U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PATRICIA PEREIRA

FERTILIZACAO COM SILICIO ALTERA A DEFESA DIRETA
E INDIRETA DA PLANTA DE MILHO (ZEA MAYS L.)
CONTRA A LAGARTA-DO-CARTUCHO SPODOPTERA
FRUGIPERDA (JE SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

LAVRAS-MG
2018



PATRICIA PEREIRA

FERTILIZACAO COM SILICIO ALTERA A DEFESA DIRETA E INDIRETA DA
PLANTA DE MILHO (ZEA MAYS L.) CONTRA A LAGARTA-DO-CARTUCHO
SPODOPTERA FRUGIPERDA (JE SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagdo em
Entomologia, area de concentracdo
em Entomologia, para a obtengéo
do titulo de Mestre.

Prof®: Dr2. Maria Fernanda Gomes Villalba Pefaflor

Orientadora

Prof: Dr. Bruno H. Sardinha de Souza

Coorientador

LAVRAS-MG
2018



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Pereira, Patricia.

Fertilizacdo com silicio altera a defesa direta e indireta da
planta de milho (Zea mays L.) contra a lagarta-do-cartucho
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) /
Patricia Pereira. - 2018.

62 p.

Orientador(a): Maria Fernanda Gomes Villalba Pefiaflor.

Coorientador(a): Bruno Henrigue Sardinha de Souza.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Defesas de plantas induzidas. 2. Indutor de resisténcia de
plantas. 3. Acido silicico. I. Pefiaflor, Maria Fernanda Gomes
Villalba. 1l. Souza, Bruno Henrique Sardinha de. Il1. Titulo.




PATRICIA PEREIRA

FERTILIZACAO COM SILICIO ALTERA A DEFESA DIRETA E INDIRETA DA
PLANTA DE MILHO (ZEA MAYS L.) CONTRA A LAGARTA-DO-CARTUCHO
SPODOPTERA FRUGIPERDA (JE SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

SILICON FERTILIZATION CHANGES PLANT DIRECT AND INDIRECT IN
MAIZE (ZEA MAYS L.) DEFENSE AGAINST ARMYWORM SPODOPTERA
FRUGIPERDA (JE SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagdo em
Entomologia, area de concentracdo
em Entomologia, para a obtengéo
do titulo de Mestre.

APROVADA em 28 de marco de 2018.

Dr2. Maria Fernanda Gomes Villalba Pefiaflor UFLA
Dr? Rosangela Cristina Marucci UFLA

Dr. Marcus Vinicius Sampaio UFU

Prof®: Dra. Maria Fernanda Gomes Villalba Penaflor
Orientadora

Prof: Dr. Bruno H. Sardinha de Souza
Coorientador

LAVRAS-MG
2018



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenga constante em minha vida me dando forga e permitindo a realizagdo
deste trabalho.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Departamento de Entomologia, pela
realizacdo do mestrado.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes), pela concessdo da
bolsa de estudos.

A Prof®. Dra. Maria Fernanda G. V. Pefiaflor, pela paciéncia na orientac&o, incentivo, amizade
e por todos 0s ensinamentos.

Ao Prof. Dr. Bruno pela paciéncia na coorienta¢do, atencdo e ensinamentos.

A Prof®. Dra. Maria Ligia de Souza Silva e sua equipe de laboratério, pela disponibilidade em
fornecer a analise foliar do contetdo de Silicio nas folhas de milho.

Ao Danilo e ao Rodrigo, pelo fornecimento das sementes de milho.

A Amanda, pela amizade, paciéncia, disponibilidade e apoio incondicional.

A Livia, pela amizade, pelo acolhimento no laboratério e toda a ajuda.

A Marina, pela amizade e ajuda na conduc&o dos experimentos.

Aos meus queridos amigos de Laboratério, pela amizade, companheirismo, por todas as
risadas compartilhadas e ajuda na conducgédo dos experimentos.

As técnicas do Departamento de Entomologia, Andréa, Elaine e Dona Irene e ao técnico Raul,
pela ajuda oferecida.

A Larissa e a Ana Paula, pelo acolhimento na UFLA, amizade, pelas horas de estudos
compartilhadas, pela torcida e apoio em todos 0s momentos.

A minha familia pelo incentivo e oragdes.

Ao Daniel, pelo carinho, apoio e companheirismo.



RESUMO

O Silicio (Si) tem sido utilizado na agricultura como um meio de aumentar a resisténcia das
plantas contra fatores abidticos e bioticos, tais como estresse hidrico, patégenos e insetos
pragas. A principio, acreditava-se que a resisténcia contra herbivoros era somente devido ao
acumulo do mineral na epiderme foliar, formando uma barreira mecénica. Entretanto,
descobriu-se que o Si também atua na ativacao de rotas bioquimicas envolvidas na sintese de
compostos defensivos da planta contra a herbivoria, que incluem a emissdo de volateis
induzidos pela herbivoria que recrutam os inimigos naturais das pragas. Esta nova informacao
indica que a fertilizacdo com Si é uma tatica promissora no manejo integrado de pragas, pois
ndo s6 aumenta a defesa direta da planta contra a praga, mas também atua como aliada do
controle bioldgico. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi testar o Si como indutor de
resisténcia direta e indireta da planta de milho contra a praga-chave Spodoptera frugiperda. O
Si foi fornecido pelo método “drench” na forma de Acido silicico a 1%, na dosagem
equivalente a 0,93 ton Si ha? (2 ton SiO, hal). Para avaliar as defesas diretas da planta, foram
determinados parametros do inicio do ciclo de S. frugiperda, como preferéncia de oviposicao,
mortalidade e consumo foliar de lagartas de 1° instar, alem da mortalidade e ganho de peso de
lagartas de 3° instar. Ja na avaliacdo das defesas indiretas da planta, foi examinada a resposta
olfativa do percevejo predador de lagartas neonatas de S. frugiperda, Orius insidiosus, frente
aos odores da planta de milho infestada, ou ndo infestada. Em ensaios de dupla escolha, as
fémeas de S. frugiperda preferiram plantas néo fertilizadas com Si (Si-) para a oviposicdo em
comparagdo a plantas fertilizadas com Si (Si+). Apesar das lagartas de 1° instar de S.
frugiperda consumirem quantidades similares de plantas Si- e Si+, houve uma maior
mortalidade das neonatas nas plantas Si+. Lagartas de 3° instar de S. frugiperda tiveram
menor ganho de massa quando alimentadas em plantas Si+ em relagdo as das plantas Si-, mas
ndo houve mortalidade em nenhum dos tratamentos. O predador O. insidiosus nao orientou-se
pelos volateis constitutivos da planta de milho e a fertilizacdo com Si ndo induziu a emisséo
de volateis atrativos em plantas ndo infestadas. Como esperado, O. insidiosus foi atraido pelos
volateis das plantas infestadas pelas lagartas neonatas de S. frugiperda frente a plantas ndo
infestadas, independente do regime de Si. No entanto, quando O. insidiosus foi exposto aos
volateis das plantas Si- e Si+ infestadas, o predador preferiu os volateis induzidos pela
herbivoria das plantas Si+. Dessa maneira, o presente estudo indica que a fertilizacdo de
plantas de milho com o Si tem um grande potencial para reduzir a coloniza¢do por S.
frugiperda, j& que o inseto prefere depositar seus ovos em plantas ndo fertilizadas, e a
mortalidade das neonatas em plantas fertilizadas com Si é alta devido as defesas diretas e
indiretas (recrutamento do percevejo predador) induzidas pelo Si.

Palavra-chave: Defesas de plantas induzidas. Indutor de resisténcia de plantas. Orius
insidiosus. Acido silicico.



ABSTRACT

Silicon (Si) has been used in agriculture as a tatic to enhance plant resistance against abiotic
and biotic stress, such as water deficit, pathogen and insect pests. At first, researchers
believed that deposit of Si on leaf epidermal cells provided a mechanical barrier against
herbivory. Nevertheless, Si amendment has been shown to activate biochemical chain events
involved in the synthesis of plant defensive compounds against herbivory, including
herbivore-induced plant volatiles, which recruit pest natural enemies. This novel piece of
information indicates that Si amendment is a potential tactic for integrated pest management
given that deposit of Si in the plant not only increases direct defenses, but can also be used
together with biological control. In this context, the goal of this work was to test Si as an
elicitor of direct and indirect plant resistance in corn against the main pest Spodoptera
frugiperda. Si was given to plants through drench method as Silicic Acid at 1% and dosage of
0.93 ton Si ha (2 ton SiO, ha?). To assess plant direct defenses, parameters of the early
stages of developmental cycle were determined, such as host preference for oviposition,
mortality and leaf consumption of S. frugiperda neonate caterpillars, as well as weight gain by
third instar caterpillars. Indirect plant defenses were assessed by examining olfactory response
of the minute pirate bug Orius insidiosus, a predator of S. frugiperda neonates, towards odors
emitted by corn plants either infested, or not, by first instar caterpillars. In dual choice assays,
S. frugiperda female adults preferred non-fertilized plants (Si-) over Si-fertilized plants (Si+)
as hosts for oviposition. Despite S. frugiperda neonate equally consumed leaves from Si- and
Si+, larval mortality was higher in Si+. Third-instar caterpillars that fed on Si+ plants gained
less weight than those fed on Si-. The minute pirate bug did not orient to constitutive corn
plant volatiles, and fertilization with Si did not trigger in uninfested plants the emission of
attractive volatiles. Expectedly, O. insidiosus was attracted to volatiles of neonate-infested
plants over uninfested ones, irrespective of Si fertilization. Nonetheless, O. insidiosus
exposed to volatiles of Si-and Si+ plants, both infested, preferred the herbivore-induced
volatile blend emitted by Si+. Therefore, this work indicates that Si amendment in corn plants
shows a great potential to reduce crop colonization by the fall armyworm as females prefer to
deposit eggs on non-fertilized plants, and neonate mortality is high due to direct and indirect
(recruitment of minute pirate bug) induced by Si.

Keywords: Induced plant defenses. Plant resistance elicitor. Orius insidiosus. Silicic acid.
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1- INTRODUCAO

1.1- A cultura do Milho

O milho, Zea mays L. (Fam. Poaceae), € uma das culturas comerciais mais importantes
no mundo devido as diversas finalidades de seus produtos e subprodutos, sendo utilizado
desde a alimentacdo animal até a indUstria de alta tecnologia (GARCIA et al., 2006). O Brasil
é o terceiro maior produtor mundial deste grdo, estando atras apenas dos EUA e China
(DEAGRO/FIESP, 2017). Entre os paises exportadores, o Brasil ocupa a segunda colocagéo
(DEAGRO/FIESP, 2017), evidenciando a importancia da cultura do milho para a economia
nacional.

Na ultima safra (2016/17), a producdo de milho brasileira atingiu 98 milhdes de
toneladas produzidos em, aproximadamente, 17 milhdes de hectares. Dentre os estados
brasileiros, Mato Grosso, Parana e Mato Grosso do Sul sdo os responsaveis pela maior parte
da producdo de milho no pais (CONAB, 2017). O consumo interno de milho estd em
crescente ascensdo e, em 2016, o pais alcangou recorde de consumo, totalizando 61 milhGes
de toneladas de milho consumidos, 0 que o colocou na quarta posicdo referente ao consumo
mundial do grdo (DEAGRO/FIESP, 2017). A industria de producdo de racdo para suinos,
bovinos e aves é o principal ramo consumidor de milho nacional, sendo responsavel pelo
consumo de 70% a 80% da producdo (GARCIA et al., 2006).

O milho é uma monocotiledénea de ciclo anual, pertencente a familia Poaceae. E
cultivado em grande parte do territorio brasileiro em duas épocas de semeadura e em diversos
niveis de tecnologia (PEREIRA FILHO; CRUZ, 2011). A primeira safra, ou semeadura de
verdo, é realizada no periodo chuvoso, época que varia entre fim de agosto, na regido Sul, até
0s meses de outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste, e no inicio do ano no Nordeste. J&
a segunda safra, ou “safrinha”, refere-se ao milho de sequeiro, plantado em fevereiro ou
mar¢o logo ap6s uma cultura de verdo. Entretanto, nesta época, as condi¢fes climaticas sdo
geralmente desfavoraveis para o desenvolvimento da cultura. Para contornar essas
dificuldades, o cultivo do milho “safrinha” tem sido conduzido dentro de sistemas de
producdo sob condi¢cBes mais adaptadas, o que tem contribuido para elevar os rendimentos
das lavouras (GARCIA et al., 2006).

Diversos fatores interferem na producdo do milho, como o clima, a fertilidade e

umidade do solo, o tipo de solo, os fitopatdgenos e 0s insetos pragas que atacam a cultura
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(SANTOS et al.,, 2006). No entanto, alguns fatores afetam diretamente o crescimento e
desenvolvimento do milho como a agua, temperatura e radiacéo solar (CRUZ et al., 2006).

O desenvolvimento étimo da cultura, da emergéncia a floracdo, ocorre em areas com
temperatura variando entre 24 e 30°C. A exigéncia hidrica do milho é elevada, consumindo
durante todo seu ciclo cerca de 600 mm de &gua por planta. A fase entre o espigamento e o
enchimento dos grdos € o periodo em que o consumo de agua pela planta é mais elevado. No
entanto, a ocorréncia de déficit hidrico na plantacdo pode ocasionar perdas em todas as fases
da cultura. A radiacdo solar é um parametro essencial para o processo fotossintético da planta
de milho, onde cerca de 90% da matéria seca do milho provém da fixacdo de CO; através da
fotossintese. Reducdes de 30 a 40% na radiacdo solar por longos periodos podem levar a
atrasos na maturagdo dos gréos ou, até mesmo, queda na producdo (CRUZ et al., 2006).

A cultura do milho é hospedeira de diversas espécies de insetos que atacam 0s
diversos oOrgaos vegetais, como as folhas, o colmo, a espiga, o penddo e o sistema radicular
(WORDELL FILHO et al., 2016). Entre os insetos-pragas sugadores que ocorrem com maior
frequéncia nos cultivos, pode-se citar a cigarrinha do milho Dalbulus maidis (Delong e
Wolccot, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae), o pulgdo, Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856)
(Hemiptera: Aphididae), e a cigarrinha-da-pastagem, Deois flavopicta (Stall, 1954)
(Hemiptera: Cercopidae) (CRUZ et al., 2013). J4, entre os insetos mastigadores considerados
pragas-chave do milho estdo a broca-do-colmo (lagarta-elasmo), Elasmopalpus lignosellus
(Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae), a lagarta-da-espiga, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta-do-velho-mundo, Helicoverpa armigera (Hubner, 1809)
(Lepidoptera: Noctuidae), a larva-alfinete, Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera:
Chrysomelidae) e a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) (CRUZ et al., 2013).

1.2-  Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, € um inseto de desenvolvimento holometébolo,
apresentando fase de ovo, larva (lagarta), pupa e adulto. As fémeas podem ovipositar cerca de
30 a 300 ovos por postura, formando uma massa de ovos distribuidos em camadas. Apds
aproximadamente trés dias, as lagartas eclodem e passam por seis ou sete estadios até
empupar, o que leva aproximadamente 18 dias, a 25°C (CRUZ, 1995).

Apesar de ser um inseto polifago, tendo mais de 80 espécies de hospedeiros

registrados (POGUE, 2002), no milho, S. frugiperda é considerada a principal praga
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(BARROS et al, 2005, CRUZ, 2008). As lagartas atacam todos o0s estdgios de
desenvolvimento da planta, podendo gerar perdas na producdo de 55% dependendo da
cultivar e do estéadio fonolégico do milho (FIGUEIREDO; MARTINS-DIAS; CRUZ, 2006).

A injaria no milho causada pela S. frugiperda se deve a alimentacdo das lagartas, que,
ao eclodirem, raspam as folhas e, a medida que vao se desenvolvendo, podem ocasionar danos
severos (CRUZ; MONTEIRO, 2004). A partir do segundo instar, a lagarta dirige-se para o
cartucho do milho, onde permanece até proximo ao estagio de pupa. E usual encontrar apenas
uma lagarta no cartucho da planta, pois lagartas de S. frugiperda apresentam canibalismo
(CRUZ, 1995). No cartucho, as lagartas podem penetrar no colmo, causando o sintoma
conhecido como “coragdo morto”, que leva a morte da planta (CRUZ, 1995). As espigas de
milho também podem ser atacadas pela lagarta, acarretando em ma formacdo, ou na nédo
formacdo dos gréos. Além dos danos diretos provocado pela lagarta-do-cartucho, também
podem ocorrer danos indiretos, pois os orificios gerados podem servir como porta de entrada
de fungos e bacterias, agentes causadores de varias doencas, afetando o potencial de producéo
e a qualidade dos gréos (CRUZ, 1995).

A populacdo de S. frugiperda estava sob controle por alguns anos com o uso de
hibridos de milho Bt, sendo atualmente comercializadas tecnologias que expressam
principalmente os eventos CrylAb, CrylF, CrylA.105/Cry2Ab2 e Vip3Aa20. Mas, com a
selecdo de populacdes resistentes a algumas proteinas Bt (STORER et al., 2010; FARIAS et
al., 2014; HUANG et al., 2014; TABASHNIK et al., 2014), a principal forma de controle é
por meio de inseticidas. No campo, os inseticidas quimicos, sdo empregados com frequéncia
para o controle desta praga (CRUZ, 2002), porém, muitas vezes nao sdo utilizados de forma
correta, 0 que prejudica sua acdo no controle da praga e contribui para a selecdo de
populacdes de insetos resistentes (YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003). Além disso, 0 uso
dos inseticidas quimicos geralmente reduzem as populacdes de inimigos naturais, propiciando
uma baixa mortalidade natural de S. frugiperda.

Devido aos conhecidos problemas do controle quimico de insetos para o ambiente e
salde humana, € de extrema importancia a busca por métodos alternativos para o controle de
S. frugiperda. Uma vasta variedade de agentes de controle bioldgico da lagarta-do-cartucho,
como virus, bactérias, fungos e nematdides entomopatogénicos (VALICENTE; BARRETO,
1999), assim como parasitoides e predadores dos estagios imaturos (PARRA et al., 2002), sdo
conhecidos, de modo que o controle biolégico pode vir a ser uma alternativa vidvel ao

controle quimico. Além disso, se inseticidas mais seletivos forem empregados nas plantagdes
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de milho de forma mais racional, o controle biolégico pode ser integrado e, assim, melhorar a
supressdo populacional de S. frugiperda.

Diversos parasitoides e predadores sdo considerados importantes agentes reguladores
da populacéo da lagarta-do-cartucho em campo. Dentre os inimigos naturais, destacam-se 0sS
insetos pertencentes as ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Hymenoptera (CRUZ, 1995).

Apesar de existirem elevada diversidade de predadores e parasitoides de S. frugiperda,
poucas espécies tém sido realmente pesquisadas no Brasil visando o controle bioldgico na
cultura do milho. Nos Gltimos anos, a maior parte dos trabalhos publicados concentram-se no
uso dos parasitoides de ovos Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (SA,
PARRA, 1994; CRUZ, 1995; CRUZ et al., 1999; OLSON; ANDOW, 2006; SILVA et al.,
2006) e Telenomus remus Nixon, 1937 (Hymenoptera: Scelionidae) (CRUZ; FIGUEIREDO,
1994; CRUZ, 1995; FIGUEIREDO; CRUZ; LUCIA, 1999; OLSON; ANDOW, 2006; SILVA
et al., 2006), nos parasitoides larvais Chelonus insularis Cresson, 1865 (Hymenoptera:
Braconidae) (ASHLEY, 1983; CRUZ, 1995; REZENDE; CRUZ; LUCIA, 1995) e
Campoletis flavicincta (Ashmead, 1890) (Hymenoptera: Ichneumonidae) (ASHLEY, 1983;
CRUZ, 1995, CRUZ et al., 1997; MATRANGOLO; MARTINS-DIAS; CRUZ, 2008), e nos
predadores Orius insidiosus Say, 1832 (Hemiptera: Anthocoridae) (ISENHOUR; WISEMA,
LAYTON, 1989; CRUZ, 1995; BUENO, 2000; ARGOLO; BUENO; SILVEIRA, 2002; DE
BORTOLI; OLIVEIRA 2006) e Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae)
(REIS; OLIVEIRA; CRUZ, 1988; CRUZ, 1995; CRUZ; OLIVEIRA, 1997). A principal
vantagem desses inimigos naturais é que atuam sobre ovos e/ou lagartas pequenas, eliminando

a praga antes que ocorram danos significativos a cultura (CRUZ, 1995).

1.3-  Orius insidiosus

Orius insidiosus é um percevejo predador generalista que pode se alimentar de varios
artropodes presas, como tripes, acaros, afideos, ovos de lepidopteros e lagartas jovens
(BUENO, 2000; ARGOLO; BUENO; SILVEIRA, 2002). Estudos tém demonstrado que O.
insidiosus é a espécie do género Orius mais promissora para utilizacdo em programas de
controle biol6égico de pragas (MENDES; BUENO, 2001; CARVALHO; BUENO; MENDES,
2005). Esse inseto possui alta capacidade de busca e predacdo, além da habilidade de

sobrevivéncia mesmo em situacdes de auséncia ou escassez de presas, pois consome fontes
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alimentares alternativas como polen e seiva (BURGIO; TOMMASINI; VAN LENTEREN,
2004; CARVALHO; BUENO; CASTANE, 2011).

Em cultivos de milho, diferentemente de algoddo, a densidade populacional de O.
insidiosus é crescente ao longo do desenvolvimento fenoldgico da cultura e atinge 3,2
insetos/planta, em média, 60 dias ap6s a emergéncia das plantas (DE BORTOLI; OLIVEIRA,
2006). Os mesmos autores também observaram que a presa mais consumida por O. insidiosus,
em milho, é S. frugiperda (ovos e lagartas), seguido de H. zea e pulgdes.

Alguns estudos destacam o predador O. insidiosus como potencial agente de controle
biolégico de ovos e lagartas neonatas de S. frugiperda, porém ndo de lagartas mais velhas
(ISENHOUR; WISEMAN; LAYTON, 1989; DE BORTOLI; OLIVEIRA, 2006). Tanto
fémeas quanto machos de O. insidiosus predam, em media, 4,5 lagartas de S. frugiperda
neonatas/individuo, mas essa taxa é significativamente reduzida quando sdo oferecidas
lagartas mais velhas como presas (ISENHOUR; WISEMAN; LAYTON, 1989).

1.4- Interagdes tritroficas mediadas por volateis

Parasitoides e predadores, no processo de localizacdo hospedeira/presa, exploram as
pistas quimicas emitidas pelos insetos herbivoros hospedeiros/presas, como odores do préprio
corpo, das fezes, seda, escamas e feromdnio (BEEVERS, et al., 1981; AUGER, et al., 1989;
COLAZZA; ROSI; CLEMENTE, 1997), assim como das plantas hospedeiras dos herbivoros
(TURLINGS; TUMLINSON; LEWIS, 1990; DICKE; SABELIS; TAKABAYASHI, 1990;
TURLINGS, et al., 1991; VET; DICKE, 1992). Os compostos derivados do hospedeiro/presa
sdo, em geral, pouco detectaveis por serem compostos de baixa volatilidade e liberados em
quantidades reduzidas, pois os herbivoros estdo sob pressdo seletiva dos seus inimigos
naturais (VET; DICKE, 1992; DICKE; VAN LOON, 2000).

Ja os odores das plantas hospedeiras das presas sdo mais abundantes e volateis e, por
isso, detectaveis a longas distancias. Constitutivamente, as plantas emitem compostos
organicos volateis (COVs) que sdo explorados, principalmente, pelos insetos herbivoros na
localizacdo hospedeira (JOLIVET, 1998; DICKE; VAN LOON, 2000). Apos serem atacadas
por herbivoros, as plantas emitem uma mistura de volateis diferente, os volateis de planta
induzidos pela herbivoria (VPIH), que tém sua diversidade e proporcdes alteradas em relagdo
a emissdo constitutiva. Os inimigos naturais, parasitoides e predadores, sdo particularmente
atraidos pelos VPIH, que conferem uma vantagem tanto para as plantas quanto para 0s
inimigos naturais (PARE; TUMLINSON, 1999; HOWE; JANDER, 2008). Esta comunicac&o
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mais sofisticada entre plantas e inimigos naturais mediada pelos VVPIH foi relatada como um
“pedido de socorro” (DICKE; SABELIS; TAKABAY ASHI, 1990), pois recrutam os inimigos
naturais para ajudarem as plantas na defesa contra os herbivoros.

Em geral, os VPIH sdo misturas complexas e bastante varidveis contendo compostos
das classes: derivados de &cidos graxos (compreendem os volateis de folhas verdes - aldeidos,
alcoois e seus ésteres com 6 carbonos na cadeia), terpenos e fenilpropanoides/benzenoides
(DUDAREVA et al., 2013). Os inimigos naturais exploram a variagdo na mistura de VPIH de
modo que sdo capazes de identificar a adequacdo do herbivoro; por exemplo, parasitoides sdo
capazes de discriminar misturas volateis de plantas danificadas por seus hospedeiros
especificos (DE MORAES et al., 1998), a fase de desenvolvimento do hospedeiro
(TAKABAYASHI et al., 1995), e mesmo se o0 hospedeiro ja foi parasitado ou nao
(FATOUROS et al., 2005b).

A resposta induzida nas plantas contra a herbivoria é desencadeada pela combinacéo
do dano celular (HEIL, 2009) e o contato com substancias da secrecdo oral dos herbivoros
(MATTIACCI; DICKE; POSTHUMUS, 1995; HALITSCHKE et al., 2001; TRUITT; WEI;
PARE, 2004), que se ligam a receptores na célula vegetal e irdo ativar rotas bioquimicas de
sinalizac@o coordenadas por trés hormonios principais da planta: cido jasmonico (AJ), acido
salicilico (AS) e etileno (ET) (WALLING, 2000; ERB; MELDAU; HOWE, 2012; PIETERSE
et al., 2012).

As plantas ndo sO detectam a herbivoria como uma ameaca, mas também a oviposicéo
dos insetos herbivoros. Desta forma, como acontece com a inducdo pela herbivoria, a
oviposicao dos insetos herbivoros desencadeia na planta a liberacdo de volateis capazes de
atrair parasitoides e predadores de ovos (HILKER et al., 2002; FATOUROS et al., 2005a;
TAMIRU et al., 2011; SALERNO et al., 2013).

A compreensdo das defesas induzidas em plantas abre caminho para o
desenvolvimento de novas estratégias a serem incorporadas no Manejo Integrado de Pragas
(MIP), visto que, os odores de plantas sdo as pistas mais importantes utilizadas pelos insetos
para a localizacdo da sua presa/hospedeiro a longas distancias. Dessa forma, o uso de
semioquimicos ou de estratégias que melhorem a eficacia do inimigo natural em encontrar sua
presa/hospedeiro, ou recruta-los para as areas de plantio, podem levar ao incremento do

parasitismo e predacdo em campo.

1.5- Indutores de resisténcia de plantas
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Determinados produtos quimicos (indutores) podem ser utilizados para induzir o
aumento da resisténcia de plantas a herbivoros (STOUT; ZEHNDER; BAUR, 2002). Em
geral, os indutores tornam as plantas mais resistentes devido a sintese de toxinas, deterrentes
ou repelentes aos herbivoros (defesas diretas), ou compostos volateis atraentes para 0S
inimigos naturais dos herbivoros (defesas indiretas).

Os indutores de resisténcia em plantas sdo ferramentas promissoras do MIP, pois néo
apresentam risco de desenvolvimento de resisténcia das pragas (STOUT; ZEHNDER; BAUR,
2002; SOBHY et al., 2014). Atualmente, os indutores mais estudados sdo os derivados do
acido jasménico (AJ) e acido salicilico (AS), ambos fitohorménios vegetais associados a
indugdo de defesas. Esses indutores agem como um sinal falso da herbivoria, ativando as
defesas induzidas da planta sem que elas estejam de fato danificadas pelo herbivoro.

O AJ esta geralmente associado a resisténcia da planta contra a herbivoria de insetos
(WASTERNACK; HAUSE, 2013), enquanto que o AS esta relacionado a resisténcia contra
patogenos (KESSMANN et al., 1994). Apesar do AS estar associado a resisténcia a patogenos
de plantas, diversos trabalhos mostram que a herbivoria de insetos sugadores de seiva, como
pulgdes, e sugadores de conteudo celular, como &caros, ativam, além da rota do AJ, a do AS
(MORAN; THOMPSON, 2001; DE BOER; DICKE, 2004).

A aplicacdo exdgena de AJ e/ou AS (incluindo seus derivados, como jasmonato e
salicilato de metila) estimula a emissdo de uma mistura volatil semelhante a mistura liberada
pelas plantas quando estdo danificadas por herbivoros, promovendo o recrutamento de
inimigos naturais (HOPKE et al., 1994; BOLAND et al., 1995). Ao mesmo tempo, a inducao
pelos derivados de AJ ou AS ativam as defesas diretas da planta afetando a biologia
(THALER et al., 1996; BRUINSMA et al, 2007) e comportamento dos herbivoros
(BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al., 2003) de modo a reduzir a injuria da planta.

A aplicacdo uniforme destes indutores geralmente aumenta a abundancia de inimigos
naturais nos cultivos (THALER, 1999a; THALER et al., 2002; BRUINSMA et al., 2009).
Porém, os inimigos naturais sdo atraidos tanto para as plantas infestadas, quanto para as
plantas ndo infestadas, o que pode dificultar a localizacdo do hospedeiro/presa. Alguns
estudos mostram que esse problema ndo deve ocorrer, pois 0s inimigos naturais sao capazes
de discriminar a mistura de volateis liberados pelas plantas induzidas pelo indutor e o
herbivoro em relagdo as plantas induzidas somente pelo indutor (DICKE et al., 1999;
BRUINSMA et al., 2009; SANCHES et al., 2017).

E importante ressaltar que a aplicacio do AJ, AS e seus catabdlitos podem apresentar

alguns efeitos indesejaveis nas plantas, pois sdo também moduladores de outros mecanismos
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fisiolégicos da planta, como o amadurecimento de frutos, producdo de polen e crescimento de
raizes (CREELMAN; MULLET, 1997). Por exemplo, plantas tratadas com analogos do AJ
podem apresentar reducdo no numero de flores (THALER, 1999b), frutas e sementes
(REDMAN; CIPOLLINI; SCHULTZ, 2001). Por isso, parametros de produtividade das
plantas tratadas com os indutores devem ser avaliados afim de estimar o custo-beneficio dessa
estratégia.

Um outro risco potencial do uso de indutores derivados do AJ e AS esté4 associado a
interacdo antagonica entre as duas rotas ativadas pelos dois fitohormonios, um fendémeno
conhecido como “cross-talk negativo”. Por exemplo, plantas tratadas com AJ (ou derivados)
ficam mais resistentes ao ataque de herbivoros, porém, devido a interacdo negativa do AJ com
a rota do AS, se tornam mais suscetiveis ao ataque de patdgenos (STOUT et al., 1998,
THALER, 1999a). Da mesma forma, plantas tratadas com AS (ou derivados) se tornam mais
resistentes contra patoégenos em geral, mas, em contrapartida, ficam suscetiveis aos herbivoros
(DOARES et al., 1995; FELTON et al., 1999; PRESTON et al., 1999). Esse antagonismo
(“trade-off™) entre as rotas de sinalizacdo provavelmente regula as defesas das plantas contra
as varias ameacas a sua sobrevivéncia. Sendo assim, devido ao seu papel na regulacdo de
processos fisiologicos da planta, o uso do AJ, AS e seus derivados, devem ser utilizados como
indutores com prudéncia (BOSTOCK et al., 2001).

Um outro indutor de resisténcia de plantas que vem sendo estudado ha& décadas é o
Silicio (Si). Diferentemente dos fitohorménios e seus andlogos, o Si, aparentemente, nao
altera negativamente o crescimento e reproducdo da planta, além de prover resisténcia a

patdgenos e herbivoros, como sera detalhado a seguir.

1.6- O Silicio

O Silicio (Si) ndo é um mineral considerado essencial para o desenvolvimento da
maioria das plantas, no entanto o seu uso tem se tornado uma tatica conhecida por promover o
aumento da resisténcia de plantas contra fungos e insetos (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER,
1995; REYNOLDS; KEEPING; MEYER, 2009). No Brasil, ele foi classificado como
micronutriente em 2004, de acordo com a Legislacdo Brasileira de Fertilizantes (BRASIL,
2004).

O Si é absorvido pelas plantas por absor¢do passiva e ativa através do fluxo de

transpiracdo na forma de &cido monossilicico (H4SiO.), se acumulando, principalmente, nas
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partes areas de maxima transpiracdo na forma de &cido silicico polimerizado (silica amorfa)
(JONES; HANDRECK, 1967; REYNOLDS et al., 2016). O Si é incorporado, em maior
quantidade na parede celular das células da epiderme, estdmatos e tricomas, ou em depdsitos
amorfos chamados de fitdlitos ou silica biogénica (MITANI; MA, 2005). Logo ap6s ser
absorvido pelas plantas, o Si é facilmente translocado pelo xilema e tem tendéncia natural de
se polimerizar (KORNDORFER; PEREIRA; CAMARGO, 2004).

Este mineral tende a se concentrar nos tecidos de suporte do caule e das folhas,
podendo também ser encontrado em pequenas quantidades nos gréos. Desta forma, as plantas
podem ser classificadas como acumuladoras, intermediérias e ndo acumuladoras de Si, sendo
avaliadas de acordo com a relagdo molar Si:Ca encontrada nos tecidos. As plantas com
relagbes acima de 1,0 sdo consideradas acumuladoras, entre 1,0 e 0,5 sdo consideradas
intermediarias e menores do que 0,5 ndo acumuladoras (MA; MIYAKEY; TAKAHASHI,
2001).

Sé&o representantes do grupo das plantas acumuladoras o milho, arroz, cana de agucar,
trigo, sorgo e as gramineas em geral, a absorcédo elevada do Si esta relacionada a respiracéo
aerObia destas plantas. Cucurbitaceas e soja sdo consideradas plantas de absorgédo
intermediaria. J& 0 morangueiro, o tomateiro, o cafeeiro e as dicotiledéneas em geral sdo
plantas que representam o grupo das ndao acumuladoras de Si (KORNDORFER; PEREIRA,;
CAMARGO, 2004).

O acumulo do Si na parede celular da planta, logo abaixo da epiderme, leva a
formacao de uma camada dupla de silica, agindo como barreira mecanica denominada “dupla
camada silicio-cuticula”. Essa barreira ajuda a manter as folhas mais eretas, diminuindo a
transpiracdo, além de proteger mecanicamente as plantas contra a penetracdo de
microrganismos patogénicos e o aparelho bucal dos herbivoros (LANNING; LINKO, 1961;
COMHAIRE, 1965; CHERIF et al., 1992; SAVANT; DATNOFF; SNYDER, 1997,
KORNDORFER; PEREIRA; CAMARGO, 2004).

Essa barreira mecanica proporcionada pelo Si protege as plantas contra uma variedade
de artropodes herbivoros, tanto de mastigadores, como as lagartas desfolhadoras (DATNOFF;
SNYDER; KORNDORFER, 2001; GOUSSAIN et al.,, 2002; KVEDARAS et al., 2009),
sugadores de seiva, como os pulgbes (MA; TAKAHASHI, 2002; GOMES et al., 2008;
COSTA; MORAES; DA COSTA, 2009; FERREIRA; MORAES; ANTUNES, 2011;
KORNDORFER; GRISOTO; VENDRAMIN, 2011), e sugadores de conteudo celular, como
acaros (NIKPAY; NEJADIAN, 2014). O aparelho bucal de insetos mastigadores pode

apresentar desgaste acentuado na regido incisora das mandibulas, devido & acdo da barreira
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mecanica proporcionada pela deposicdo de Si na parede celular das folhas de plantas
fertilizadas (GOUSSAIN et al., 2002). J& nos insetos sugadores, a deposicdo de Si na
epiderme da folha dificulta a penetracdo dos estiletes bucais (MA; TAKAHASHI, 2002).

Dentre os efeitos diretos provocados pelo Si na biologia, fisiologia e comportamento
dos herbivoros, estdo o aumento da mortalidade e canibalismo (GOUSSAIN et al., 2002),
diminuicdo da eficiéncia alimentar e taxas de crescimento (MASSEY; HARTLEY, 2009),
devido a reduzida palatabilidade e digestibilidade dos alimentos (GOUSSAIN; PRADO;
ANDMORAES, 2005; KVEDARAS et al., 2007; MASSEY; HARTLEY, 2009), além da
reducdo da fecundidade (CORREA, et al., 2005, ALVARENGA, 2017; NASCIMENTO,
2018).

Até pouco tempo atras, acreditava-se que a barreira mecanica das plantas conferida
pelo acimulo de Si era 0 Unico mecanismo de resisténcia contra herbivoros e patogenos. No
entanto, o estudo pioneiro de Fawer et al. (1998) indicou que o Si induz, na célula vegetal,
uma sequéncia de reacGes bioquimicas que levam ao aumento da resisténcia da planta.
Estudos posteriores deram maior suporte a hipdtese de que a deposicdo de Si desencadeia
mecanismos quimicos de defesa da planta. Por exemplo, Gomes et al. (2005) mostraram um
aumento de enzimas relacionadas a via do AJ em plantas fertilizadas com o Si em comparacéo
com o controle, particularmente, ap0s a herbivoria. Mais recentemente, Ye et al. (2013)
demonstraram que o acumulo de Si na planta intensifica a resposta da planta a herbivoria, pois
o0s niveis de AJ ap0s a herbivoria sdo maiores em plantas fertilizadas com o Si. Dessa forma, o
Si também atua como indutor bioquimico, induzindo as defesas quimicas da planta.

A rota de defesa modulada pelo AJ inclui a emissdo dos VPIH e, por isso, € plausivel
que o acumulo de Si influencie nas defesas induzidas indiretas da planta. Reynolds et al.
(2016) sugerem que, apesar de existir relatos sobre o efeito da fertilizacdo com Si no aumento
do parasitismo do herbivoro (DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009; MORAES et al., 2004),
pouco se sabe sobre o mecanismo envolvido nessa interacdo. O primeiro estudo a demonstrar
que a deposicdo de Si aumenta as defesas indiretas da planta contra a herbivoria relatou
brevemente que o tratamento com o Si em plantas de pepino induziu a emissdo de volateis
atraentes a predadores e, consequentemente, proporcionou maiores taxas de predacdo da praga
em campo (KVEDARAS et al., 2010). Um estudo recente pelo mesmo grupo de pesquisa
relatou que plantas de arroz fertilizadas com Si e induzidas pela herbivoria, foram
significativamente mais atraentes para os parasitoides Trathala flavo-orbitalis (Cameron,
1907) (Hymenoptera: Ichneumonidae) e Microplitis mediator (Haliday, 1834) (Hymenoptera:

Braconidae), do que plantas de arroz ndo fertilizadas com Si e igualmente induzidas pela
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herbivoria, onde foi observado uma alteragdo na propor¢do dos compostos na mistura volatil
de ambos tratamentos (LIU et al., 2017). Este estudo juntamente com as evidéncias mostradas
por Ye et al. (2013) indicam o potencial do Si em induzir ndo sé defesas fisicas da planta
contra pragas, como quimicas também.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da fertilizacao
do Si na defesa direta e indireta da planta de milho contra a lagarta-do-cartucho, S.
frugiperda. A resisténcia direta da planta foi avaliada em ensaios de biologia e
comportamento de S. frugiperda com foco no inicio do ciclo de desenvolvimento do inseto,
da oviposicdo até o 3° instar larval. J& a resisténcia indireta da planta foi avaliada por meio da
resposta olfativa do predador de lagartas neonatas, O. insidiosus frente aos VPIH, em ensaios

de olfatometria.
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Resumo: O Silicio (Si) parece ser um dos indutores de resisténcia de planta mais
promissores, pois, além de tornar a planta mais resistente as pragas, fornece uma série de
beneficios, como resisténcia contra patdgenos e estresses abioticos, alem de melhorar o vigor
da planta. Apesar de estar bem estabelecido na literatura que a fertilizagdo com o Si induz a
resisténcia direta da planta contra insetos pragas, pouco se sabe sobre o efeito do Si no inicio
do ciclo de desenvolvimento do inseto, como na selegdo hospedeira de oviposi¢do e no
desempenho de larvas neonatas, parametros que devem ser estudados para prever a
colonizacgdo de pragas de lepidopteros. O objetivo deste trabalho foi testar o Si como indutor
de resisténcia direta e indireta da planta de milho contra a praga-chave Spodoptera
frugiperda. Para avaliar as defesas diretas da planta, foram determinados parametros do inicio
do ciclo de S. frugiperda, como preferéncia de oviposicdo, mortalidade e consumo foliar de
lagartas de 1° instar, além da mortalidade e ganho de peso de lagartas de 3° instar. J& na
avaliacdo das defesas indiretas da planta, foi examinada a resposta olfativa do percevejo
predador de lagartas neonatas de S. frugiperda, Orius insidiosus, frente aos odores da planta
de milho infestadas, ou ndo infestadas. Em ensaios de dupla escolha, as fémeas de S.
frugiperda preferiram plantas ndo fertilizadas com Si (Si-) para a oviposi¢cdo em comparagéo
a plantas fertilizadas com Si (Si+). Apesar das lagartas de 1° instar de S. frugiperda
consumirem quantidades similares de plantas Si- e Si+, houve uma maior mortalidade das
neonatas nas plantas Si+. Lagartas de 3° instar de S. frugiperda tiveram menor ganho de
massa quando alimentadas em plantas Si+ em relacdo as das plantas Si-, mas ndo houve
mortalidade em nenhum dos tratamentos. O predador O. insidiosus ndo orientou-se pelos
volateis constitutivos da planta de milho e a fertilizacdo com Si ndo induziu a emissdo de
volateis atrativos em plantas ndo infestadas. Como esperado, O. insidiosus foi atraido pelos
volateis das plantas infestadas pelas lagartas neonatas de S. frugiperda frente a plantas ndo
infestadas, independente do regime de Si. No entanto, quando O. insidiosus foi exposto aos
volateis das plantas Si- e Si+ infestadas, o predador preferiu os volateis induzidos pela
herbivoria das plantas Si+. Dessa maneira, o presente estudo indica que a fertilizacdo de
plantas de milho com o Si tem um grande potencial para reduzir a colonizacdo por S.
frugiperda, j& que o inseto prefere depositar seus ovos em plantas ndo fertilizadas, e a
mortalidade das neonatas em plantas fertilizadas com Si € alta, devido as defesas diretas e
indiretas (recrutamento do percevejo predador) induzidas pelo Si.

Palavra-chave: Defesas de plantas induzidas. Indutor de resisténcia de plantas. Orius
insidiosus. Acido silicico.
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2.1-  Introducéo

O Silicio (Si) é um elemento conhecido por promover o aumento da resisténcia de
plantas contra fungos fitopatogénicos e insetos pragas (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER,
1995; REYNOLDS; KEEPING; MEYER, 2009). A resisténcia proporcionada pelo Si é, em
parte, devido a incorporacdo do mineral na parede celular, principalmente das células da
epiderme, estdbmatos e tricomas, ou em depdsitos amorfos chamados de fitélitos (MITANI;
MA, 2005), que funciona como uma barreira mecanica denominada “dupla camada silicio-
cuticula” e contribui, assim, com o aumento da rigidez e abrasividade do tecido foliar. Como
consequéncia, o tecido foliar torna-se mais rigido e abrasivo e, por isso, menos palatavel e
digerivel para os insetos herbivoros (GOUSSAIN et al, 2002; GOUSSAIN; PRADO;
MORAES, 2005; VILELA et al., 2014), além de causar o desgaste das mandibulas
(GOUSSAIN et al., 2002), o que prejudica a habilidade de cortar o tecido foliar.

Anos atrés, acreditava-se que a barreira mecénica das plantas conferida pelo acimulo
de Si era o Unico mecanismo de resisténcia contra herbivoros e patdgenos. No entanto, o
estudo pioneiro de Fawer et al. (1998) indicou que o Si induz, na célula vegetal, uma
sequéncia de reacdes bioquimicas que levam ao aumento da resisténcia da planta. Estudos
posteriores deram maior suporte a hipotese de que a deposicdo de Si desencadeia mecanismos
quimicos de defesa da planta. Por exemplo, Gomes et al. (2005) mostraram um aumento de
enzimas relacionadas a via do acido jasmonico (AJ) em plantas fertilizadas com o Si,
particularmente, apds a herbivoria. Mais recentemente, Ye et al. (2013) demonstraram que 0
acumulo de Si na planta intensifica a resposta da planta a herbivoria, pois 0s niveis de AJ ap6s
a herbivoria sdo maiores em plantas fertilizadas com o Si do que em plantas ndo fertilizadas.
Dessa forma, o acumulo de Si na planta ndo s6 fornece uma resisténcia mecéanica, mas
também atua como indutor bioquimico, aumentando os niveis de defesas das plantas
induzidas pela herbivoria.

A rota de defesa modulada pelo AJ inclui a emissdo de volateis de planta induzidos
pela herbivoria (VPIH). Os VPIH sdo compostos organicos volateis (COVs) diferentes
daqueles emitidos constitutivamente pela planta, e que constituem pistas quimicas para
predadores e parasitoides na localizacdo de presas e hospedeiros. Portanto, é plausivel que o
acumulo de Si influencie nas defesas induzidas indiretas da planta. Reynolds et al. (2016)
sugerem que, apesar de existir relatos sobre o efeito da fertilizagdo com Si no aumento do
parasitismo do herbivoro (NIKPAY et al., 2017), pouco se sabe sobre 0 mecanismo envolvido

nessa interacdo. O primeiro estudo sobre os efeitos do Si nas defesas indiretas da planta
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relatou brevemente que o tratamento com o Si em plantas de pepino induziu a emissdo de
volateis atraentes a predadores e, consequentemente, proporcionou maiores taxas de predacao
da praga em campo (KVEDARAS et al., 2010). Um estudo mais recente e mais detalhado
mostrou que o aumento da atratividade dos VPIH de plantas de arroz fertilizadas com Si para
parasitoides foi resultante de alteracGes quantitativas na mistura de VPIH em relacéo ao perfil
de VPIH de plantas ndo fertilizadas (LIU et al., 2017). Este estudo juntamente com as
evidéncias mostradas por Ye et al. (2013) indicam o efeito potencializador do Si sobre as
defesas quimicas induzidas moduladas pelo AJ.

O jasmonato de metila (MeJA) e o salicilato de metila (MeSA), derivados do AJ e do
acido salicilico (AS), sdo substancias estudadas devido ao seu potencial como indutores de
resisténcia de plantas contra herbivoros e patogenos (DICKE et al, 1999; GOLS;
POSTHUMUS; DICKE, 1999; THALER, 1999a; BIRKETT et al., 2000; STOUT et al., 2002,
BRUCE et al., 2003; HEIDEL; BALDWIN, 2004; OZAWA et al., 2004; LOU et al., 2005;
DEGENHARDT; LINCOLN, 2006; ARIMURA et al., 2009; BRUINSMA et al., 2009; WU;
BALDWIN, 2009). A aplicacdo desses produtos nas plantas sinalizam que a planta esta sob
ataque ou infeccdo, induzindo as rotas bioquimicas de sintese de defesas, tornando-as mais
resistentes a um iminente ataque. Apesar da sua eficacia em reduzir a herbivoria devido a
ativacdo de defesas diretas e indiretas contra os insetos herbivoros (STOUT; ZEHNDER,;
BAUR, 2002; ARIMURA et al., 2009; WU; BALDWIN, 2009), o AJ e AS sdo moduladores
de diversos mecanismos fisioldgicos da planta, como amadurecimento de frutos, producéo de
polen e crescimento de raizes (CREELMAN; MULLET, 1997) e a aplicacdo de MeJA e
MeSA podem prejudicar o rendimento da cultura (THALER, 1999b; REDMAN; CIPOLLINI;
SCHULTZ, 2001) em detrimento do aumento da resisténcia contra insetos pragas. Alem
disso, o uso do MeJA, ou do AJ, pode resultar em um aumento de suscetibilidade da planta a
patdgenos devido a uma interacdo negativa com a rota mediada pelo AS (“cross-talk
negativo™), que é responsavel pelas defesas induzidas contra a infeccédo de patégenos (STOUT
et al., 1998; THALER, 1999a).

Diferentemente dos derivados dos fitohormdnios, o uso do Si como indutor de
resisténcia de plantas parece ser mais vantajoso por proporcionar uma série de beneficios as
plantas, aumentando o vigor e a produtividade (CREELMAN; MULLET, 1997). O acumulo
de Si, por exemplo, torna as folhas mais eretas e rigidas, favorecendo uma maior intercepcao
de luz, o que leva ao incremento da eficiéncia fotossintética (MARSCHNER, 1995) e do uso
da &gua, alongamento celular e, consequentemente, ao crescimento e aumento da biomassa da
planta (HOSSAIN et al., 2002; ISA et al., 2010). Além disso, ao mesmo tempo que o Si prové
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resisténcia aos insetos pragas, também aumenta a resisténcia contra infeccdo por
fitopatdgenos e estresses abioticos, como vento e déficit hidrico (EPSTEIN, 1994;
MARSCHNER, 1995; REYNOLDS; KEEPING; MEYER, 2009).

Uma das limitagbes do uso do Si € a capacidade da planta em acumular o mineral,
caracteristica que varia entre as espécies. O milho (Zea mays L.), assim como todas as
espécies da Familia Poaceae, é uma espécie vegetal acumuladora de Si, ou seja, a relacdo
molar Silicio: Célcio nos tecidos € acima de 1,0 (MA; MIYAKEY; TAKAHASHI, 2001). Por
isso, a fertilizacdo com o Si em plantac6es de milho é uma téatica viavel e que deve contribuir
para um manejo mais sustentavel da cultura.

O milho é uma das culturas comerciais mais importantes no mundo devido as diversas
finalidades de seus produtos e subprodutos, sendo utilizado desde a alimentacdo animal até a
industria de alta tecnologia (GARCIA et al., 2006). No Brasil (BARROS et al., 2005; CRUZ,
2008), o terceiro produtor de milho mundial, e em diversos paises da América do Sul (CRUZ,
1993; EPPO, 2018), a producdo desse cereal é reduzida pelo ataque da lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), cuja injdria resulta em
um alto indice de desfolha, ma formacdo ou ndo formacdo dos grdo; no caule as lagartas
podem penetrar no colmo, causando o sintoma conhecido como “coracdo morto”, que leva a
morte da planta (CRUZ, 1995). O prejuizo ocasionado pelo seu ataque pode gerar perdas na
producdo de 55% dependendo da cultivar e do estadio fenologico do milho (FIGUEIREDO;
MARTINS-DIAS; CRUZ, 2006). A populacdo da praga estava sob controle por alguns anos
com o uso de hibridos de milho Bt, sendo atualmente comercializadas tecnologias que
expressam principalmente os eventos CrylAb, CrylF, CrylA.105/Cry2Ab2 e Vip3Aa20.
Mas, com a selecdo de populacGes resistentes a algumas proteinas Bt (STORER et al., 2010;
FARIAS et al., 2014; HUANG et al., 2014; TABASHNIK et al., 2014), a principal forma de
controle é por meio de inseticidas. O uso irracional do controle quimico prejudica sua acdo no
controle da praga, pois contribui para a selecdo de populacbes de insetos resistentes (YU;
NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003) e diminui as populacdes de agentes entoméfagos, cuja
acdo é importante para a manutencdo do controle populacional das pragas.

O percevejo Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera: Anthocoridae) é um predador
generalista que consome varios artropodes presas, como tripes, acaros, afideos, ovos de
lepidopteros e lagartas jovens (BUENO, 2000; ARGOLO; BUENO; SILVEIRA, 2002). Esse
inseto possui alta capacidade de busca e predacdo, além da habilidade de sobrevivéncia
mesmo em situacdes de auséncia ou escassez de presas, pois consome fontes alimentares
alternativas como polen e seiva (BURGIO; TOMMASINI; VAN LENTEREN, 2004,
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CARVALHO; BUENO; CASTANE, 2011). Em cultivos de milho, a densidade populacional
de O. insidiosus é crescente ao longo do desenvolvimento fenoldgico da cultura, onde as
principais presas consumidas sdo 0s estagios imaturos de S. frugiperda (ovos e lagartas) (DE
BORTOLI; OLIVEIRA, 2006). Tanto fémeas quanto machos de O. insidiosus tém alta
capacidade de predacdo de lagartas neonatas de S. frugiperda, porém ndo predam lagartas
mais velhas (ISENHOUR; WISEMAN; LAYTON, 1989; DE BORTOLI; OLIVEIRA, 2006)
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi testar o Si como indutor de resisténcia
direta e indireta da planta de milho contra a praga-chave, S. frugiperda. Diferentemente da
grande parte dos estudos publicados até hoje (DATNOFF; SNYDER; KORNDORFER, 2001;
GOUSSAIN et al., 2002; KVEDARAS et al., 2009; KEEPING; KVEDARAS; BRUTON,
2009; MASSEY; HARTLEY, 2009; HOU; HAN, 2010; SIDHU et al., 2013; NASCIMENTO
et al., 2014; HAN et al., 2015; ALARENGA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018), os
quais avaliaram parametros biolégicos de lagartas de estadios mais avancados alimentadas em
plantas tratadas com Si, o presente trabalho focou no efeito da fertilizacdo com Si no inicio do
ciclo de desenvolvimento do inseto praga, ou seja, na preferéncia de oviposicdo e mortalidade
das lagartas neonatas de S. frugiperda. E de extrema importancia considerar tais parametros
em um cenario de colonizacdo pela praga em cultivos fertilizados com Si, ja que comumente
inicia-se pela deposicdo de ovos da mariposa e, consequentemente, o primeiro estadio larval é
0 mais suscetivel as defesas diretas e indiretas da planta induzida pelo Si. Além disso, pouco
se sabe a respeito das defesas indiretas das plantas fertilizadas com o Si (KVEDARAS et al.,
2010; LIU et al., 2017), e este estudo examinou o efeito do Si sobre a atratividade da emisséo
de volateis induzidos pela herbivoria de S. frugiperda para o predador de lagartas neonatas O.

insidiosus.

2.2- Material e métodos

Cultivo das plantas, fertilizacdo com Si e criacdo dos insetos

Sementes de milho, hibrido convencional P2530 (Pioneer), foram semeadas em vasos
de polietileno (capacidade de 2L) preenchidos com, aproximadamente, 1,5 kg de solo
(latossolo vermelho escuro) (ANEXO A e B) em cada vaso. Foram colocadas duas sementes
em cada vaso e, cinco dias apds a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando apenas uma
plantula por vaso. O Si foi aplicado ao solo (“drench”) na forma de Acido Silicico (H4SiO)

(Vertec Quimica Fina, Duque de Caxias, Brasil) a 1%, na dosagem equivalente a 0,93 ton Si
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ha! (2 ton SiO; ha) (1,5 g de H4SiO> dissolvido em 150 mL de agua) (ALVARENGA et al.,
2017) em pléantulas com 5 dias apds emergéncia (estadio fenoldgico V2). Ao mesmo tempo,
as plantas do tratamento que ndo foram fertilizadas com Si (controle) receberam 0 mesmo
volume de agua.

Em todos os ensaios, foram usadas plantas de milho com 15-20 dias apds emergéncia
(estadio fenoldgico V4). As plantas foram mantidas durante todo o cultivo na casa-de-
vegetacdo, sob iluminacdo natural e sem controle de temperatura ou umidade. As plantas
foram irrigadas em dias intercalados, conforme a necessidade. Um dia antes do inicio dos
experimentos ou da infestagdo com as lagartas, as plantas foram transferidas para o
laboratério.

Os insetos, S. frugiperda e O. insidiosus usados nos experimentos foram obtidos de
criacOes estabelecidas no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Insetos e Laboratorio de
Controle Bioldgico, respectivamente (UFLA, Lavras, MG, Brasil). As metodologias de
criacdo de S. frugiperda e O. insidiosus estdo descritas detalhadamente em Parra (2001) e
Bueno et al. (2000). Em resumao, as lagartas de S. frugiperda da criacdo foram alimentadas em
dieta artificial feita a base de feijao carioca, e os adultos mantidos em gaiolas cilindricas com
solucdo aquosa de mel 10% e folha sulfite como substrato para oviposicdo. O percevejo
predador foi alimentado com ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae) e hastes da planta de picdo (Bidens pilosa L.) (Asteraceae) em floragdo com todas

as folhas retiradas, as quais também serviam para oviposicao.

Analise do contetido de Si

Plantas de milho com 15 dias ap6s emergéncia (estadio fenoldgico V4), foram cortadas
na base do caule e armazenadas em sacos de papel (24 x 13 cm). Posteriormente, foram secas
em estufa a 60 °C por um periodo de 48 h e moidas em moinho de facas Tipo Willey
(TECNAL, equipamentos para laboratérios, Piracicaba, SP, Brasil), identificadas e
acondicionadas em sacos plasticos (5 x 23 cm), sendo entdo 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 determinado segundo metodologia descrita por Korndorfer et

al. (2004). O experimento contou com 5 repetigdes.

Preferéncia de oviposicao de S. frugiperda
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Pupas de S. frugiperda foram sexadas com base no dimorfismo sexual (LUGINBILL,
1928) com o auxilio de um microscopio estereoscopico. Foram montadas gaiolas com copos
de polietileno (capacidade para 50 ml) com pequenos furos em suas tampas contendo um
casal em cada gaiola por um periodo de 48h para a cdpula. Ap6s o periodo de copula, quatro
fémeas foram colocadas dentro de cada gaiola de acrilico (30 x 30 x 60 cm) onde havia duas
plantas de milho, uma fertilizada com Si (Si+) e outra ndo (Si-). O substrato e o vaso de planta
foram cobertos com papel aluminio para evitar a oviposi¢cdo no solo e vaso. No interior de
cada gaiola, foi colocado a base de uma placa de Petri (6 cm @) contendo algoddo embebido
com uma solucdo aquosa de mel a 10% para alimentacdo das mariposas (Figura 1A). Apos
48h da liberagdo das fémeas, foram contados os nimeros de massas e de ovos nas plantas. As
massas de ovos foram retiradas das plantas com um pincel fino umedecido e transferidas para
placas de Petri para contagem dos ovos no microscopio estereoscopio. Os ovos foram
separados da massa com o auxilio de dois pinceis finos, onde cuidadosamente foram
removidos da massa através de toques suaves. Foram conduzidas 15 repeticdes em sala
climatizada (Fitotron) (25 +2 °C, UR 60 + 10 %, e fotofase de 12h).

Mortalidade de lagarta de 1° instar de S. frugiperda

Neste bioensaio, 20 lagartas de 1° instar foram liberadas dentro do cartucho de cada
planta de milho, fertilizada ou ndo com Si (Si- ou Si+), e envolvida com uma gaiola de tecido
“voile” para evitar 0 escape dos insetos. Apos um intervalo de 48 h, com o auxilio de um
pincel, as lagartas foram retiradas das plantas e o nimero de lagartas mortas foi estimado por
meio da subtracdo do numero inicial de lagartas pelo nimero de lagartas recuperadas em cada
planta. Plantas de ambos tratamentos foram dispostas aleatoriamente no interior do
laboratdrio (25 +2 °C, UR 60 + 10 % , e fotofase de 10h), totalizando 11 repeticGes.

Consumo foliar por lagartas de 1°instar de S. frugiperda

O consumo foliar de plantas de milho Si- e Si+ por lagartas 1° instar de S. frugiperda
foi avaliado em um ensaio sem chance de escolha em arena. A arena consistiu em uma placa
de Petri (9 cm de didametro) com um corte horizontal no fundo da placa, de aproximadamente
1,5 cm de comprimento, para a passagem da terceira folha da planta de milho (Si- ou Si+). Foi
colocado algodao entre a folha e o corte da placa para evitar o escape dos insetos (Figura 1B).

Em seguida, foram liberadas 20 lagartas de primeiro instar de S. frugiperda dentro da placa,
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que foi fechada. Desse modo, em cada repeticdo, as lagartas tiveram acesso a,
aproximadamente, 8 cm de comprimento da porc¢do apical da folha da planta de milho, sem
secgdo do material vegetal. Ap6s 7 h do inicio da herbivoria, as lagartas foram retiradas, e a
folha cortada e fotografada para posterior anélise da area foliar consumida usando o software
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA). As plantas foram
dispostas aleatoriamente no interior do laboratério (25 +2 °C, UR 60 + 10 %, e fotofase de
10h), totalizando 10 repeticGes de cada tratamento.

Ganho de massa de lagartas de 3° instar de S. frugiperda

Inicialmente, 10 lagartas de 3° instar de S. frugiperda foram colocadas por 12h em
estufa a 60 °C e, em seguida, individualmente pesadas em balanca analitica (Marte AY220)
(Marte balancas e aparelhos de precisdo Ltda., Santa Rita do Sapucai, MG, Brasil), para
estimativa da massa seca inicial, que foi considerada a média das 10 repeti¢des. Um segundo
grupo de lagartas vivas de 3° instar, da mesma geracdo que as lagartas anteriores, de S.
frugiperda foram colocadas em plantas de milho (Si- ou Si+) (1 lagarta/planta) envoltas por
uma gaiola cilindrica do tipo “clip-cage” (1 cm de altura x 2 cm de didmetro) (Figura 1C),
totalizando 13 repeticfes de cada tratamento. Diariamente, as gaiolas com as lagartas foram
deslocadas na planta para que sempre houvesse alimento disponivel. Apos 72h, as lagartas
foram coletadas e desidratadas em estufa (12h a 60°C) e pesadas para a obtencdo da massa
seca. O ganho de massa foi estimado subtraindo a massa seca final pela massa seca média
inicial (obtido com a aliquota das 10 lagartas). As plantas foram dispostas aleatoriamente no
interior do laboratorio (25 £2 °C, UR 60 + 10 %, e fotofase de 10h).

Preferéncia olfativa de O. insidiosus

Avaliou-se a resposta olfativa de fémeas e machos adultos (razdo sexual 2:1) do
predador O. insidiosus, com 1 a 7 dias de idade, frente aos odores da planta de milho em um
olfatdmetro em Y’ (18 cm de comprimento, 3 cm @ interno e um angulo de 120° entre 0s
bracos). A parte aérea das plantas foram cobertas com sacos de Polietileno tereftalato (PET)
(41 cm x 33 cm) (Wyda, Sorocaba, SP, Brasil) com duas aberturas para conexdes de
mangueiras para entrada e saida de ar. Um compressor succionou o ar do ambiente para o
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
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ultimo, para os bragos distais do olfatdmetro. O fluxo de ar no sistema foi calibrado em 0,6
L/min. Um inseto foi introduzido no bragco central do olfatdbmetro em cada repeticdo e a
escolha foi avaliada por até 5 min. Registrou-se a escolha por um dos tratamentos quando o
inseto ultrapassou a linha tracejada de um dos bragos distais, localizada a 7,5 cm da
interseccdo, e permaneceu por, pelo menos, 10 segundos nessa regido. Se, apds 0s 5 minutos,
0 inseto ndo tivesse escolhido um dos bracos, ele era descartado e considerado como “nao
resposta”. Os insetos foram usados nos ensaios apenas uma vez e, a cada 10 repeticOes, as
plantas e o olfatdbmetro foram trocados.

Foi avaliada a resposta olfativa do O. insidiosus frente as seguintes combinacdes de
tratamentos: (i) planta intacta ndo fertilizada (Si-) versus ar limpo; (ii) planta intacta
fertilizada (Si+) versus ar limpo; (iii) planta ndo fertilizada e infestada por S. frugiperda (Si-
SF) versus planta Si-; (iv) planta fertilizada e infestada por S. frugiperda (Si+ SF) versus
planta Si+; (v) planta Si- versus planta Si+; (vi) planta Si+SF versus planta Si-SF. A
infestacdo das plantas (Si- ou Si+) por S. frugiperda foi realizada no laboratério, baseada em
testes preliminares, com 50 lagartas de 1° instar de S. frugiperda 24h antes do inicio dos
experimentos. As lagartas foram colocadas no cartucho de plantas de milho, que foram
envolvidas com uma gaiola de tecido “voile” para evitar o escape dos insetos. As plantas
intactas (Si- ou Si+) permaneceram sob as mesmas condi¢Ges que as plantas infestadas
(engaioladas e nas mesmas condicgdes abioticas), porém sem a adicéo das lagartas.

Os experimentos foram conduzidos em laboratorio (25 +2 °C, UR 60 £ 10 %, e fotofase
de 10h) entre 09 e 16h, cada ensaio de olfatometria consistiu em, pelo menos, 38 respostas

usando 4 plantas de cada tratamento.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes Shapiro-Wilk e Bartlett para verificacdo dos
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, respectivamente. As médias obtidas nos
experimentos de fertilizacdo com Si, mortalidade de lagartas e do consumo foliar foram
comparadas pelo teste t de Student. Os dados de escolha nos ensaios de preferéncia de
oviposicdo e ganho de massa das lagartas, foram analisados por modelos lineares
generalizados (generalized linear models — glm) com distribuicdo quasipoisson e gamma,
respectivamente. As proporcdes de escolha do O. insidiosus nos ensaios de olfatometria foram
analisadas pelo teste binomial. As analises foram realizadas no pacote estatistico RStudio

(University of Auckland, Auckland, Nova Zelandia ).
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2.3- Resultados

Analise do contetdo de Si

Plantas fertilizadas com Si (Si+) apresentaram, em média, duas vezes mais Si em suas

folhas do que plantas ndo fertilizadas com Si (Si-) (Figura 2, teste t, P = 0,002).
Preferéncia de oviposi¢do de S. frugiperda

Em testes de dupla escolha, fémeas de S. frugiperda depositaram um maior nimero de
posturas (= 2 vezes maior) (massas de ovos), assim como numero total ovos, em plantas Si+
em relacéo as plantas Si- (Figura 3A e B, glm, massas de ovos: P = 0,001; total de ovos: P =
0,015).

Mortalidade de lagartas de 1° instar de S. frugiperda

A mortalidade de lagartas de 1° instar de S. frugiperda, apds um periodo de 48 h, foi

maior (= 6 vezes maior) em plantas Si+ em comparagdo com Si- (Figura 4, teste t, P = 0,003).
Consumo foliar de lagartas de 1° instar de S. frugiperda

Em testes sem chance de escolha, as lagartas de 1° instar de S. frugiperda consumiram
uma area foliar semelhante em plantas Si- e Si+, ap6s um periodo de 7 h do inicio do ensaio
(Figura 5, teste t, P = 0,630).
Ganho de massa de lagartas de 3° instar de S. frugiperda

As lagartas de 3° instar de S. frugiperda alimentadas em plantas Si-, apds um periodo
de 72h, ganharam mais massa (= 2 vezes maior) em relacdo aquelas alimentadas em plantas
Si+ (Figura 6, glm, P = 0,006). Diferentemente das lagartas de 1° instar, ndo houve

mortalidade de lagartas de 3° instar alimentadas em Si- ou Si+, durante 72 h.

Resposta olfativa de O. insidiosus
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O predador O. insidiosus ndo foi atraido pelos volateis de plantas de milho ndo
infestadas com ou sem fertilizagdo com Si (Figura 7, teste binomial, Si- vs. ar limpo: P =
0,143; Si+ vs. ar limpo: P = 0,417). No entanto, quando os predadores foram expostos aos
odores das plantas ndo infestadas versus plantas infestadas, eles preferiram as plantas
infestadas pelas lagartas de S. frugiperda, independentemente da aplicacdo do Si (Figura 7,
Si- vs. Si- infestada: P = 0,033; Si+ vs. Si+ infestada: P = 0,044). O predador né&o diferenciou
entre os volateis das plantas Si- ou Si+ ndo infestadas (Figura 7, P = 0,417). Contudo, quando
O. insidiosus teve chance de escolha entre os odores liberados pelas plantas Si- e Si+, ambas
infestadas pela sua presa, o percevejo se orientou preferencialmente pelos volateis induzidos

pela herbivoria das plantas Si+ (Figura 7, P = 0,005).

2.4- Discussao

Diversos estudos demonstraram que o acumulo de Si na planta leva a0 aumento da
resisténcia direta da planta contra lagartas, diminuindo o consumo foliar, e afetando
negativamente a sua biologia (GOUSSAIN et al., 2002; KVEDARAS et al., 2009; KEEPING;
KVEDARAS; BRUTON, 2009; HOU; HAN, 2010; SIDHU et al., 2013; NASCIMENTO 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). No entanto, essa literatura carece
de informacdes sobre o periodo inicial do desenvolvimento do inseto em plantas fertilizadas
com Si, como a selecdo hospedeira de oviposicdo e o desempenho das lagartas neonatas,
parametros importantes considerando que a colonizacdo de novas areas por lepidopteros
ocorre, principalmente, pelas fémeas adultas.

O presente estudo mostrou que as fémeas de S. frugiperda preferem depositar seus ovos
em plantas nao fertilizadas frente a plantas fertilizadas com Si (Figura 3), indicando que a
probabilidade de infestacdo inicial em plantios de milho tratados com Si é menor do que areas
sem fertilizacdo pelo mineral. Esse efeito da fertilizacdo com Si na selecdo hospedeira para a
oviposicao foi reportado anteriormente para mosca branca Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae) bi6tipo B em plantas da categoria de acimulo intermediario de Si
(CORREA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008; PEIXOTO et al., 2011), mas ndo para
lepidopteros.

A oviposicdo reduzida em plantas fertilizadas com Si pode estar relacionada ao fato das
fémeas de S. frugiperda preferirem depositar seus ovos em plantas que assegurem 0O

desenvolvimento e a sobrevivéncia da prole (hip6tese de preferéncia da fémea-desempenho da
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prole de Thompson, 1988). Plantas fertilizadas com o Si reduzem a sobrevivéncia e ganho de
peso das lagartas de S. frugiperda (GOUSSAIN et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2014;
ALVARENGA et al., 2017), como também confirmados no presente estudo. Apesar do
consumo do tecido vegetal ter sido similar nos dois tratamentos (Figura 5), houve uma maior
mortalidade de lagartas neonatas em plantas fertilizadas com Si em relacéo as plantas controle
(Figura 4), sugerindo um efeito de antibiose. Dessa forma, em adigdo ao menor numero de
ovos depositados por S. frugiperda, ocorre também uma maior mortalidade das lagartas
neonatas em plantas fertilizadas com Si, o que deve contribuir para reduzir os niveis de
infestacdo pela S. frugiperda em comparacéo com areas ndo fertilizadas com Si.

Lagartas de 3° instar de S. frugiperda foram menos suscetiveis que neonatas as defesas
induzidas pelo acumulo de Si na planta de milho, ja que ndo houve mortalidade nos ensaios.
Apesar disso, lagartas de 3° instar de S. frugiperda tiveram um menor ganho de peso quando
alimentadas em plantas fertilizadas com Si em relacéo as lagartas do controle (Figura 6). Esta
aparente ineficiéncia em converter o alimento ingerido em massa corporal também foi
relatada para outros lepidopteros, como Eldana saccharina Walker, 1865 (Lepidoptera:
Pyralidae) (KVEDARAS; KEEPING, 2007), Spodoptera exempta Walker, 1857
(Lepidoptera: Noctuidae) (MASSEY; HARTLEY, 2009) e Cnaphalocrocis medinalis
(Guenée, 1854) (Lepidoptera: Pyralidae) (HAN, et al., 2015).

A alta concentracdo de Si nas folhas pode aumentar o volume da dieta, visto que os
insetos ndo conseguem ingerir quantidades suficientes de nutrientes e agua (PETERSON;
SCRIBER; COORS, 1988), levando a um aumento da taxa de consumo alimentar em funcéo
da ma qualidade da dieta. Contudo, ndo foi observado diferenca significativa na area foliar
consumida por lagartas de primeiro instar de S. frugiperda em plantas de milho fertilizadas ou
ndo com Si, evidenciando a capacidade limitada deste inseto em aumentar a taxa de consumo
em funcdo de uma dieta de ma qualidade, resultados congruentes com os estudos de Lee et al.
(2003) e Massey e Hartley (2009).

Esses efeitos deletérios da fertilizacdo do milho com o Si nas lagartas de S. frugiperda
devem ser resultantes do acumulo do préprio mineral na folha, que aumenta a resisténcia
fisica da planta contra herbivoros, e da interacdo do Si com a rota do AJ (YE et al., 2013),
que resultam em defesas quimicas com propriedades antibidticas (BOWLES, 1990; STOUT;
WORKMAN; DUFFEY, 1994; GOMES et al., 2008; RANGER et al., 2009) e que reduzem a
qualidade nutricional dos alimentos e digestibilidade (FELTON; DUFFEY, 1990; FELTON,;
SUMMERS; MUELLER, 1994).
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Além das defesas diretas, a fertilizacdo com Si alterou as defesas indiretas da planta de
milho, o que da suporte a interacdo do Si com a rota do AJ (GOMES et al., 2005; YE et al.,
2013), visto que a emissdo de volateis induzidos pela herbivoria sdo, na maior parte,
derivados de rotas moduladas por esse fitohormonio (WASTERNACK; HAUSE, 2013).

Em olfatometria, o predador, O. insidiosus, preferiu a mistura de volateis de plantas que
continham sua presa (lagartas neonatas de S. frugiperda) frente a plantas ndo infestadas,
independentemente do regime de Si (Figura 7). Ja era esperado que o predador fosse atraido
pelos volateis da planta infestada sem a fertilizacdo com o Si (CARVALHO; BUENO;
CASTANE, 2011). Mas, devido a caréncia de estudos do efeito do Si sobre as defesas
indiretas das plantas, era possivel que a fertilizacdo com Si ativasse as defesas induzidas nas
plantas ndo infestadas de modo que o predador fosse atraido por essas plantas e o Si tivesse
um impacto negativo na localizacdo da presa. Essa hipotese foi descartada, pois o predador
ndo discriminou entre a planta ndo infestada fertilizada com Si vs. ar limpo. Por outro lado, o
acumulo de Si na planta aumentou a atratividade dos volateis induzidos pela herbivoria, ja que
O. insidiosus preferiu a emissdo de plantas fertilizadas e infestadas frente a plantas néo
fertilizadas e infestadas. Esta maior atratividade da emissdo de volateis da planta fertilizada
com Si deve ser resultante da interacdo sinérgica do Si com a rota do AJ (Ye et al., 2013), ja
que a magnitude da injuria foliar pelas neonatas foi similar em plantas fertilizadas ou nédo
fertilizadas.

O aumento da atratividade das plantas infestadas com as presas para o predador € mais
um efeito benéfico, sob o ponto de vista aplicado, da fertilizacdo de plantas com Si. Alguns
estudos mostram que a fertilizacgdo com Si aumenta o parasitismo e a predacdo de
lepidopteros (KVEDARAS et al., 2010; LIU et al.,, 2017), mas, pouco se sabe sobre o
mecanismo responsavel por esse incremento no controle bioldgico. Recentemente, Liu et al.
(2017) demonstraram efetivamente que o aumento do parasitismo em plantios fertilizados
com Si deve-se a alteracGes sutis em proporcdes de alguns compostos na mistura de volateis
induzidos pela herbivoria que sdo modulados pela via do AJ. Nesse estudo, os autores
verificaram que a fertilizacdo com Si ndo tem efeito em plantas mutantes com genes sensiveis
ao AJ silenciados, demonstrando como a interacdo entre Si e AJ é importante na expressao de
defesas contra herbivoros.

Dessa maneira, 0 presente estudo indica que o uso do Si como indutor de resisténcia
contra pragas deve ser mais vantajoso do que se acreditava, pois a fertilizacdo com Si deve
reduzir a colonizagdo e a infestac&o inicial pela lagarta-do-cartucho em areas de milho (Figura

8). De acordo com os resultados apresentados, as fémeas de S. frugiperda devem depositar um
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namero reduzido de ovos em plantas fertilizadas com Si. Apés a eclosdo das neonatas, parte
delas ird morrer devido a resisténcia direta da planta induzida pelo Si. Se houver inimigos
naturais dos estagios iniciais de S. frugiperda, como O. insidiosus, na area, haverad uma
reducdo ainda maior da populacdo de lagartas neonatas devido ao recrutamento desses
inimigos pelos VPIH das plantas fertilizadas com Si e infestadas. Espera-se, ainda, que 0s
individuos de S. frugiperda sobreviventes e que atinjam a maturidade sexual reproduzam-se
menos, ja que a alimentacdo em plantas fertilizadas com Si reduz a fecundidade das fémeas
(ALVARENGA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018). Todos esses efeitos do acumulo do
Si na planta sobre a biologia e 0 comportamento do inseto devem reduzir a infestacdo inicial
de S. frugiperda em éareas de milho, além de manter a densidade populacional em niveis
baixos de modo que ndo haja danos econdmicos as lavouras. Estudos, em campo, devem
avaliar a potencialidade da fertilizacdo do Si integrado ao controle bioldégico em controlar a
populacdo de S. frugiperda a um nivel que ndo cause dano econémico a cultura do milho e
que reduza a dependéncia do controle quimico. Além disso, os resultados desse estudo abrem
caminhos para novas investigacfes sobre quais sdo 0S mecanismos responsaveis pela nao
preferéncia de fémeas de S. frugiperda por plantas fertilizadas com o Si (aspectos tateis e/ou
quimicos volateis), e as modificagdes na emissdao de VPIH das plantas de milho fertilizada

com Si que aumentam a atratividade do terceiro nivel trofico.
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FIGURAS

Figura 1- Experimentos de defesa direta da planta de milho fertilizada, ou ndo, com o Si contra
Spodoptera frugiperda. Preferéncia de oviposigdo de S. frugiperda (A), Consumo foliar por lagartas
de 1°instar de S. frugiperda (B), Ganho de peso de lagartas de 3° instar de S. frugiperda (C).
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Figura 2- Contetdo de Silicio translocado na parte aérea (mg/Kg) (média + erro padrdo) de plantas de

milho ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Si (Si+).
** diferenca significativa em 1% de acordo com o teste t de Student.
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Figura 3- Preferéncia de oviposicdo de Spodoptera frugiperda em plantas de milho ndo fertilizadas
(Si-) e fertilizadas com Si (Si+). NUmero total de massa de ovos/planta (média * erro padrdo) (A),
Numero total de ovos por planta (média * erro padréo) (B).

* diferenca significativa em 5% de acordo com o teste de modelos lineares generalizados (generalized
linear models — glm) com distribuicdo quasipoisson, *** diferenca significativa em 0,1% de acordo
com o teste de modelos lineares generalizados (generalized linear models — glm) com distribuicéo
quasipoisson.
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Figura 4- Mortalidade de lagarta de 1° instar de Spodoptera frugiperda (média + erro padrdo) em
plantas de milho ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Si (Si+).
** diferenca significativa em 1% de acordo com o teste t de Student.
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Figura 5- Consumo foliar por lagartas de 1° instar de Spodoptera frugiperda (média + erro padrdo cm?)
em plantas de milho n&o fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Si (Si+).
n.s ndo significativo.
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Figura 6- Ganho de massa seca de lagartas de 3° instar de Spodoptera frugiperda (média + erro
padrdo mg) em plantas de milho ndo fertilizadas (Si-) e fertilizadas com Si (Si+).

*** diferenga significativa em 1% de acordo com o teste de modelos lineares generalizados
(generalized linear models — glm) com distribuicdo gamma.
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Figura 7- Preferéncia olfativa de Orius insidiosus frente aos volateis da planta de milho. As fontes de
odor consistiram em: (i) planta intacta ndo fertilizada (Si-) versus ar limpo; (ii) planta intacta
fertilizada (Si+) versus ar limpo; (iii) planta Si- e infestada por Spodoptera frugiperda versus planta
Si-; (iv) planta Si+ e infestada por S. frugiperda versus planta Si+; (v) planta Si- versus planta Si+; (vi)
planta Si+ e infestada por S. frugiperda versus planta Si- e infestada por S. frugiperda. Os graficos de
pizza a direita representam proporcdes de insetos “ndo resposta” (sem escolha: branco) e insetos
responsivos (escolha: cinza). As imagens das lagartas representam os tratamentos infestados pelas
lagartas neonatas de S. frugiperda.

* diferenca significativa em 5% de acordo com o teste binomial, ** diferenca significativa em 1% de
acordo com o teste binomial; n.s ndo significativo; n nimero de repeticoes.
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Figura 8- Fémeas de Spodoptera frugiperda preferem ovipositar em plantas de milho n&o fertilizadas
com Si (Si-). Apo6s a eclosdo das neonatas, parte delas ird morrer devido a resisténcia direta da planta
induzida pelo Si (planta Si+). As lagartas sobreviventes nas plantas Si+ tém maior probabilidade de
serem predadas por Orius insidiosus, que prefere os volateis induzidos pela herbivoria emitidos pelas
plantas Si+. Esses resultados indicam que o nivel de infestagdo por S. frugiperda em areas fertilizadas
com Si serd menor que em areas nao fertilizadas devido as defesas diretas e indiretas da planta de
milho.
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ANEXO B- Andlise de solo- Silicio
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