as pistas olfativas sdo complementares as visuais. Porém, em oposicdo aos
nossos resultados, um estudo posterior mostrou, em ensaios de olfatometria, que D. maidis e
Peregrinus maidis (Ashmead, 1890) (Hemiptera: Delphacidae) responderam a estimulos
olfativos na auséncia de estimulos visuais suplementares (ARAOZ et al., 2019).

Dessa forma, nosso trabalho fornece informacdes importantes sobre a resisténcia
proporcionada pela fertilizacdo com Si em plantas de milho sobre um inseto sugador,
importante praga desta cultura. Embora ndo tenham sido encontradas diferencas em diversos
parametros avaliados para D. maidis, houve diferenca na reducdo da oviposi¢cdo na segunda
geracdo. Este parametro indica efeito negativo da fertilizacdo com Si sobre estes insetos,
afetando diretamente sua reproducdo. Logo, podemos concluir que o Si tem potencial para ser
usado no controle de D. maidis, visando um efeito a longo prazo, através da reducdo na
densidade populacional das geracGes subsequentes. A partir dos nossos resultados,
destacamos a importancia de se realizar trabalhos que avaliem os efeitos da fertilizacdo com
Si sob geracfes subsequentes de insetos-praga, especialmente no caso de insetos sugadores.
Isto porque, diversos trabalhos, incluindo a meta-analise realizada por Johnson et al. (2020),
mostram um efeito ténue ou neutro da fertilizacdo com Si sobre esta guilda alimentar se
avaliarmos somente uma geracao. Neste caso, poderiamos ter uma interpretacdo errbnea em
relacdo a real potencialidade de controle da fertilizacdo com Si sobre insetos sugadores e
desvalorizar uma importante estratégia de controle que atua sobre uma ampla guilda de

herbivoros.
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Figuras

Figura 1- Sistema de avaliacdo de estimulos olfativos através da adaptacéo do tunel de vento.
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Figura 2- Preferéncia e aceitacdo hospedeira de Dalbulus maidis para oviposi¢do (média +
erro padrdo) em plantas de milho ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Silicio (Si+).

A- Numero médio de ovos por tratamento em ensaios com chance de escolha, B- NuUmero
médio de ovos por tratamento em ensaios sem chance de escolha.

** diferenca significativa em 1% de acordo com o teste de modelos lineares generalizados
(Generalized linear models — Glm) com distribuigdo quasipoisson.

n.s ndo significativo.
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Figura 3- Oviposicdo e viabilidade embrionéria da segunda geracdo de Dalbulus maidis
(média £ erro padrdo) em plantas de milho ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Silicio
(Si+).

A- NUmero médio de ovos por tratamento, B- Viabilidade embrionaria (%).

**diferenca significativa em 1% de acordo com o teste t de Student.

n.s ndo significativo.
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Figura 4- Numero medio total de Dalbulus maidis (média * erro padréo) em plantas de milho
ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Silicio (Si+) em ensaios com tunel de vento.
n.s ndo significativo (GImm-poisson, testes chi quadrado de Wald).
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Figura 5- Analise de componentes principais (PCA) da composi¢do de volateis emitidos por
plantas de milho ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Silicio (Si+).
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Tabelas

Tabela 1- Tempo de desenvolvimento do inicio do experimento (Ninfa 1) @ mudanca de instar
subsequente (média + EP dias) de Dalbulus maidis em plantas ndo fertilizadas (Si-) e
fertilizadas com Si (Si+).

Fase Si- Si+ Analise estatistica
Ninfa | a Ninfa Il 2,20 £0,0749 2,06 £ +0,0702 n.s

Ninfa I a Ninfa 111 6,24 £ 0,27 4,84 + 0,209 P<0,001
Ninfa | a Ninfa IV 9,44 + 0,320 8,14 + 0,276 P<0,001
Ninfa | a Ninfa V 13,7 £ 0,425 12,5+ 0,387 P<0,05
Ninfa | ao Adulto 18,5 + 0,205 17,00 + 0,188 P<0,001

n.s ndo significativo de acordo com (GIm-Gamma, testes de qui-quadrado da razdo de
verossimilhanca)
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Tabela 2- Taxa de sobrevivéncia, comprimento e peso de machos e fémeas de Dalbulus
maidis em plantas nédo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Si (Si+).

Parametro Si- Si+ p!
Sobrevivéncia (%) 66,667 = 0,376 60,000 £ 0,213 0,443
Comprimento (mm)
Macho 2,383 £ 0,007 2,387 £ 0,007 0,121
Fémea 3,000+ 0 2,925 + 0,844 1,682
Peso (mg)
Macho 1,192 + 0,031 1,122 + 0,036 0,150
Fémea 1,600 + 0,096 1,533 + 0,442 0,588

Valor de P da analise GIm com distribuicdo Quasibinomial, teste t e GLM com distribuicido Gamma,
respectivamente.
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Tabela 3- Composigdo de volateis emitidos pelas plantas de milho. Quantidade relativa dos
compostos (média + EP ng.g de tecido seco) nas misturas de volateis liberados por plantas
ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Silicio (Si+).

Compostos Si- Si+ P2
Terpenos
Linalol 181,86 + 59,05 167,03 £+ 20,88 0,505
DMNT! 33,40 £ 14,09 39,86 + 4,98 0,278
p-cimeno 9,38 +411 11,63 +£1,45 0,958
Total 224,64 52,41 218,51 + 58,87 0,798

'DMNT= (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno.
Valor de P teste de Wilcoxon.
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Resumo

Recentemente, foi demostrado que a fertilizagdo com Silicio (Si) atua sobre as defesas
induzidas indiretas, através de um efeito priming sobre a rota do &cido jasmdnico (AJ),
principal responsavel pela emissdo de volateis de plantas induzidos pela herbivoria. Logo, é
plausivel que o Si altere a emissdo destes compostos, no entanto pouco se sabe se essas
modificacOes irdo alterar interagdes tritroficas mediadas por estes volateis, tornando as plantas
fertilizadas com Si mais atraentes os inimigos naturais. Dessa forma, o Si tem potencial em
ser utilizado como um indutor bioquimico ativando as defesas induzidas das plantas, podendo
levar ao aumento do recrutamento de inimigos naturais e consequentemente, a reducdo da
populacdo de insetos-praga. Dentro deste contexto, objetivou-se avaliar a influéncia da
fertilizacdo com Si em plantas de milho infestadas ou ndo com lagartas de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) sobre a composi¢do quimica de volateis noturnos emitidos por
estas plantas e sua relagdo com a preferéncia olfativa do predador Doru luteipes (Scudder,
1876). Derivados de 4&cidos graxos e terpenos foram o0s principais grupos quimicos
encontrados na mistura volatil de plantas infestadas, fertilizadas ou ndo com Si. A planta de
milho fertilizada com Si e induzida pela herbivoria emitiu o composto Neril acetato, que nao
foi detectado na emissdo da planta ndo fertilizada. A quantidade dos demais compostos da
mistura de volateis ndo foi alterada pela fertilizagdo com Si. Os ensaios de olfatometria
mostraram que a fertilizagdo com Si aumenta a atratividade dos volateis noturnos induzidos
pela herbivoria para D. luteipes e que possivelmente o aumento do terpeno Neril acetato,
induzido pelo acimulo de Si, tenha papel importante nessa atracao.

Palavra-chave: Indutor de resisténcia, Spodoptera frugiperda, acido silicico, VPIH.
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Introducéo

O Silicio é um indutor de resisténcia que vem sendo estudado ha décadas, no entanto a
maioria desses estudos relataram os efeitos da aplicacdo do Si no aumento da resisténcia
direta das plantas contra insetos herbivoros e fungos fitopatogénicos, ou seja, efeitos no
segundo nivel tréfico (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995; REYNOLDS et al., 2009,
GOUSSAIN et al., 2002; GOUSSAIN et al., 2005; KVEDARAS et al., 2009; KEEPING et
al., 2009; HOU; HAN, 2010; SIDHU et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014; VILELA et
al., 2014; HAN et al., 2015; HAN et al., 2016; JEER et al., 2016; REYNOLDS, et al., 2016;
ALVARENGA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018). O primeiro relato sobre o efeito da
fertilizagdo com Si no terceiro nivel trofico, aumentando a resisténcia indireta induzida da
planta, teve inicio ha pouco mais de 10 anos atras. Neste trabalho os autores relataram que a
aplicagdo de Si em plantas de pepino induziu a emissdo de volateis atraentes a predadores o
que proporcionou maiores taxas de predacéo da praga em campo (KVEDARAS et al., 2010).
Posteriormente, outros trabalhos foram publicadas relatando de forma mais detalhada os
mecanismos envolvidos nestas interacfes (YE et al., 2013; LIU et al., 2017; NIKPAY et al.,
2017; PEREIRA et al., 2021), porém ainda ha muitas lacunas a serem preenchidas.

Foi demostrado que a fertilizagdo com Si leva ao aumento dos niveis de é&cido
jasmdnico (AJ) ou enzimas relacionadas a esta via logo apds a herbivoria, sugerindo um forte
efeito do Si sobre a rota de defesa modulada por este fitoh6rmonio (GOMES et al., 2005; YE
et al.,, 2013). A rota de defesa cordenada pelo AJ, entre outras coisas, esta relacionada a
ativacdo de defesas induzidas pela herbivoria, incluindo a liberacdo de volateis de plantas
induzidos pela herbivoria (VPIH). Dessa forma, o Si altera a resposta induzida da planta por
meio de um priming sobre a rota do AJ (YE et al., 2013; HAN et al., 2016; LIU et al., 2017;
YANG et al., 2017). Logo, plantas fertilizadas com Si tendem a responder de forma mais
rapida e aprimorada a pressdo herbivora dos insetos (VAN HULTEN et al., 2006). O uso do
Si como indutor de resisténcia € uma ferramenta promissora na agricultura. Seu efeito
priming, além de aumentar as defesas diretas da planta tem potencial de promover o controle
biolégico dos herbivoros através do recrutamento de inimigos naturais. Em adi¢do apresenta
baixo risco de selecionar populacbes de insetos-praga resistentes (STOUT et al., 2002;
SOBHY et al., 2014).

Apesar de determinados trabalhos, apontarem o aumento do recrutamento de inimigos
naturais para plantas fertilizadas com Si (KVEDARAS et al., 2010; NIKPAY et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2020; PEREIRA et al., 2021), pouco se sabe se a fertilizacdo com Si afeta a
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composi¢do de VPIH de modo que altere a interagdo tritrofica. Apenas um trabalho, até onde
temos conhecimento, evidenciou mudancas no perfil volatil de plantas, desencadeadas pela
fertilizagdo com Si, na atratividade do inimigo natural (DE OLIVEIRA et al., 2020). Este
estudo revelou que o predador foi atraido pelos volateis constitutivos do milho, mesmo em
contraste com plantas infestadas; a maior atratividade do predador foi associada a um
composto, Geranil acetona, liberado em maior quantidade por plantas fertilizadas com Si.
Este resultado difere dos demais estudos, onde 0s inimigos naturais foram mais atraidos por
plantas fertilizadas com Si e induzidas pela herbivoria (KVEDARAS et al., 2010; NIKPAY et
al., 2017; PEREIRA et al., 2021). Estes efeitos variaveis sobre os volateis de plantas e atracéo
de inimigos naturais reforca o quéo pouco sabemos e compreendemos sobre a influéncia do Si
nessas relacdes, ressaltando a importancia de estudar seus efeitos sobre interagdes tritroficas
em diversos sistemas agricolas.

Apesar de todos os beneficios, o uso do Si como indutor de resisténcia & uma estratégia
limitada as plantas que possuem a capacidade de acumular esse mineral como, por exemplo, o
milho (Zea mays L.) e as demais espécies da familia Poaceae. O milho é considerado uma
planta acumuladora de Si por apresentar a relacdo molar Silicio: Célcio nos tecidos acima de
1,0 (MA et al., 2001). Sendo assim, a aplicacdo do Si nesta cultura se torna uma préatica viavel
para o controle de insetos-praga.

O milho, Zea mays L. (Fam. Poaceae), ¢ uma das commodites agricolas mais produzidas
no mundo e no Brasil. Sua utilizacdo esta difundida dentro da cadeia produtiva da alimentacao
humana e animal, além de ser um componente importante na industria de alta tecnologia
(GARCIA et al., 2006). A Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € uma das principais pragas da cultura do milho (CRUZ, 1995). A alta capacidade
reprodutiva e de dispersdo dos adultos (NAGOSHI et al., 2015), apresentar maltiplas geracdes
por ano e o sistema de producdo agricola brasileiro onde ha o plantio sucessivo de plantas
hospedeira como milho, sorgo, arroz, soja e algodao contribuem para a permanéncia dessa
praga no campo ao longo do ano (BARROS et al., 2010).

A principal forma de controle desses insetos no campo € por meio do uso de inseticidas
quimicos, porém o uso indiscriminado desses produtos levou a selecdo de insetos resistentes a
diversos principios ativo, dificultando seu controle (CARVALHO et al., 2013). Uma
estratégia para o controle desses insetos no campo € através do aumento da resisténcia das
plantas a partir da fertilizagdo com Si. Em um trabalho anterior, nés constatamos que a
fertilizacdo com Si afetou negativamente a biologia e comportamento da S. frugiperda e

aumentou a atratividade do predador Orius insidiosus Say, 1832 (Hemiptera: Anthocoridae),
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porém ndo analisamos as mudancas desencadeadas nos VPIH, ndo deixando claro o
mecanismo responsavel pela maior atratividade do predador (PEREIRA et al., 2021).

Dentro deste contexto, a fertilizacdo com Si é uma alternativa promissora no manejo da
lagarta-do-cartucho podendo ser incorporada em programas de Manejo Integrado de Pragas.
Neste estudo, nds investigamos as mudancas desencadeadas pela fertilizacdo com Si no perfil
de volateis emitidos pelas plantas de milho e sua influéncia sobre a atratividade do predador
Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae), predador generalista de habito
noturno e importante agente de controle biolégico no milho devido a sua presenca constante
nas lavouras (CRUZ; OLIVEIRA, 1997; VARELLA et al., 2015). N6s hipotetizamos que o
efeito priming promovido pela fertilizacdo com Si ird alterar o perfil de volateis das plantas de
milho induzidas pela herbivoria tornando-as mais atraente para 0 inseto predador,

evidenciando alteragdes tritroficas moduladas pelo Si.

Material e métodos

Cultivo das plantas, fertilizacdo com Si e criacdo de D. luteipes

Para obtencdo das plantas, sementes de milho, hibrido convencional 30F53 (Pioneer)
foram semeadas em vasos de polietileno com 2L de capacidade (uma unica semente por
vaso), contendo como substrato de plantio a combinacdo de solo (latossolo vermelho escuro)
e esterco bovino, na propor¢do de 2:1, respectivamente; e 5 gramas do adubo NPK 8-24-
12/vaso. A aplicagdo do Si ocorreu via solo (drench) na forma de Acido Silicico (H4SiO2)
(Vertec Quimica Fina, Duque de Caxias, Brasil) a 1%, na dosagem equivalente a 0,93 ton Si
ha! (2 ton SiO, ha) (1,5 g de H4SiO; dissolvido em 150 mL de agua) (ALVARENGA et al.,
2017) em plantulas com 5 dias apds emergéncia (estadio fenolégico V2). Para homogeneizar
os tratamentos, as plantas controle (Si-) receberam o mesmo volume de agua, porém sem
adicao do Si.

O cultivo das plantas ocorreu em casa-de-vegetacdo sob iluminacdo natural e sem
controle de temperatura ou umidade, irrigadas em dias intercalados, conforme a necessidade.
Um dia antes do inicio dos experimentos, as plantas foram transferidas para o laboratorio para
aclimatacdo. Em todos os ensaios foram utilizadas plantas no estadio fenologico V4.

A tesourinha, D. luteipes, utilizada nos experimentos foi obtida da criacdo estabelecida
no Laboratorio de Controle Bioldgico de Pragas (LCBIOL- UFLA, Lavras, MG, Brasil). As

tesourinhas foram mantidas em gaiolas de acrilico revestidas com papel pardo, mantidas em
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sala climatizada (27 + 2 ° C, 70 = 10% de umidade relativa e 14h de fotofase). Dentro das
gaiolas, foram colocados copos de polietileno (capacidade para 50 ml) contendo algod&o
umedecido com agua, e canudos de polipropileno semitransparentes (10 cm x 8 mm) selados
em uma das extremidades com algodao que serviam como abrigo para oviposi¢do (PASINI et
al., 2007; SILVA, 2019). Como fonte de abrigo, foram fornecidos papéis dobrados em leque
e, como fonte de alimento, uma dieta composta por 35% racdo para gatos, 27% de farelo de
trigo, 23% de fermento de cerveja, 14% de leite em po, 0,5% de nipagina e 0,5% de acido
sorbico (CRUZ, 2009). A manutencdo da criacdo foi realizada duas vezes na semana, onde era
trocada a racdo e umedecido os algoddes. Para a obtengdo dos adultos com idade conhecida,
os canudos contendo ovos de tesourinha eram transferidos para potes de vidro (15 x 10 cm)
contendo dieta, algoddo umedecido em agua e papel dobrado em leque como fonte de abrigo,

até a emergéncia do adulto e inicio dos experimentos.

Tratamentos

Os tratamentos utilizados nos experimentos foram os seguintes: (i) planta intacta ndo
fertilizada (Si-), (ii) planta intacta fertilizada (Si+), (iii) planta ndo fertilizada e infestada por
S. frugiperda (planta infestada Si-), (iv) planta fertilizada e infestada por S. frugiperda (planta
infestada Si+). A infestacdo das plantas por S. frugiperda foi realizada no laboratério, baseada
em testes preliminares. O total de 50 lagartas de 1° instar de S. frugiperda foram introduzidas,
com o auxilio de um pincel, dentro do cartucho das plantas de milho 24h antes do inicio dos
experimentos. Posteriormente as de plantas de milho foram envolvidas com uma gaiola de
tecido “voile” para evitar 0 escape dos insetos. As plantas intactas permaneceram sob as
mesmas condicdes que as plantas infestadas (engaioladas e nas mesmas condi¢cfes abioticas),

porém sem a adi¢do das lagartas.

Analise do contetido de Si

Apos 15 dias da emergéncia das plantas de milho (estadio fenoldgico V4), a parte aérea
das plantas foram cortadas na base do caule e acondicionadas em sacos de papel (24 x 13 cm)
para desidratacdo em estufa a 60 °C por um periodo de 48 h. Logo em seguida, foram
trituradas em moinho de facas Tipo Willey (TECNAL, equipamentos para laboratérios,
Piracicaba, SP, Brasil) para a preparacdo das amostras. ApOs identificacdo e

acondicionamento em sacos plasticos (5 x 23 cm), foram encaminhadas para analise no
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Laboratério de Nutricdo de Plantas/ Relacdo Solo-Planta (UFLA, Lavras, MG, Brasil). A
determinacdo da concentracdo de Si na parte aérea das plantas Si+ e Si-, foi determinado
segundo metodologia descrita por Korndorfer et al. (2004). Para cada tratamento foram

colhidas 4 amostras.

Caracterizacdo quimica do perfil de volateis das plantas

Os volateis noturnos das plantas de milho foram coletados através de um sistema
“push-pull”. O horario de coleta compreendeu o intervalo de tempo correspondente das 19 a
21:30 horas. Para iniciar a coleta, as plantas de milho foram acondicionadas em sacos de
Polietileno tereftalato (PET) (41 cm x 33 cm) (Wyda, Sorocaba, SP, Brasil) e conectadas ao
sistema de aeragdo, com fluxo de entrada de ar de 1,1 L/min/cAmara. A succ¢do do ar no
interior dos sacos com as plantas foi realizada através de uma bomba a vacuo ajustada para
0,8 L/min/saco conectada aos filtros de coleta dos volateis. Os filtros foram compostos de um
tubo de vidro fino com 30 mg de polimero adsorvente HayeSep-Q® (Hayes Separation Inc.,
Bandera, TX, USA) em seu interior. Ap0s a exposicado dos filtros de polimero aos odores das
plantas, eles foram lavados com 150 pL de solvente diclorometano e os extratos armazenados
em frascos de vidro vedados mantidos em um freezer a -80°C, até a analise do conteudo. Em
cada amostra, adicionou-se 10 puL de uma solugdo de 200 ng de n-octano e 400 ng de nonil
acetato, como padrdo interno. A analise dos compostos coletados foi realizada através de um
cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro de massas (CG-EM), usando Heélio como géas
de arraste (24 cm/s). Para iniciar a analise, uma aliquota de 1 pl de cada amostra em uma
coluna capilar apolar HP-5 (25 m de comprimento, 0,25mm de didmetro e 0,1 um de
espessura de parede). Em seguida, a temperatura da coluna foi mantida a 35°C por 1 min,
elevada a uma velocidade de 4°C/min até atingir 140°C e depois reduzida para 20°C/min até
220°C. O sinal do detector foi processado por meio do software do CG-EM. Os espectros de
massa dos compostos obtidos foram comparados com a biblioteca “NIST08” e padrdes
sintéticos, quando disponiveis para a sua identificacdo. Foram realizadas, oito repeticdes de

cada tratamento.

Preferéncia olfativa de D. luteipes

A preferéncia olfativa de fémeas do inimigo natural, D. luteipes, foi avaliada frente aos

odores noturnos produzidos pela planta de milho em um sistema de olfatometria em “Y” (18
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cm de comprimento, 3 cm @ interno e um angulo de 120° entre os bragos) empregando uma
metodologia adaptada de Naranjo-Guevara et al. (2017). Através de sacos de Polietileno
tereftalato (PET) (41 cm x 33 cm) (Wyda, Sorocaba, SP, Brasil), cobriu-se a parte aérea das
plantas de milho. Duas aberturas foram feitas nos lados distais do saco, para a conexdao das
mangueiras que permitem com que o ar entre e saia do sistema. O ar do ambiente foi
succionado através de uma bomba e injetado no interior do sistema de olfatometria. Ao entrar
no sistema, o ar foi purificado pela passagem por um filtro de carvéo ativado, umidificado, e
conduzido para os sacos com as plantas e, por ultimo, para os bragos distais do olfatdmetro. O
fluxo de ar no sistema foi calibrado em 0,6 L/min a partir de testes preliminares. Neste ensaio
foram utilizadas somente fémeas com 5 a 15 dias ap6s emergéncia do adulto, deixadas 48h
em jejum antes do inicio das avaliagfes. A cada repeticdo, um inseto foi introduzido no brago
central do olfatbmetro e a escolha foi avaliada por um periodo de até 5 min. A escolha do
inseto por um dos tratamentos foi registrada, quando este ultrapassou a linha tracejada de um
dos bracos distais, localizada a 7,5 cm da intersec¢éo. Caso, apos 0s 5 minutos de avalia¢do o
inseto ndo tenha escolhido por um dos bracos do tubo “Y”, ele era descartado e considerado
como “ndo resposta”. Os insetos foram usados nos ensaios apenas uma vez e, a cada repeticao
o sistema de olfatdbmetria era trocado e lavado, apos a testagem de 8 insetos as plantas
também eram substituidas. Os ensaios foram conduzidos em laboratério (25 £2 °C, UR 60 *
10 %) entre 19:00 e 21:30h, periodo o qual D. luteipes estd ativa para o forrageamento
(NARANJO-GUEVARA et al. 2017). As luzes do laboratério permaneceram apagadas
durante todo o experimento, para a visualizagcdo dos insetos foi utilizada uma lanterna com luz
vermelha. Cada ensaio de olfatometria consistiu em, pelo menos, 48 respostas utilizando 6
plantas de cada tratamento.

Foi avaliada a resposta olfativa de fémeas de D. luteipes frente as seguintes
combinacdes de tratamentos: (i) planta Si+ versus planta Si- e (ii) planta infestada Si+ versus

planta infestada Si-.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes Shapiro-Wilk e Bartlett para verificacdo dos
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, respectivamente. As médias obtidas na
analise do contetdo de Si presentem nas folhas de milho foram analisadas pelo teste t de
Student. A resposta olfativa de D. luteipes foi analisada com modelos lineares generalizados

mistos (Glmm) com distribui¢do binomial, sendo a variavel fixa as fontes de odor e a variavel
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aleatéOria os pares de plantas utilizados, o teste de qui-quadrado de Wald foi utilizado para
comparar as combinacdes. A qualidade do ajuste foi determinada atraves de um gréfico semi-
normal com um envelope de simulagéo.

Os compostos quimicos individuais ou o total de cada grupo quimico identificados na
mistura volatil emita pelas plantas de milho foram comparados através do teste ndo
paramétrico de Wilcoxon e andlise de componentes principais (PCA). As médias obtidas nos
experimentos de olfatometria foram analisadas através do teste Qui-quadrado. As analises
foram feitas utilizando-se o software R 3.6 (R Core Team, 2019) e foram utilizados os
seguintes pacotes Ime4 (Bates, Méchler, Bolker, & Walker, 2015), emmeans (Searle, Speed,
& Milliken, 1980) e hnp (Moral, Hinde, & Demétrio, 2017).

Resultados

Analise do contetido de Si

Plantas de milho Si+ apresentaram, em média, aproximadamente duas vezes mais Si
(média + EP: 1,132 + 0,080 g/kg™ tecido de folha seca) em suas folhas do que plantas Si-
(média + EP: 0,632 + 0,015 g/kg™ tecido de folha seca) (teste t, t = -5.506, df= 7, P = 0.010).

Caracterizacao quimica do perfil de volateis das plantas

Ao todo 21 compostos foram identificados nas plantas de milho fertilizadas ou nao
com Si infestadas pela S. frugiperda (Tabela 1). N&do foi detectado nenhum composto volatil
emitido pelos tratamentos ndo infestados, independente da fertilizacdo com Si. A analise
individual dos compostos mostrou diferenca significativa em apenas um composto, o terpeno
Neril acetato. Sua presenca foi detectada exclusivamente na mistura liberada pelas plantas
infestadas Si+. No entanto, ndo observamos diferencas significativas em relacdo ao total de
cada grupo quimico entre os tratamentos. O grupo quimico dos &cidos graxos foi o mais
predominante na mistura emitida pelos tratamentos das plantas infestadas, independente da
fertilizacdo do Si. A analise multivariada da composicdo de volateis, tanto para 0s grupos
quimicos quanto para 0s compostos individuais, revelou ndo haver separagdo entre 0S

tratamentos ao longo dos dois primeiros componentes principais (Figura 1).

Resposta olfativa de D. luteipes
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A confiabilidade dos resultados encontrados nos ensaios de olfatometria foi obtida a
partir de ensaios com plantas de milho ndo fertilizadas que confirmaram a funcionalidade do
sistema utilizado (Figura S1). Nestes ensaios, nds observamos que as tesourinhas ndo foram
atraidas pelos volateis constitutivos das plantas de milho, no entanto, quando foram expostas
aos volateis de plantas induzidas pela herbivoria foram significativamente mais atraidas por
eles (Figura S1). O inimigo natural D. luteipes ndo foi atraido pelos volateis constitutivos
liberados pelas plantas de milho fertilizadas ou ndo com Si (Figura 2, Si- vs. Si+; GImm-
Binomial; X?= 0,166, df= 1, P= 0,683). No entanto, quando o inimigo natural teve a
oportunidade de escolher entre os volateis liberados pelas plantas Si+ e Si-, ambas infestadas
pela sua presa, a tesourinha se orientou preferencialmente pelos volateis induzidos pela
herbivoria das plantas Si+ (Figura 2, Si+ infestada vs Si- infestada GImm-Binomial: X2=
10,25, df= 1, P= 0,002).

Discussao

Pouco se conhece sobre o efeito do Si no recrutamento de inimigos naturais por meio
dos volateis de plantas induzidos pela herbivoria. Até 0 momento, os estudos mostram efeitos
variaveis, nos quais o acumulo de Si nas plantas causa o0 aumento da atratividade dos volateis
induzidos ou induz a emissdo de volateis constitutivos que atraem inimigos naturais na
auséncia de hospedeiro/presa (LIU et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2020; PEREIRA et al.,
2021). No nosso trabalho, encontramos que o acumulo de Si na planta acentua a resposta
induzida da planta a herbivoria, de modo que aumenta a atratividade dos volateis induzidos
pela herbivoria, mas ndo dos constitutivos. Além disso, diferentemente dos estudos
publicados até o momento, 0 nosso trabalho teve como foco os volateis noturnos induzidos
pela herbivoria, cuja composicdo € diferente daquela emitida durante o dia, principalmente
com relacdo aos compostos terpenos que sdo dependentes da fotossintese (SIGNORETTI et
al., 2012).

Analisando os perfis de volateis, notamos uma drastica diferenca entre as emissdes
noturnas das plantas infestadas e plantas ndo infestadas, fertilizadas ou ndo com Si. Este
resultado ja era esperado, conforme demonstrado por Naranjo-Guevara et al. (2017) para as
emissdes noturnas de outro hibrido de Z. mays infestado por lagartas de S. frugiperda. Em
contraste com este mesmo estudo, nds ndo detectamos nenhum volatil constitutivo emitido

pela planta de milho durante o periodo noturno, e a fertilizagdo com Si por si s6 ndo alterou
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este perfil volatil da planta de milho. Esse resultado difere daquele encontrado para a planta
de trigo, uma outra graminea, na qual o acimulo de Si induziu a emissdo constitutiva do
composto Geranil acetona, que atraiu o parasitoide do pulgdo-da-aveia, mesmo na auséncia do
hospedeiro (DE OLIVEIRA et al., 2020). Sob a perspectiva do controle biolégico, a atracdo
de inimigos naturais para os volateis constitutivos ndo é benéfico, visto que ndo serdo
recompensados com o encontro da sua presa/hospedeiro. Dessa forma, eles seriam atraidos
para plantas fertilizadas com Si, mas ndo encontrariam a sua presa/hospedeiro podendo levar
a uma associacdo negativa a esses odores e, consequentemente, essas sinais quimicos
deixariam de ser confiaveis no processo de forrageamento.

Ao contrario do nosso estudo, onde ndo foi constatado a liberagdo de nenhum
composto constitutivo, Naranjo-Guevara et al. (2021) identificaram a emissdo noturna de
apenas dois compostos em plantas de milho ndo infestadas. Os compostos encontrados por
eles foram: o derivado de acido graxo Decanal, e o terpeno Linalool. Entretanto, os autores
também relataram diferencas drasticas no perfil de volateis noturnos emitidos por plantas
infestadas e ndo infestadas, como em nosso estudo.

Terpenos e derivados de acidos graxos foram os grupos quimicos liberados em maior
quantidade em plantas sobre infestacdo da S. frugiperda, independente do regime de Si. Ao
contrario do que é descrito na literatura, onde os terpenos dominam a composi¢do da mistura
volatil de plantas de milho (TURLINGS et al., 1991), apesar de existir variacdo entre as
cultivares (GOUINGUENE et al., 2001), os derivados de &cidos graxos foi 0 grupo quimico
mais abundante, tanto qualitativamente quanto quantitativamente. Estes dois grupos quimicos
englobam compostos chave na atracdo de inimigos naturais em plantas atacadas por
herbivoros (WEISSBECKER et al., 1999; HOBALLAH; TURLINGS, 2005; MAEDA et al.,
2015). A liberacdo desses compostos pela planta apresenta uma dinamica temporal distinta
devido a caracteristicas estruturais e propriedades quimicas de cada grupo (TURLINGS et al.,
1998). Os derivados de acidos graxos sao 0s primeiros compostos a serem liberados e podem
constituir mais de 50% da emissdo de plantas danificadas mecanicamente ou pela herbivoria e
sdo compartilhados por uma ampla gama de plantas (HOLOPAINEN, 2004). A sua liberacao
acontece rapidamente, porém nao irdo fornecer informacdes especificas sobre a localizacao e
identidade do herbivoro. Estas informacdes sdo pistas importantes utilizadas principalmente
por inimigos naturais generalistas, 0s quais iram explorar pistas quimicas compartilhadas por
diversas plantas (HOBALLAH; TURLINGS, 2005; ALLMANN; BALDWIN, 2010).
Posteriormente, os terpenos sdo liberados e mediardo, principalmente, interacbes com

inimigos naturais especialistas, pois apresentam informac6es confidveis sobre a identidade e
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localizacdo do herbivoro (HOBALLAH; TURLINGS, 2005; ALLMANN; BALDWIN,
2010). Em soma, muitos terpenos sdo emitidos especificamente em resposta a alimentagéo de
herbivoros e ndo apds danos mecanicos (TURLINGS et al., 1998).

Em ensaios de olfatometria, confirmamos que o acumulo de Si aumentou a
atratividade da emissdo de volateis induzidos pela herbivoria por S. frugiperda para D.
luteipes. A mortalidade de lagartas neonatas € maior em plantas fertilizadas com Si
(PEREIRA et al., 2021), o que pode levar a um menor consumo foliar, apesar deste dado néo
ter sido avaliado neste estudo. A reducdo no consumo foliar pode reduzir a magnitude do
dano celular, levando a emissbes de volateis reduzidas e, mesmo assim nds observamos que
os volateis liberados por plantas fertilizadas com Si foram mais atraentes ao predador. Em
soma ao nosso estudo, Pereira et al. (2021) mostrou que os volateis induzidos pela herbivoria
de plantas fertilizadas com Si também foram mais atraentes para o predador Orius insidiosus
Say, 1832 (Hemiptera: Anthocoridae). Dessa forma, dois importantes predadores de estagios
imaturos de S. frugiperda demostram maior atratividade pelos volateis das plantas de milho
fertilizadas com Si, 0 que pode contribuir para aumentar o controle biolégico da S. frugiperda
em cultivos de milho. Quando as fontes de odor testadas foram: planta Si- versus planta Si+,
ambas ndo infestadas pelo inseto herbivoro, ndo notamos diferenca significativa entre o0s
tratamentos. Esse resultado é congruente com o perfil de volateis detectado, ja que ndo houve
deteccdo de nenhum composto na emissao noturna das plantas ndo infestadas, independente
da fertilizacdo do Si.

Ha indicativos de que emissdes noturnas de derivados de acidos graxos tem um papel
importante na atracdo da tesourinha D. luteipes (NARANJO-GUEVARA et al., 2017; 2021).
Porém, em nosso estudo, a emissao desse grupo de volateis foi similar entre os tratamentos
fertilizados ou ndo com Si sob infestacdo da S. frugiperda, o que nos leva a conclusdo que a
maior atratividade das plantas fertilizadas com Si possa ser causada pela liberacdo de outro
composto. Quando comparamos os perfis quimicos dos tratamentos infestados pelo herbivoro,
notamos diferenca na emissdo de apenas um composto, o terpeno Neril acetato. A emissdo
deste composto foi detectada somente no tratamento da planta fertilizada com Si e infestada
pela S. frugiperda, sugerindo que ele possa estar envolvido na maior atratividade dessas
plantas para o inseto predador D. luteipes.

Como espera-se que consumo de lagartas neonatas de S. frugiperda seja menor em
plantas fertilizadas com Si (PEREIRA et al., 2021), a deteccdo do terpeno Neril acetato nas
plantas fertilizadas com Si e infestadas sugere que a resposta induzida € intensificada. Um

estudo revelou que a fertilizagdo das plantas com Si aumenta os niveis de AJ apos a
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herbivoria (YE et al., 2013) levando a incrementos na resisténcia das plantas através da
inducdo das defesas quimicas induzidas. A fertilizagdo com Si aumenta a magnitude da
indugdo em resposta a herbivoria de insetos, agindo como um agente priming (YE et al.,
2013; HAN et al., 2016; LIU et al., 2017; YANG et al., 2017). A rota de defesa modulada
pelo AJ é a principal via que coordena a emissdo de VPIH. Dessa forma, a maior atratividade
dos volateis emitidos pelas plantas fertilizadas com Si pode ser ocasionada pelo efeito
potencializador do Si sobre a rota do AJ, levando a respostas mais rapidas e aprimoradas (YE
et al., 2013), como mudancas na composi¢do quimica dos volateis os quais se tornam mais
atraentes aos inimigos naturais.

Apesar de D. luteipes ser considerado um predador generalista e onivoro € um dos
principais inimigos naturais de imaturos de S. frugiperda em campos de milho (CRUZ;
OLIVEIRA, 1997; VARELLA et al., 2015). Nosso estudo mostrou que a fertilizacdo com Si
alterou de forma sutil o perfil de volateis noturnos induzidos pela praga-chave S. frugiperda,
tornando estas plantas mais atraentes para o predador D. luteipes. Estes resultados fornecem
dados importantes e inéditos sobre a interacdo do Si com os volateis noturnos induzidos pela
herbivoria e o recrutamento de um inseto predador ativamente noturno. Essas evidéncias
ressaltam a potencialidade desta estratégia para o controle da S. frugiperda, em cultivos de
milho, através do aumento do recrutamento do predador D. luteipes. Sendo uma estratégia
viavel para incorporacdo em programas de MIP. Desta forma, plantas fertilizadas com Si
seriam menos atacadas pela S. frugiperda. A principio devido ao aumento das defesas diretas
da planta o que ira afetar sua biologia e comportamento e, posteriormente, as lagartas
sobreviventes seriam controladas através do controle biolégico desempenhado pela maior
atracdo de inimigos naturais presentes na area de cultivo. O papel do terpeno Neril acetato
nessa interacdo deve ser estudado de forma isolada para compreendermos sua funcdo na maior
atratividade dos volateis emitidos pelas plantas de milho fertilizadas com Si para o inimigo

natural.
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Figuras

Figura 1- Analise de componentes principais (PCA) da composi¢cdo de volateis emitidos por
plantas de milho fertilizada e infestada por Spodoptera frugiperda e planta ndo fertilizada e
infestada por S. frugiperda. (A) PCA dos principais grupos quimicos, (B) PCA dos principais

compostos quimicos.
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Figura 2- Preferéncia olfativa de Doru luteipes frente aos volateis da planta de milho. As
fontes de odor consistiram em: (i) planta Si- versus planta Si+ e (ii) planta fertilizada e
infestada por Spodoptera frugiperda versus planta ndo fertilizada e infestada por S.
frugiperda. NR representa o numero de insetos “ndo resposta” ¢ n o nimero de repetigdes.

** diferenca significativa em 1%; n.s ndo significativo (GlImm-binomial, testes chi quadrado
de Wald).

n NR
Planta Si+ Planta Si- 48 1
Planta infestada Si+ [ * K Planta infestada Si- 48 0

T T T T T T T T T

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

Escolha de Doru luteipes (%)
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Tabela 1- Compostos volateis emitidos pelas plantas de milho (média + erro padrdo) em plantas fertilizadas com Silicio (Si+), ndo fertilizadas
com Silicio (Si-), fertilizadas com Silicio e infestadas com Spodoptera frugiperda (Si+ infestada) e ndo fertilizadas com Silicio e infestadas com

S. frugiperda (Si- infestada).

Compostos Si+ Si- Si+ infestada Si- infestada p?
Derivados de &cidos graxos
3-hexenal - - 92,21 + 34,02 109,42 + 0,3282
Trans-2-hexenal - - 191,10 £ 90,22 222,62+ 71,12 0,5737
Cis-3-hexenol - - 71,06 + 26,60 108,04 + 52,31 0,5054
Trans-2-hexenol - - 16,39 £ 7,32 27,59 + 13,29 0,4295
3-hexenil-acetato - - 253,04 + 135,82 335,05 + 95,59 0,3282
2-hexenil-acetato - - 121,15+79,74 162,60 + 77,44 0,6454
2-metil pentanol - - 6,40 £5,30 2+1,05 0,7723
2-metil butanol acetato - - 3,4+228 2,43+1,31 0,9553
2-pentenol acetato - - 13,02 +6,7 15,44 £5,13 0,4418
2-etil-hexanol - - 7,9+ 2,67 8,37 £ 3,47 0,5737
Total 777,66 + 363,53 993,57 + 303,52 0,5054
Compostos aromaticos
Indole - - 41,85+ 32,31 69,59 + 30,87 0,2345
Total 41,85+ 32,31 69,59 + 30,87 0,2345
Terpenos
Linalol - - 113,35 + 68,55 96,91 + 39,72 0,7209
Isbmero Beta-farneseno - - 265,29 + 139,64 216,16 + 48,68 0,5737
Alpha,-Bergamoteno - - 100,14 £ 61,77 62,90 £ 15,76 0,7209
DMNT? - - 45,60 + 26,06 39,96 + 13,45 0,6454
TMTT? - - 20,36 + 11,67 22,42 £12,25 1
Alpha,-Cedrene - - 9,03+4,14 3,13+1,82 0,1501
Neril acetato - - 10,53+ 6,78 0 0,0325
Beta,-ylangene - - 32,21 +21,89 5,96 + 1,95 0,6454
Total 596,51 + 339,04 447,43 £ 114,94 0,7209
Esteres
Metil antranilato - - 8,52+ 2,75 5,96 + 1,95 0,4589
Beta,-Fenetil acetato - - 18,28 + 16,02 36,49 + 16,45 0,5898
Total 26,8 +17,11 42,29 +18,34 0,7923

IDMNT= (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno.
2TMTT= (E,E)-4,8,12-trimetil1,3,7,11-tridecatetraeno

3Teste Wilcox.
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Material suplementar

Figura S1: Preferéncia olfativa de Doru luteipes frente aos volateis da planta de milho. As
fontes de odor consistiram em: (i) Planta de milho versus ar limpo; (ii) Planta de milho
infestada pela Spodoptera frugiperda versus ar limpo; (iii) Planta de milho infestada pela S.
frugiperda versus Planta de milho.

NR representa o niimero de insetos “ndo resposta” e n o nimero de repetigoes.

*** diferenca significativa em 0,1%; ** diferenga significativa em 1%; n.s ndo significativo
(GImm-binomial, testes chi quadrado de Wald).

n NR
Planta de milho Ar 47 0
Planta de milho infestada | 45 2

Planta de milho infestada | Planta de milho 48 0

T T T T T T T T T

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

Escolha de Doru luteipes (%)
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Resumo

O uso do Si na cultura do milho tem sido alvo de muitos estudos em virtude dos beneficios
que pode proporcionar, como 0 aumento da resisténcia direta e indireta contra insetos-praga
além de melhorias nas caracteristicas fitotécnicas da cultura. Por muito tempo, acreditou-se
que a resisténcia proporcionada pela fertilizacdo com Si era somente devido ao acimulo desse
mineral na parede celular formando uma barreira mecénica, porém estudos recentes
mostraram uma relacdo do Si com a rota de defesa modulada pelo acido jasménico, indicando
que ele também atua na ativacdo de rotas bioquimicas de defesa contra herbivoria, com
potencial para uso em estratégias de Manejo Integrado de Pragas. Este estudo foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar, em condi¢des de campo, o efeito da fertilizacdo com
Si no aumento da resisténcia de plantas de milho contra duas pragas importantes da cultura,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) e Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), além de
avaliar os efeitos na populacdo do predador Doru luteipes (Scudder, 1876) e em
caracteristicas fitotécnicas e fisioldgicas da cultura. O experimento foi realizado em duas
safras, constituido por quatro tratamentos distribuidos em seis blocos ao acaso. Os
tratamentos utilizados foram: (1) plantas de milho controle; (I1) plantas de milho tratadas com
inseticida quimico; (Ill) plantas de milho fertilizadas com Si, e (IV) plantas de milho
fertilizadas com Si e tratadas com inseticida quimico. O Si foi fornecido na forma de Silicato
de Célcio e Magnésio, aplicado de forma manual. A fertilizagdo com Si mostrou controlar a
populacdo de S. frugiperda em infestagcOes iniciais, sendo esse efeito perdido ao longo do
experimento e ndo mostrou nenhum efeito sobre o controle de D. maidis. A populacdo de D.
maidis foi afetada positivamente pela aplicacdo do inseticida quimico, aumentando o nimero
desses insetos nos tratamentos que receberam a aplicacdo do inseticida. Ja a populacéo de D.
luteipes ndo foi afetada pela aplicacdo do Si. A maioria dos parametros fitotécnicos e
fisiologicos das plantas de milho ndo diferiram entre os tratamentos exceto 0 extravasamento
de eletrolitos. Estudos posteriores sdo necessarios para investigar com mais detalhes as
interacdes observadas neste trabalho, mas de modo geral a fertilizacdo com Si demonstrou
potencial para controle de infestagdes iniciais da S. frugiperda.

Palavra-chave: Indutor de resisténcia de plantas, MIP, &cido silicico, lagarta-do-cartucho,
cigarrinha-do-milho.
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Introducéo

O milho é um dos gréos de maior importancia social e econdémica no Brasil, devido
aos diversos fins de seu produto e subproduto, sendo utilizado na alimentacdo animal e
humana, onde é considerado um alimento basico em muitos paises, especialmente nos
trépicos e subtrdpicos, além de ser um componente importante na industria de alta tecnologia
(GARCIA et al., 2006) e gerador de milhares de empregos dentro da sua cadeia produtiva. Em
escala mundial, foram produzidas 1.125.030 milhdes de toneladas deste grdo, onde EUA,
China e Brasil se destacam no ranking mundial de producdo (USDA, 2021). Na América do
Sul, o Brasil é o principal exportador deste grdo, com uma participacdo de mais de 20% do
mercado mundial (USDA, 2021). A producdo de milho brasileira sofre perdas econémicas
significativas devido a fatores abioticos e bidticos (OERKE, 2006; SANTOS et al., 2006), de
modo que o ataque de insetos e outros herbivoros podem ocasionar reducdo na producéo de
aproximadamente 6 a 19% (OERKE, 2006).

No Brasil e em todo continente Americano, Africano, e em parte da Asia e Oceania,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida popularmente
como lagarta-do-cartucho, € uma das principais pragas da cultura do milho (CRUZ, 1993;
EPPO, 2021). Seu ataque promove perfuracbes no tecido foliar, ocasionando grande
percentual de desfolha, ma formacdo ou até mesmo a ndo formacéo dos gréos (CRUZ, 1995).

Outra praga que tem apresentado destaque nos ultimos anos devido ao aumento
populacional nos plantios de milho € a cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) (DE OLIVEIRA et al., 2013). A cigarrinha-do-milho
pode ocasionar danos diretos a cultura através da succdo continua da seiva, mas também
danos indiretos, ocasionando prejuizos econémicos elevados, podendo reduzir a producédo de
grdos em até 91,3% (TOFFANELLI; BEDENDO, 2002). Os danos indiretos ocorrem em
funcdo da cigarrinha-milho atuar como vetora de doencas que sdo transmitidas de forma
persistente e propagativa por trés fitopatdgenos importantes, o virus-da-risca-do-milho (Maize
rayado fino virus- MRFV) e dois molicutes: um espiroplasma (Spiroplasma kunkelli) e um
fitoplasma (Maize bushy stunt phytoplasma- MBSP) (NAULT, 1980, 1990), causando
respectivamente o enfezamento-palido e o enfezamento-vermelho.

Para tentar conter o ataque desses insetos os produtores passaram a utilizar um alto
volume de inseticidas quimicos; no entanto, essa necessidade excessiva de inseticidas
quimicos é altamente problematica, pois além de encarecer o custo de producdo, apresenta

elevado potencial de contaminacdo ambiental, riscos a saude humana e animal e leva a
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selecdo de populacdes de insetos resistentes (YU et al., 2003), como ja ocorreu
principalmente para S. frugiperda (ZHU et al., 2015). Com o intuito de prolongar a vida Gtil
dos ingredientes ativos e minimizar os impactos negativos ocasionados pelo uso abusivo dos
inseticidas quimicos, outros métodos de controle dentro do contexto do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) estdo sendo cada vez mais estudados para o controle de insetos-praga,
principalmente a partir da indugdo e aumento dos niveis de resisténcia das plantas.

O uso de indutores de resisténcia, como o Silicio (Si), em plantas é uma tética
promissora do MIP, pois ndo apresenta risco de selecdo de populacbes de insetos-praga
resistentes (STOUT et al., 2002; SOBHY et al., 2014). Os indutores de resisténcia agem como
um sinal falso de herbivoria o que ird levar a ativacdo da sintese de defesa induzida das
plantas, tornando-as mais resistentes, devido a producdo de toxinas, deterrentes ou repelentes
aos herbivoros (defesas diretas), ou compostos volateis atraentes para 0s inimigos naturais dos
herbivoros (defesas indiretas) (STOUT et al., 2002). O Si, é o segundo elemento mais
abundante na crosta terrestre e na solucdo do solo (EPSTEIN, 1994). Apesar de ndo ser
considerado um elemento essencial para o crescimento das plantas, seus beneficios ja foram
reconhecidos por promover o aumento da resisténcia de plantas contra fungos e insetos
(EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995; REYNOLDS et al., 2009), sendo considerado como
uma ‘“‘substancia benéfica” pelo International Plant Nutrition Institute (IPNI, 2015). O
aumento da resisténcia das plantas pela inducdo com Si € desencadeado a partir de dois
processos principais: (i) protecdo mecanica proporcionada pelo acimulo de SiO, na parede
celular das plantas (YOSHIDA et al., 1962; GOUSSAIN et al., 2002) e (ii) uma resposta
bioguimica que desencadeia alteraces metabdlicas, relatado mais recentemente (YE et al.,
2013).

A polimerizacdo do Si na parede celular forma uma barreira fisica denominada como
“dupla camada silicio-cuticula”, o que aumenta a abrasividade dos tecidos vegetais,
acelerando o desgaste das mandibulas (GOUSSAIN et al., 2002), e reduzindo a palatabilidade
e a digestibilidade dos herbivoros (GOUSSAIN et al., 2002; GOUSSAIN et al., 2005;
VILELA et al., 2014). No interior do tecido vegetal, o Si é translocado na forma de acido
monossilicico Si(OH)a, o qual é descrito como um indutor de sinais de estresse sistémico,
incluindo os sinais modulados pelo acido jasmdnico (AJ) (FAUTEUX et al., 2005). Por sua
vez, 0 AJ corresponde a via de sinalizacdo primaria que é ativada pela acdo da herbivora de
insetos-praga, levando a producéo de volateis de plantas induzidos por herbivoria (VPIH) que
séo atraentes a predadores e parasitoides. A interacdo entre Si e a via do AJ foi confirmada

pela primeira vez em um estudo realizado por Ye et al. (2013), onde demostraram que 0s
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niveis de AJ apos a herbivoria sdo maiores em plantas fertilizadas com Si do que em plantas
ndo fertilizadas. Os efeitos da fertilizagdo com Si no terceiro nivel trofico ainda apresentam
lacunas a serem preenchidas, sendo objeto de estudo de poucos trabalhos (KVEDARAS et al.,
2010; YE et al., 2013; LIU et al., 2017; NIKPAY et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2020;
PEREIRA et al., 2021).

Os beneficios proprocionados pela inducdo das plantas com Si vao além do aumento
da resisténcia contra insetos herbivoros e também fitopatégenos, de modo que as plantas se
tornam mais eretas, rigidas, e consequentemente mais resistentes ao acamamento (LIANG et
al., 2013), o que também favorece a maior intercepcdo de luz, aumentando a eficiéncia
fotossintética (MARSCHNER, 1995). O Si ameniza os efeitos provocados pelo estresse salino
por meio da inibicdo da absorcdo de Na* (ZHU; GONG, 2014) e ClI “(SHI et al., 2013), reduz
as perdas de agua atraves da transpiragdo cuticular em plantas sob estresse hidrico (GONG et
al., 2003) e aumenta a tolerancia a radiacdo UV (GOTO et al., 2003; SHEN et al., 2010), o
vigor e a produtividade das plantas (CREELMAN; MULLET, 1997).

Apesar de todos os beneficios proporcionados pela aplicacdo de Si nas plantas, esta é
uma pratica limitada no MIP, pois nem todas as espécies de plantas possuem a capacidade de
acumular o mineral. As plantas classificadas como acumuladoras sdo aquelas que apresentam
a relacdo molar Silicio: Calcio nos tecidos acima de 1,0 (MA et al., 2001). O milho, como as
demais espécies da familia Poaceae, ¢ uma planta acumuladora de Si e, portanto, seu uso
como estratégia para aumentar a resisténcia das plantas contra insetos herbivoros se torna uma
pratica viavel e com potencial para reduzir as perdas ocasionadas pelo ataque de insetos-
praga, sendo compativel com os programas de MIP.

Na literatura existem varios trabalhos que demonstram o aumento da resisténcia das
plantas ao ataque de herbivoros a partir da aplicacdo exdgena de silicio em ensaios
laboratoriais e em casa de vegetacdo, no entanto, existe uma caréncia de informacGes a
respeito do real efeito da aplicacdo de Si em ensaios de campo (NERI et al., 2009;
DALASTRA et al., 2011; ASIS et al., 2012; TOSCANO et al., 2016; VILLEGAS et al.,
2017) avaliando a infestacdo natural de importantes pragas do milho. Trabalhos de campo séo
de extrema importancia, pois é a partir deles que se pode avaliar a real viabilidade de uma
nova estratégia de manejo e ajusta-la caso necessario. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial da aplicacdo de Si como indutor de resisténcia de milho
contra duas pragas-chave desta cultura, S. frugiperda e D. maidis, seus efeitos na populagédo

do predador Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae) e em determinadas
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caracteristicas fitotécnicas e fisioldgicas da cultura em ensaios de campo sob infestacdo

natural dos insetos-praga.

Material e métodos

Descricéo do local e condigdes experimentais

O experimento em campo foi desenvolvido na fazenda experimental da Universidade
Federal de Lavras- UFLA, conhecida como “Fazenda Muquém” (919 m de altitude, 21°15°S
de latitude e 45°00°W de longitude). O clima da regido € classificado como temperado
chuvoso (cwa) (DANTAS; CARVALHO, 2007) e o solo como latossolo vermelho amarelo,
argiloso (SILVA et al., 2014). A pluviosidade média entre 0s meses correspondentes ao
experimento da primeira e segunda safra foi de 356 e 244 mm, respectivamente (INMET).

O experimento foi realizado em duas safras em éareas distintas: a primeira em
2019/2020 (semeadura em dezembro de 2019) e a segunda em 2020/2021 (semeadura em
novembro de 2020). Foram utilizadas sementes de milho do hibrido convencional BM 207
(Biomatrix). A semeadura foi realizada de forma mecanizada, utilizando o espagamento de
0,2 m entre plantas e 0,5 m entre linhas. A adubacao na semeadura foi realizada utilizando-se
0 adubo NPK 8-28-16, e foram realizadas duas adubacdes de cobertura (estadios fenoldgicos
V4 e V8) utilizando ureia na dosagem de 250 kgha™. Foram realizadas capinas manuais

quando necessario para manter a area de cultivo livre de plantas invasoras.

Descricdo dos tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental em ambas as safras foi em blocos ao acaso, sendo
avaliados quatro tratamentos e seis blocos como repeticdes. Cada bloco foi constituido por
quatro parcelas correspondentes a cada um dos tratamentos: (1) plantas de milho controle; (1)
plantas de milho tratadas com inseticida quimico; (I11) plantas de milho fertilizadas com Si; e
(1V) plantas de milho fertilizadas com Si e tratadas com inseticida quimico. Cada parcela foi
composta por quatro linhas de 5 m de comprimento espacadas em 0,5 m. As avaliacGes foram
realizadas em 10 plantas escolhidas aleatoriamente dentro das duas linhas centrais de cada
parcela (Fig. 1). Em volta de toda a area experimental havia duas fileiras de plantas de milho

que serviram como bordadura.
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O Si foi fornecido ao solo através do produto comercial a base de silicato de célcio e
magnésio em po (SiliFértil Ambiental LTDA- Fazenda Coronha, Sdo Joaquim de Bicas,
Brasil), composto por 36-40% de CaO, 6-9% de MgO e 22 % de SiO2, em duas aplicacfes. A
primeira aplicacdo foi na dosagem equivalente a 2 ton SiO, ha*, aplicado de forma manual na
linha de plantio no estadio fenoldgico V2, e a segunda aplicacdo na dosagem equivalente a 1
ton SiO, hal, aplicado no estadio fenologico V12. O inseticida quimico utilizado foi a base da
mistura comercial de lambda-cialotrina e tiametoxam (Engeo Pleno™ S, Syngenta), aplicado
na dose de 200 ml ha* através de um pulverizador costal manual com ponta do tipo leque e
pressdo constante (~3kgf/cm?), utilizando volume de aplicacdo equivalente a 200 L ha™. A
aplicagdo do inseticida nas parcelas dos tratamentos correspondentes ocorreu no momento em
que as pragas atingiram o nivel de controle, baseada em amostragens realizadas
semanalmente. O nivel de controle recomendado para S.frugiperda € de 20% de plantas com

notas maior ou igual a trés e para D. maidis € correspondente a um inseto por planta.

Avaliacdo das infestacdes de S. frugiperda e D. maidis

As avaliacOes da infestacdo natural de S. frugiperda e D. maidis no cultivo de milho
foi realizada nos estadios fenoldgicos V4, V6, V8, V10, V12. A infestacdo de S. frugiperda
foi determinada através de atribuicdes de notas de injuria com base na escala Davis (DAVIS;
NG; WILLIAMS, 1992). Ja a infestacdo de D. maidis foi avaliada por meio da contagem dos

insetos presentes dentro do cartucho da planta de milho.

Avaliacao da ocorréncia do predador D. luteipes

Os numeros dos predadores D. luteipes presentes na area de cultivo foram

determinados pela contagem dos adultos presentes nas plantas nos estadios V11 e R1.

Avaliacdo dos sintomas das doencas transmitidas por D. maidis

Os danos indiretos ocasionados pela cigarrinha-do-milho foram analisados através da
avaliacdo da porcentagem de plantas com manifestagdo dos sintomas das doencas
enfezamento-palido, enfezamento-vermelho, e Maize rayado fino virus, transmitidos pelo
vetor D. maidis. A avaliacdo dos sintomas foi realizada nas plantas de milho no estadio

fenoldgico R3.
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Avaliacéo das caracteristicas fitotécnicas e fisioldgicas das plantas de milho

As caracteristicas fitotécnicas e fisiologicas das plantas de milho avaliadas foram:
namero de espigas, altura até a folha bandeira, tombamento das plantas, clorofila, teor relativo
de &gua e estabilidade de membrana celular. O nimero de espigas foi determinado no estadio
fenoldgico R3 e os demais pardmetros no estadio V11. A altura das plantas foi determinada
com o auxilio de uma trena, onde foi mensurada a altura da base da planta até a folha bandeira
(m). O tombamento das plantas foi estimado pelo nimero de plantas com o caule quebrado ou
tombadas em cada parcela (foi avaliado na parcela inteira, e ndo somente nas duas linhas
centrais). O numero de espigas foi obtido através da contagem do numero de espigas
presentes em cada planta no estadio reprodutivo. Para a avaliacdo do indice relativo de
clorofila foi utilizado o medidor portéatil ClorofiLOG- CFL1030 (FALKER, Porto Alegre, RS,
Brasil). As leituras foram realizadas no periodo da manhd, e em cada planta foi realizada a
leitura de duas folhas do ter¢co medio.

As avaliacOes dos parametros teor relativo de agua e extravasamento de eletrolitos
foram conduzidas no Laboratorio de Cultura de Tecidos do departamento de Agricultura da
UFLA (Lavras, MG) imediatamente apds a coleta do material vegetal. Estes parametros sao
medidas para avaliar a tolerdncia da planta ao déficit hidrico e ao estresse celular,
respectivamente. Cada repeticdo foi composta por quatro discos foliares (1 cm de diametro)
retirados das duas folhas mais jovens expandidas da planta, onde de cada parcela foram
retiradas duas plantas, totalizando 12 repeticbes por tratamento. A determinacdo do teor
relativo de agua foi calculada seguindo a formula proposta por Barrs e Weatherley (1962), ja
a determinacdo da taxa de extravasamento de eletrolitos foi calculada com a formula proposta
por Shi et al. (2006).

Analise estatistica

Os dados de altura, clorofila foram analisados por one-way ANOVA depois se ser
conferidos os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias
(Bartlett). As doencas Enfezamento-palido, Enfezamento-vermelho, Maize rayado fino virus,
a porcentagem de Tombamento foi analisada por modelos lineares generalizado com
distribuicdo binomial. O nimero de tesourinhas, o0 nimero de cigarrinhas, a nota de injurias da

S. frugiperda e o nimero de espigas foram analisadas por modelos lineares generalizados com
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distribuicdo quasipoisson pelo fato de apresentar sobredispersdo. Os dados de Teor relativo de
agua, Estabilidade de membrana celular foram analisados por GIm distribuicio Gamma. O
teste da razdo de verossimilhanca (log likelihood ratio) foi utilizado para comparar o efeito
dos tratamentos, seguida por comparagdes pelo teste de Tukey (0=0,05) sendo os p-valores
corrigidos por Bonferroni com o pacote emmeans. A qualidade do ajuste dos modelos lineares
generalizados forma determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de
simulag&o.

Todas as analises foram feitas utilizando-se o software R 3.6 (R Core Team, 2019) e
foram utilizados os seguintes pacotes Ime4 (Bates, Machler, Bolker, & Walker, 2015),
emmeans (Searle, Speed, & Milliken, 1980) e hnp (Moral, Hinde, & Demétrio, 2017).

Resultados

Avaliacdo das infestacdes de S. frugiperda e D. maidis

As infestacOes naturais dos insetos S. frugiperda e D. maidis foram avaliadas nas
plantas de milho a partir do estadio fenoldgico V4, no entanto, a apresentacdo dos dados foi
dividida em duas partes. A primeira parte corresponde a analise dos dados iniciais (estadios
fenoldgicos V4 e V6), antes dos insetos-praga atingirem o nivel de controle e consequente
aplicacdo do inseticida quimico, havendo entdo, efetivamente, somente dois tratamentos
nessas avaliac@es iniciais (I plantas de milho controle e 111 plantas de milho fertilizadas com
Si); a segunda parte corresponde aos dados obtidos nas avaliacbes apOs a aplicacdo do
inseticida quimico (estadios fenoldgicos V8, V10 e V12), onde havia os quatro tratamentos.

Comparando-se a infestacdo inicial (estadios fenoldgicos V4 e V6) de S. frugiperda,
ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos no experimento da primeira safra
(Fig. 2A, V4: GIm, Quasipoisson, x?= 1,562, df= 1, P= 0,212; V6: GIm, Quasipoisson, x*=
1,113, df= 1, P= 0,736). No experimento da segunda safra, a infestacdo media de S.
frugiperda foi aproximadamente duas vezes menor no tratamento com aplicacdo de Si em
relagdo ao tratamento controle no estadio V6 (Fig. 3A, V6: GIm, Quasipoisson, x?= 8,469, df=
1, P= 0,004), evidenciando um possivel efeito negativo da fertilizacdo sobre a infestacdo
inicial desse inseto; no estadio V4 ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Fig.
3A, V4: GIm, Quasipoisson, x>= 1,000, df= 1, P= 0,317). A infestacdo inicial de D. maidis
ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos nos experimentos da primeira (Fig.
2B, V4: GIm, Quasipoisson, x> = 0,561, df = 1, P= 0,454; V6: GIm, Quasipoisson, x*> =
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0,501, df = 1, P= 0,479) e segunda safra (Fig. 3B, V4: GIm, Quasipoisson, x?= 1,897, df= 1,
P= 0,168; V6: GIm, Quasipoisson, x?= 4,028, df= 1, P= 0,054).

Nas avaliagdes ap0s a aplicacdo do inseticida quimico (estadios fenoldgicos V8, V10 e
V12), houve um padrdo de injuria de S. frugiperda semelhante nos estadios V10 e V12 nos
resultados obtidos para a primeira safra (Fig. 2C, V10: Glm, Quasipoisson, x>= 11,309, df= 3,
P=0,010; V12: GIm, Quasipoisson, x>= 8,084, df= 3, P= 0,044). Ocorreram maiores médias
de nota de injdria no tratamento Il com plantas de milho fertilizadas com Si, apesar de
estatisticamente ndo diferir dos tratamentos | e Il, e menor média de nota de injdria no
tratamento IV com plantas fertilizadas com Si e tratadas com inseticida quimico, apesar de
estatisticamente ndo diferir dos tratamentos | e Il. Quando comparados os tratamentos I1l e IV
observa-se diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que o tratamento 1V apresentou
a menor media. As médias de injuria obtidas no estadio V8 néo diferiram entre os tratamentos
(Fig. 2C, V8: GIm, Quasipoisson, x>= 1,328, df= 3, P= 0,722).

No experimento da segunda safra, as menores médias de nota de injuria também foram
obtidas no tratamento IV com plantas de milho fertilizadas com Si e tratadas com inseticida
quimico. No estadio V8, o tratamento 1V obteve a menor média de injdria em relacdo aos
tratamentos | e 111 (Fig. 3C, V8: GIm, Quasipoisson, x?= 11,213, df= 3, P= 0,011), enquanto
no estadio V10 o tratamento IV obteve a menor media de injdria em relagdo ao tratamento |
(Fig. 3C, V10: GIm, Quasipoisson, x*= 11,406, df= 3, P= 0,010). No estadio V12 néo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Fig. 3C, V12: GIm, Quasipoisson,
x?= 4,261, df= 3, P= 0,235).

A infestacdo de D. maidis apresentou diferenca significativa apenas na primeira
avaliacdo (estadio fenolégico V8) do experimento da primeira safra (Fig. 2D, V8: GIm,
Quasipoisson, x?= 15,847, df= 3, P= 0,001), onde se obteve menor média de infestagdo no
tratamento 11l em comparacdo com os tratamentos Il e IV. Nas demais avaliagdes ndo se
obtiveram diferencas significativas entre os tratamentos da primeira (Fig. 2D, V10: GIm,
Quasipoisson, x?>= 3,001, df= 3, P= 0,391; V12: GIm, Quasipoisson x>= 0,240, df= 3, P=
0,971) e segunda safra (Fig. 3D, V8: Glm, Quasipoisson, x?= 2,552, df= 3, P= 0,466; V10:
GIm, Quasipoisson, x?= 2,947, df= 3, P= 0,400; V12: GIm, Quasipoisson x?= 3,812, df= 3,
P=0,282).

Avaliacéo da ocorréncia do predador D. luteipes
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O ndmero de tesourinhas apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
apenas na avaliacdo no estadio fenoldgico V11 realizada na primeira safra. Observou-se que 0
nimero médio de tesourinhas foi maior no tratamento Il com plantas de milho tratadas com
inseticida quimico em relacdo ao tratamento Il com plantas fertilizadas com Si (Fig. 4A,
GIm, Quasipoisson, x>= 9,476, df= 3, P= 0,024). As demais avaliacdes da primeira e segunda
safra ndo apresentaram diferencas significativas para a ocorréncia do predador entre oS
tratamentos (Fig. 4B, GIm, Quasipoisson, x?>= 3,332, df= 3, P= 0,343; Fig. 4C, GIm,
Quasipoisson, x?= 4,496, df= 3, P= 0,213; Fig. 4D, GIm, Quasipoisson, x?= 0,755, df= 3, P=
0,860).

Avaliagdo dos sintomas das doencas transmitidas por D. maidis

As plantas de milho manifestaram os sintomas das trés doengas avaliadas,
enfezamento-palido, enfezamento-vermelho, e Maize rayado fino virus, para as quais a
cigarrinha-do-milho é vetora. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas

entre os tratamentos para nenhuma das doencas nas duas safras avaliadas (Tabela 1).

Avaliagdo das caracteristicas fitotécnicas e fisioldgicas das plantas de milho

A maioria das caracteristicas fitotécnicas e fisiologicas avaliadas ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos nas safras avaliadas, como ocorreu com o
namero de espigas, altura, tombamento, teor relativo de clorofila e teor relativo de agua
(Tabela 1).

Da mesma forma, o extravasamento de eletrdlitos ndo apresentou diferenca entre 0s
tratamentos na avaliacdo da primeira safra; no entanto, observou-se diferenca significativa
entre os tratamentos na segunda safra, onde o tratamento 111 com plantas de milho fertilizadas
com Si e IV com plantas de milho fertilizadas com Si e tratadas com inseticida quimico

apresentaram os maiores indices (Tabela 1).
Discusséo
Para diminuir a dependéncia do uso de inseticidas quimicos no controle de insetos-

praga é fundamental o estudo de novas estratégias que possam ser introduzidas em programas

de MIP. Uma estratégia promissora é com o aumento dos niveis de resisténcia das plantas a



76

partir da aplicacdo de indutores de resisténcia, tais como com fertilizagbes com Si. Porém, a
real viabilidade e eficiéncia de novas estratégias de MIP s6 sdo validadas através de ensaios
de campo, visto que as condi¢des climaticas e comportamentais dos insetos sao extremamente
diferentes daquelas encontradas em ensaios de laboratério e casa de vegetacdo, o que ressalta
ainda mais a importancia dos trabalhos em condig¢es naturais de campo, apesar de serem
escassos na literatura. Poucos trabalhos foram publicados até o momento em revistas
internacionais com alto fator de impacto relatando os reais efeitos da fertilizagdo com Si sobre
a resisténcia de plantas de importancia agricola contra insetos pragas (VILLEGAS et al.,
2017) deixando em aberto uma lacuna sobre os reais beneficios da fertilizacdo com Si sob
infestacdo natural.

No presente trabalho, observou-se uma reducéo da infestacdo inicial de S. frugiperda
no experimento da segunda safra em plantas fertilizadas com Si, deixando as médias de
injdria abaixo da nota 1 o que corresponde a lesdes muito pequenas nas plantas (Fig. 3A),
sugerindo um possivel aumento da resisténcia das plantas de milho fertilizadas com Si e
controle do inseto-praga em infestacOes iniciais, apesar desse padrdo ndo ter sido observado
no experimento da primeira safra (Fig. 2A). No estadio fenoldgico V4 no experimento da
segunda safra, as médias de injuria da lagarta-do-cartucho foram muito baixas em ambos 0s
tratamentos, e por isso ndo apresentou diferenca entre tratamentos (Fig. 3A).

Diversos fatores podem influenciar na resisténcia das plantas contra o ataque de
herbivoros, como por exemplo, a infestacdo multipla das plantas por insetos de guildas
alimentares diferentes (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2003; SCHWARTZBERG et al., 2011;
ZHANG et al., 2013). Neste trabalho foi observado que quando as plantas de milho estavam
infestadas pelas duas pragas avaliadas, S. frugiperda e D. maidis, e a infestacdo inicial por D.
maidis era menor (campo 2) (Fig. 3B) houve um efeito positivo da fertilizacdo com Si no
controle de S. frugiperda, porém, quando a infestacao inicial por D. maidis era maior (campo
1) o efeito positivo no controle de S. frugiperda era perdido (Fig. 2A e B). A infestacdo
multipla da planta por insetos herbivoros de guildas alimentares diferentes, neste caso um
mastigador e um sugador de floema, pode resultar em uma interacdo antagonista entre as rotas
de defesa moduladas pelo AJ e acido salicilico (AS) (KOORNNEEF et al., 2008; NIKI et al.,
1998; THALER, 1999; THALER et al., 2012; ZHANG et al., 2013), visto que, na maioria dos
casos insetos mastigadores induzem as rotas de defesa modulada pelo AJ e insetos sugadores
de floema a rota do AS. A rota de defesa modulada pelo AJ também é responsavel pela
absorcdo de Si e, consequentemente, pela ativacdo das defesas moduladas pelo fitorménio;

desta forma, é plausivel que a intercomunicacdo (cross-talk) negativa entre as duas rotas de
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defesa diminua a resisténcia da planta conferida pela fertilizacdo com Si, visto que a via do
AS muitas vezes suprimi a via do AJ (THALER et al., 2012). Este fenébmeno pode explicar o
fato de a fertilizagdo com Si ndo aumentar a resisténcia das plantas contra D. maidis nas duas
safras (Fig. 2D e 3D).

Com o decorrer do experimento, 0 aumento da resisténcia inicial desencadeado pela
fertilizacdo com Si a S. frugiperda foi perdido em ambas as safras, e o tratamento apenas com
Si apresentou as maiores médias de injuria, semelhante aquelas observadas no tratamento
controle (Fig. 2C e 3C). Apesar das médias dos tratamentos Il e IV serem estatisticamente
semelhantes, analisando os gréficos (Fig. 2C e 3C) pode-se observar claramente uma reducgéo
acentuada nas médias de injdria dos tratamentos que receberam fertilizacdo com Si e 0
inseticida quimico (tratamento 1V), efeito que provavelmente ndo foi ocasionado somente pela
acdo do inseticida, sugerindo um possivel efeito sinergico desses tratamentos, diminuindo as
médias de injuria por S. frugiperda. Resultado similar foi encontrado por Neri et al. (2009),
que observaram uma interacdo positiva entre a fertilizacdo com Si e a aplicagdo do inseticida
lufenuron na metade da dose recomendada, diminuindo as medias de injuria da S. frugiperda
em plantas de milho em campo; porém, também relataram um efeito negativo na interacdo do
Si com a dose total do inseticida.

O inseticida utilizado no presente trabalho é composto por um piretroide (lambda-
cialotrina) e um neonicotinoide (tiametoxam) em sua formulacdo comercial. Neonicotinoides
sdo inseticidas com propriedades bioativas que exercem fortes efeitos nas defesas das plantas.
Wulff et al. (2019) relataram que a combinacéo da exposicdo de plantas ao neonicotinoide e a
herbivoria por acaros teve um forte efeito na supressdo de genes envolvidos na via do AS e
inducdo simultanea de genes relacionados ao AJ. A combinacdo da herbivoria com o
inseticida pode ter ocasionado um efeito sinérgico na expressdao de genes nesta via
metabolica. O mesmo efeito sinérgico € relatado na literatura em plantas fertilizadas com Si
(YE et al., 2013). Dessa forma, a combinacgdo do inseticida e do Si na planta juntamente com
a herbivoria de S. frugiperda pode ter contribuido para aumentar ainda mais esse sinergismo
sobre a via de defesa modulada pelo AJ, levando ao maior controle desse inseto nos
tratamentos que continham a fertilizacdo com Si e aplicacdo do inseticida.

Quando analisados os resultados para D. maidis, verifica-se uma interacdo positiva
entre o inseticida e a populacdo de cigarrinhas na avaliacdo no estadio V8 na primeira safra
(Fig. 2D), levando ao aumento da infestacdo de cigarrinha nesses tratamentos (Il plantas de
milho tratadas com inseticida quimico; e 1V plantas de milho fertilizadas com Si e tratadas

com inseticida quimico). Diversos trabalhos associaram surtos de &caros as aplicagcfes de



78

inseticidas neonicotinoides em plantas cultivadas (SCLAR et al., 1998; RAUPP et al., 2004;
SZCZEPANIEC et al., 2011; SZCZEPANIEC; RAUPP, 2013; WULFF et al., 2019) e um
trabalho & aplicacdo de inseticidas piretorides em plantas de café (CORDEIRO et al., 2013).
Inseticidas do grupo dos piretroides sdo descritos na literatura por induzir hormese no &caro-
vermelho do cafeeiro, Oligonychus ilicis (McGregor, 1917) (Acari: Tetranychidae), levando
ao aumento da sua populagéo, no entanto os mecanismos envolvidos nessas interagdes foram
pouco estudados até o momento em comparacdo aos neonicotinoides (CORDEIRO et al.,
2013). Como dito anteriormente, neonicotinoides sdo agentes xenobiodticos capazes de alterar
as fungdes primarias e secundarias das plantas, o que pode levar a perda da capacidade de se
defenderem contra o ataque de herbivoros ndo afetados pela toxicidade desses inseticidas
(FORD et al., 2010; SZCZEPANIEC et al., 2013; STAMM et al., 2014), podendo resultar em
maior ocorréncia e tamanho dos surtos populacionais. No entanto, os reais efeitos dos
neonicotinoides na fisiologia das plantas ainda sdo contraditorios na literatura, apresentando
variacOes de acordo com a planta, inseticida utilizado, e presenca ou auséncia de insetos
herbivoros, podendo levar a inducdo ou supressdo de diversos genes de defesa das plantas
(SZCZEPANIEC et al., 2013; WULFF et al., 2019).

Pesquisas mostram que a integridade da parede celular das plantas também pode ser
afetada negativamente pelos neonicotinoides (CHENG et al., 2012; STAMM et al., 2014,
WULFF et al., 2019). Cheng et al. (2012) relataram que uma espécie de cigarrinha praga-
chave de arroz, Nilaparvata lugens (Stal, 1854) (Hemiptera: Delphacidae), teve melhor
desempenho biolégico em plantas tratadas com neonicotinoides, onde os genes de sintese de
lignina foram supressos pelo inseticida. A deposicdo de lignina na parede celular constitui
uma barreira constitutiva de defesa importante contra o ataque de insetos herbivoros; o efeito
negativo provocado pelos neonicotinoides nos genes de sintese de lignina provavelmente
facilitaria a perfuracdo das paredes celulares e a manobra entre as células epiteliais para
acessar o floema onde as cigarrinhas se alimentam. Wulff et al. (2019) demostraram que 0s
inseticidas neonicotinoides suprimem ou retardam genes responsivos ao estresse,
principalmente aqueles envolvidos no reforco da parede celular. Dessa forma, a combinacéo
da supressao das defesas da planta com a perda da integridade da parede celular provocados
pela interacdo com o inseticida quimico podem ter contribuido para 0 aumento da populagédo
desses insetos no campo, como observado neste trabalho.

A maioria dos estudos publicados até 0 momento neste tema foram realizados apenas
avaliando o efeito dos neonicotinoides e piretroides sobre populagdes de &caros (SCLAR et
al., 1998; RAUPP et al., 2004; SZCZEPANIEC et al., 2011; SEAGRAVES; LUNDGREN,
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2012; CORDEIRO et al., 2013; SZCZEPANIEC; RAUPP, 2013; WULFF et al., 2019). Neste
estudo, foi observado o mesmo efeito sobre a populacdo natural de cigarrinhas que aumentou
logo ap6s a aplicacdo do inseticida quimico, o que infere que este efeito hormético dos
neonicotinoides e piretroides se estende a outros herbivoros, principalmente de habito
alimentar do tipo sugador. Isso pode explicar os surtos crescentes de D. maidis em lavouras
de milho (DE OLIVEIRA et al., 2013), visto que os neonicotinoides e piretroides sdo
inseticidas amplamente utilizados para controle da cigarrinha-do-milho e outros insetos-praga
da cultura.

Na literatura é relatado o aumento da atratividade de inimigos naturais em plantas
fertilizadas com Si (KVEDARAS et al., 2010; YE et al., 2013; LIU et al., 2017; NIKPAY et
al., 2017; PEREIRA et al., 2021), porém, este dado n&o foi confirmado nos ensaios de campo
aqui realizados. Ao contrario do que foi hipotetizado no trabalho, o inseto predador D.
luteipes, apresentou maior nimero de adultos no tratamento 11 plantas de milho tratadas com
inseticida quimico do que no tratamento Il plantas de milho fertilizadas com Si (Fig. 4A).
Uma possivel explicacdo é que a primeira aplicacdo de Si ocorreu muito tempo antes
(aproximadamente seis semanas) da primeira avaliacdo do nimero de tesourinhas, o que pode
ter ocasionado uma diminuicdo da absorcdo desse nutriente do solo, e consequentemente
diminuicdo no aumento das defesas indiretas proporcionadas pelo Si. Uma alternativa seria
adiantar a segunda aplicacdo de Si, a qual foi realizada ap6s a primeira avaliagcdo do namero
de tesourinhas na area de cultivo, 0 que iria aumentar a absorcdo de Si no periodo de
avaliacdo, e que também poderia contribuir para a manutencéo da resisténcia a S. frugiperda.
Ja a segunda avaliacdo do numero de tesourinhas foi realizada no periodo de florescimento
das plantas de milho, e este pode ser o motivo de ndo haver diferenca entre os tratamentos,
pois 0 polen as atraiu igualmente para todos os tratamentos.

Em relacdo as caracteristicas fitotécnicas e fisiologicas, apenas um dos parametros
aqui avaliados apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. O teor de
extravasamento de eletrélitos foi maior no tratamento 1V em relagdo ao tratamento controle,
mas estatisticamente semelhante ao tratamento Ill (Tabela 1), mostrando mais uma vez um
possivel efeito sinérgico entre o Si e o inseticida utilizado. O extravasamento de eletrolitos é
um parametro utilizado para medir a tolerancia da planta ao estresse celular, o que esta
diretamente relacionado com a integridade da membrana celular. Altas taxas de
extravasamento de eletrélitos estdo sempre associadas a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (DEMIDCHIK et al., 2014). As EROs, como por exemplo O %, H,Oz e

OHe+ sao componentes importantes das respostas de defesa das plantas contra o ataque de



80

patdgenos e herbivoros (HE et al., 2011), estimulam uma cascata de rea¢fes que levam a
expressao de genes de defesa, aumentando os niveis de resisténcia da planta e evitando que
sejam atacadas posteriormente (TORRES, 2010). Os teores de extravasamento de eletrélitos
no presente estudo foram maiores nos tratamentos com fertilizacdo com Si, 0 que pode
contribuir para a expressdo diferencial de genes de defesa e levar ao aumento dos niveis de
resisténcia. Yang et al. (2017) observaram maior concentracdo de H>O, em plantas fertilizadas
com Si e atacadas pela cigarrinha N. lugens, assim como Sousa et al., (2022) onde relataram
maior concentragdo de H.O, em plantas de milho fertilizadas com Si na auséncia de
herbivoria, condizendo com nossos achados. No entanto, estudos posteriores sdo necessarios
que avaliem o efeito da fertilizacdo com Si sobre a produgdo de EROs como H.O» para
confirmar 0 aumento da resisténcia em plantas no campo e unir essas informagdes.

Os resultados encontrados neste estudo mostram um potencial da fertilizagdo com Si
como estratégia de manejo de S. frugiperda em infestacdes iniciais na cultura do milho; no
entanto, torna-se necessario estudo complementar onde se avalie reaplicagfes de Si visando
manter alta a absorcdo desse nutriente pelas plantas e manter o controle deste inseto por
periodos mais longos. A fertilizacdo com Si ndo provocou nenhum efeito sobre a populagéo
de D. maidis sob as condi¢fes em que este experimento foi realizado, 0 que sugere que 0
aumento da resisténcia proporcionado pela fertilizacdo com Si pode ndo atuar da mesma
forma sobre insetos de guilda alimentar sugador como atua sobre insetos de guilda alimentar
mastigador, como S. frugiperda. O possivel efeito sinérgico observado entre o Si e 0
inseticida quimico utilizado é altamente complexo e precisa ser estudado mais
profundamente, pois caso confirmado pode contribuir para 0 uso de menores doses do
inseticida no campo para o controle da lagarta-do-cartucho, contribuindo para um controle
mais sustentavel e talvez econdmico de determinados herbivoros. Da mesma forma, o efeito
do inseticida sobre a populacdo da cigarrinha-do-milho fornece informac6es importantes
sobre inseticidas dos grupos quimicos dos piretroides e principalmente neonicotinoides que
precisam ser estudadas mais a fundo para melhor entendimento e assim evitar possiveis surtos
desses insetos no campo, visto que sdo vetores de diversos patdgenos a cultura do milho.
Dessa forma, conclui-se que a fertilizacdo com Si é uma estratégia potencialmente viavel no
manejo de S. frugiperda em infestacdes iniciais em campo, sendo necessarios novos estudos
que avaliem o efeito de reaplicagdes de Si sobre a populacdo da praga a fim de otimizar essa

estratégia para a incorporagdo em programas de MIP.
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Figuras

Figura 1- Desenho esquemético do delineamento experimental que foi utilizado no
experimento de campo. Os nimeros na horizontal na parte superior representam o nimero do
bloco e os nimeros na dentro dos quadrados representam os tratamentos: () plantas de milho
controle; (1) plantas de milho tratadas com inseticida quimico; (II1) plantas de milho
fertilizadas com Si, e (IV) plantas de milho fertilizadas com Si e tratadas com inseticida
quimico.
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Figura 2- Avaliacdo da infestacdo média de Spodoptera frugiperda e Dalbulus maidis (média
+ erro padrdo) em plantas de milho durante o experimento da primeira safra. A- Nota de
consumo médio de S. frugiperda por tratamento durante o estadio fenolégico do milho V4 e
V6. B- Numero médio de D. maidis por tratamento durante o estadio fenolégico do milho V4
e V6. C- Nota de consumo médio de S. frugiperda por tratamento durante o estadio
fenoldgico do milho V8, V10 e V12. D- Numero médio de D. maidis por tratamento durante o
estadio fenolégico do milho V8, V10 e V12.

Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si.
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Figura 3- Avaliacdo da infestacdo média de Spodoptera frugiperda e Dalbulus maidis (média
* erro padrdo) em plantas de milho durante o experimento da segunda safra. A- Nota de
consumo médio de S. frugiperda por tratamento durante o estadio fenolégico do milho V4 e
V6. B- Numero médio de D. maidis por tratamento durante o estadio fenolégico do milho V4
e V6. C- Nota de consumo médio de S. frugiperda por tratamento durante o estadio
fenoldgico do milho V8, V10 e V12. D- Numero médio de D. maidis por tratamento durante o
estadio fenolégico do milho V8, V10 e V12.

Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si.
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Figura 4- Avaliacdo do namero médio de Doru luteipes por tratamento (média + erro padréo)
durante o estadio fenolégico V11 e R1 da cultura do milho durante a primeira (A e B) e
segunda safra (C e D).

Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si.

n.s ndo significativo.
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Tabelas

Tabela 1- Porcentagem e numero médio de plantas com sintomas das doencas transmitidas pelo vetor Dalbulus maidis caracteristicas fitotécnicas

e fisioldgicas por tratamento (média + erro padrao) das plantas de milho no estadio fenolégico V11 e R3 (NUmero de espigas).

Campo 1 Campo 2

Parémetros Controle Inseticida Silicio Si+ Inseticida P Controle Inseticida Silicio Si+ Inseticida P
Enfezamento-pélido (%) 36.67+494 3500+7.64 61.67+1014 3500+6.71 0,619 | 7833+9.1 66.67+7.15 7833+543 7833+7.03 0,563
Enfezamento-vermelho (%) 45+6.71 55+ 6.71 36.67+7.15 51.67+9.10 0,167 | 61.67+7.03  56.67 +6.67 55+ 8.06 56.67 £6.67 0,925
Maize rayado fino virus (%) 96.67+2.11 98.33+1.67 98.33+1.67 95+ 342 0,659 | 93.33+6.67 98.33+1.67 9833+1.67 98.33+1.67 0,257
Nudmero de espigas 1.38+0.11 1.28+0.09 1.53+0.08 145+008 0,367 | 115%0.1 1.18 £ 0.09 1.13+0.07 1.05+0.03 0,254
Altura (m) 1.73+0.07 1.68+0.05 1.66+0.05 1.65+0.06 0,740 | 1.16+0.02 1.19+0.03 1.17+0.04 1.18+0.02 0,715
Tombamento 23.71+7.13 11.26+5.89 12.86+561 12.14+542 0411 | 6.96+1.92 1.93+0.96 3.54+158 0.95+0.95 0,050
Clorofila (mg g-1) 4481 +2.47 43.67+262 4585+220 4343+145 0,665 | 46.94+2.09 46.03+1.85 48.16 £ 1.7 4550+0.93 0,577
Teor relativo de dgua (%) 62.12+2.63 59.44+121 5843+254 6479+272 0,344 | 52.80+247 50.30+218  47.37+1.69  49.72+2.74 0,308
Extravasamento de eletrélitos (%) 25.59+1.03 29.57+1.8 26.06+1.34 2955+1.78 0,095 | 35.93+3.27b 35.44+3.37h 37.72+2.76ab 50.69+5.75a 0,008

Médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem entre si.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em ensaios laboratoriais, nossos resultados mostraram que a fertilizagdo com Si
apresenta potencial de acdo contra herbivoros em plantas de milho. Insetos sugadores, assim
como os mastigadores, podem ser igualmente controlados a partir da aplicacdo exdgena de Si.
Mas, como discutimos no primeiro artigo, o0 mecanismo de acdo do Si sobre estas duas
guildas alimentares sdo diferentes. Em insetos sugadores, observamos um trade-off,
acarretando na menor fecundidade da segunda geracdo de fémeas de Dalbulus maidis,
desenvolvidas em plantas fertilizadas com Si. Logo, para D. maidis, a aplicagdo de Si deve ser
realizada visando um controle a longo prazo. Além disso, destacamos a importancia de se
avaliar os efeitos de indutores de resisténcia sobre a segunda geracéo de insetos herbivoros,
uma vez que nem sempre seus efeitos sdo demostrados de forma clara sobre a biologia e
comportamento dos insetos, principalmente em insetos sugadores.

No segundo artigo, vimos que os volateis noturnos induzidos pela herbivoria de
plantas fertilizadas com Si se tornam mais atraentes para o predador Doru luteipes, um
importante inimigo natural da Spodoptrea frugiperda, praga-chave da cultura do milho. A
maior atratividade do predador por estas plantas se deve a liberacdo de um composto, presente
somente nas emissdes de plantas de milho fertilizadas com Si e induzidas pela herbivoria, o
terpeno Neril acetato.

No terceiro artigo, realizado em campo, observamos o potencial da fertilizacdo com Si
somente no controle de infestacdes iniciais de S. frugiperda. Embora ndo muito evidente,
também notamos um possivel efeito sinérgico entre a fertilizacdo com Si e a aplicacdo do
inseticida quimico, levando a uma pequena reducdo na populacdo da lagarta-do-cartucho. Se
confirmado em estudos futuros, o sinergismo entre o Si e o inseticida quimico pode contribuir
para diminui¢do do uso de inseticidas nas lavouras de milho, possibilitando um manejo mais
sustentavel da cultura.

Os efeitos observados em laboratorio sobre D. maidis e o predador D. luteipes nao
foram observados nos ensaios de campo. A populacdo de D. maidis ndo foi afetada de
nenhuma forma pela aplicacdo de Si. Em contrapartida, a populacdo de D. maidis foi afetada
positivamente pela aplicacdo do inseticida quimico, aumentando o nimero desses insetos nos
tratamentos que receberam sua aplicagdo. Apesar de ndo ter sido o foco principal do nosso
trabalho, este dado fornece informacdes importantes sobre o efeito hormético que
determinados grupos de inseticidas quimicos causam em insetos-praga, podendo levar a surtos

populacionais. Da mesma forma, a populacdo de D. luteipes ndo foi atraida pelas plantas
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fertilizadas com Si, sendo encontrado maior nimero de tesourinhas nas plantas tratadas com
inseticida quimico do que em plantas fertilizadas com Si.

De modo geral, nosso trabalho gera importantes contribuicbes para 0 manejo de
insetos-praga utilizando o Si como indutor de resisténcia, além de preencher diversas lacunas
que estavam em aberto na literatura. Dessa forma, a fertilizacdo com Si atua na resisténcia
induzida da planta de milho, afetando diretamente a biologia e 0 comportamento de D. maidis
da segunda geracdo, e indiretamente aumentando a atratividade dos volateis emitidos por
plantas de milho fertilizadas com Si para o predador D. luteipes. Em campo, a fertilizacdo
com Si mostrou eficacia no controle de infestagdes iniciais da S. frugiperda, entretanto para
D. maidis e o predador D. luteipes, n6s ndo observamos efeitos da fertilizacdo com Si sobre a
populacdo desses insetos. Contudo, estudos futuros ainda sdo necessarios para se avaliar 0s
reais efeitos da fertilizacdo com Si em ensaios de campo sobre D. maidis e D. luteipes, visto a
potencialidade desta estratégia observada em ensaios laboratoriais, além de investigar

isoladamente a atratividade de D. luteipes pelo terpeno Neril acetato.
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