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RESUMO

A lagarta-militar Spodoptera frugiperda é considerada a principal praga desfolhadora do milho
no Brasil e outros paises, como a Africa e a Asia. Estudos demonstraram que plantas fertilizadas
com silicio (Si) apresentam aumento de resisténcia a insetos-praga devido ao endurecimento da
parede celular, ativacdo de enzimas antioxidantes e expressdo de genes e metabolitos
secundarios. No entanto, ha controvérsias a respeito dos efeitos promovidos pelo Si quanto a
resisténcia das plantas, levando a debates se os efeitos seriam de inducdo de resisténcia; ou
inducdo de memoria imune. Outra abordagem € se a aplicacdo de Si poderia induzir maior
tolerancia as plantas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os efeitos do Si quanto a indugédo
de resisténcia, de memoria imune e de tolerdncia em um hibrido e uma variedade crioula de
milho a sua principal praga, S. frugiperda. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2
X 2 X 2 (com ou sem Si x com ou sem herbivoria x hibrido ou variedade crioula), formando com
as combinagdes 8 tratamentos e 15 repeti¢Oes, utilizando plantas em vasos em casa de
vegetacdo. A dose de Si (4cido silicico a 1%) utilizada foi proporcional a 2 t ha't, aplicada nas
plantas no estadio V2. Quando as plantas atingiram V3, duas lagartas neonatas de S. frugiperda
foram infestadas no cartucho das plantas nos tratamentos atribuidos com herbivoria. Apos 5-7
dias, as plantas em V4 foram reinfestadas com uma lagarta de 4° de instar que foram mantidas
na planta até atingirem V5. Posteriormente, as plantas de cada tratamento foram divididas em
4 grupos para as avaliacBes: 1) massa seca da parte aérea e sistema radicular, altura de plantas
e indice relativo de clorofila; 2) atividades das enzimas SOD, CAT e APX, H20, e MAD; 3)
efeitos induzidos sobre o peso e consumo foliar de lagartas neonatas; e 4) determinagéo da nota
de injuaria com base na escala de Davis. Houve reducdo nas notas de injdria apenas em plantas
com Si submetidas a herbivoria. A variedade crioula apresentou notas de injuria menores que
0 hibrido. O ganho de peso larval foi menor nas plantas crioulas com Si e herbivoria. Maior
massa seca das raizes foi observada no genétipo crioulo com Si e sem herbivoria. As plantas da
variedade crioula tiveram maior peso da parte aérea do que o hibrido somente com herbivoria.
A fertilizacdo das plantas com Si aumentou as concentra¢@es de H20.. No genotipo crioulo as
maiores atividades da APX ocorreram com aplicacdo de Si e sem herbivoria, e as da CAT e
SOD nas condigdes com Si e sem herbivoria ou com herbivoria e sem Si. Os efeitos de inducéo
de resisténcia, inducdo de memdria imune e tolerancia podem ocorrer de forma conjunta e
utilizados pela planta como mecanismos de defesa & herbivoria. Além disso, os resultados
sugerem que os efeitos do Si sdo potencializados pela herbivoria, afetando negativamente o
crescimento das lagartas e reduzindo a injaria na variedade crioula. A variedade crioula pode
possuir mecanismos especificos de resisténcia e tolerancia induzidas.

Palavras-chave: Ativador. Elicitor. Tolerancia induzida. Bioestimulante.



ABSTRACT

The fall armyworm Spodoptera frugiperda is considered to be the major defoliating pest of
maize in Brazil and other countries, such as Africa and Asia. Studies have already shown that
plants fertilized with silicon (Si) show increased resistance to insect pests due to the hardening
of cell walls, activation of antioxidant enzymes, and expression of genes and secondary
metabolites. However, there are controversies regarding the effects promoted by Si regarding
the resistance of plants, leading to debates about whether the effects would be resistance-
inducing; or induction of immune memory. Another approach is whether Si application could
induce greater tolerance to plants. This work aimed to characterize the effects of Si as to
resistance induction, priming of immune memory, and tolerance in a hybrid and a landrace
variety of maize against the major pest S. frugiperda. The experiment was carried out in a 2 X
2 x 2 factorial (with or without Si x with or without herbivory x hybrid or landrace variety),
forming with the combinations 8 treatments and 15 repetitions, using potted plants in a
greenhouse. The dose of Si (1% silicic acid) used was proportional to 2 t ha™* and was applied
to plants at V2 stage. When the plants reached V3, two neonates of S. frugiperda were infested
in the plants” whorls in the treatments assigned with herbivory. After 5-7 days, plants at V4
were reinfested with a 4th instar larva that remained in the plant until V5. Next, plants of each
treatment were divided into 4 groups for assessments of: 1) dry mass of the aerial part and root
system, plant height, and relative chlorophyll index; 2) activity of the enzymes SOD, CAT, and
APX, H>O2 and MAD; 3) induced effects on the weight and leaf consumption of newborn
caterpillars; and 4) determination of the injury score based on the Davis scale. There was a
reduction in injury scores only in plants with Si and subjected to herbivory. The landrace variety
showed lower injury scores than the hybrid. Larval weight gain was lower in landrace plants
with both Si and herbivory. Greater root dry matter was achieved in the landrace with Si and
without herbivory. Landrace plants showed greater weight of the aerial part than the hybrid
with herbivory only. Si fertilization to plants increased H20. concentrations. In the landrace
variety higher activities of APX occurred with Si application and without herbivory, and of
CAT and SOD in conditions with Si and without or with herbivory and without Si. The effects
of resistance induction, priming of immune memory, and tolerance can occur jointly and be
used by the plants as defense strategies against herbivory. In addition, the results suggest that
Si effects are enhanced by herbivory, negatively affecting growth of larvae and reducing injury
in the landrace variety. The landrace variety should have specific mechanisms of induced
resistance and tolerance.

Keywords: Primer. Elicitor. Induced tolerance. Biostimulant.
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1  INTRODUCAO

A lagarta-militar Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) €
considerada a principal praga desfolhadora do milho no Brasil (CRUZ et al., 2008; LIMA
JUNIOR,2012). Nos Gltimos anos, tem se tornado uma nova espécie invasora na Africa
Ocidental e Central, onde os primeiros surtos foram registrados no inicio de 2016. Essa
praga tem sido também relatada mais recentemente em paises da Asia (GOERGEN et al.,
2016; SHYLESHA et al., 2018; JING et al., 2019; ZHANG et al., 2019). A presenca de
hapldtipos distintos coletados em amostras de milho na Nigéria e S80 Tomé sugere a
introdugdo dessa espécie no continente africano, ameacando a seguranca alimentar de
milhGes de pessoas. As perdas no rendimento da cultura nesses paises variam de 8,3 a
20,6 toneladas por ano (GOERGEN et al., 2016; DAY etal., 2017), e assim, S. frugiperda
tem se tornado uma praga que ameaca a seguranca alimentar nesses paises em
desenvolvimento, necessitando de estratégias efetivas para seu controle.

Osilicio (Si) é um elemento gue esta presente naturalmente no solo na maior parte
em formas ndo assimilaveis, e em menor parte encontrado na forma de &cido silicico
(H2Si0s4), 0 qual € facilmente absorvido pelas plantas (EPSTEIN, 1994). Embora néo seja
considerado um nutriente essencial para as plantas, quando o Si se encontra disponivel na
solucdo do solo nessa forma pode ser facilmente absorvido pelas raizes das plantas,
desempenhando importante funcdo no crescimento, nutricdo, e resisténcia mecanica a
doencas fangicas, herbivoria por insetos e a condi¢cdes quimicas do meio (EPSTEIN,
1994; MA; YAMAIJI, 2006; KVEDARAS et al., 2007; REYNOLDS et al., 2016). Devido
aos efeitos negativos contra os insetos, a fertilizacdo das plantas com Si pode ser
considerada uma alternativa eficiente e viavel em programas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP) (MARSCHENER, 1995; EPSTEIN, 1999).

Estudos ja demonstraram que plantas fertilizadas com Si apresentaram aumento
de resisténcia contra insetos mastigadores, incluindo lagartas de S. frugiperda
(GOUSSAIN etal., 2002; KVEDARAS et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2017) devido
a silicificacdo (SiO2) da parede celular vegetal, o que a torna endurecida e dificulta a
alimentacdo dos insetos nas folhas (DATNOFF; SNYDER; KORNDORFER, 2001).
Dessa forma, a aplicacdo de Si na cultura do milho pode aumentar a resisténcia da planta
ao ataque da sua principal praga, S. frugiperda (SANTOS, 2011; OLIVEIRA etal., 2017).

Além desse efeito, o Si pode atuar como elicitor dos processos de resisténcia induzida,



estimulando atividades de enzimas e metabolitos envolvidos nos processos de defesa de
plantas (DIXON et al., 1994; FAWE et al., 2001; GOMES et al., 2005).

Os mecanismos de resisténcia das plantas atuam em reposta aos diversos tipos de
estresses a que estdo constantemente expostas, seja ele bidtico ou abidtico (WALTERS;
HEIL, 2007; BORGES et al., 2017). Os mecanismos de resisténcia podem ser
classificados como constitutivos ou induzidos, podendo estar constantemente presentes
na planta ou serem induzidos ap6s uma condicao de estresse, respectivamente (BORGES
et al., 2017). A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como o perdxido de
hidrogénio (H202), decorrente do estresse sofrido pelas plantas, por exemplo devido a
herbivoria de insetos, ativa uma série de mecanismos de defesa, onde enzimas
antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (APX)
sdo de grande importancia na manutencéo do balanco das ERO. Ja foi demonstrado que
enzimas antioxidantes sao mais ativadas em plantas fertilizadas com Si (YANG et al.,
2017).

Entre os mecanismos de resisténcia induzida, o priming (= preparacao, ativacao)
consiste na inducdo de memdria imune ou estado de alerta nas plantas (BORGES et al.,
2017). E um processo no qual ha uma preparacéo ou ativacao das respostas de defesa das
plantas, permitindo que atuem de forma mais réapida e eficiente em casos de ameacas
futuras (FROST et al., 2008). Apds o primeiro sinal de estresse, a planta reconhece e
armazena essa informacdo e se prepara caso seja submetida novamente as condigdes
adversas (BORGES et al., 2017). Assim, as respostas induzidas de defesa, incluindo
resisténcia induzida e de memoria imune, condicionadas ap6s um estimulo inicial
representa um tipo de resposta imunoldgica, permitem que a planta utilize as informacdes
armazenadas de estresse e que podem ocasionar alteracBes na codificacdo de genes,
mantendo seus mecanismos de defesa ativados para combater ataques futuros (MAUCH-
MANI et al., 2017).

Outra estratégia de defesa das plantas além da resisténcia é a tolerancia
(STENBERG; MUOLA, 2017). A tolerancia é definida como a capacidade da planta em
suportar as injurias causadas por um inseto, sem afetar significativamente seu crescimento
e producdo (PETERSON et al., 2017). Além disso, a tolerancia nao exerce efeito negativo
sobre a biologia ou comportamento de alimentacéo ou oviposi¢do dos insetos, e envolve
a expressdo de caracteristicas da planta que conferem a capacidade de mitigar o impacto
negativo causado pelas injurias da praga (CHEN et al., 2015).



A aplicacdo de Si pode favorecer o crescimento e desenvolvimento das plantas
(EPSTEIN, 1994). Plantas fertilizadas com Si apresentam maiores teores de clorofila,
além de tornar as folhas mais endurecidas e eretas, favorecendo maior penetracédo de luz,
e consequentemente maior taxa fotossintética da planta (MARSCHNER, 1995;
NASCIMENTO et al., 2017). Além disso, o Si melhora a absorcao de fosforo pela planta
e aumenta a tolerancia a toxidez por Al, Mn, Fe, dentre outros nutrientes (TISDALE et
al., 1993).

Atualmente, h& debates a respeito dos efeitos promovidos pelo Si quanto ao
aumento de resisténcia das plantas, levando a questionamentos se os efeitos seriam de (i)
inducdo de resisténcia, condi¢do onde as plantas teriam maior nivel de resisténcia com
aplicacdo por si s6 de Si; ou se estariam relacionados a (ii) inducdo de memdria imune
(priming), onde respostas induzidas seriam ativadas em maiores niveis apenas apos o0
ataque da praga em plantas fertilizadas com Si (WALTER; NEWTON; LYON, 2014;
NASCIMENTO et al., 2017). Outra abordagem (iii) € se a aplicagdo de Si poderia induzir
maior vigor e tolerdncia as plantas, resultando em maior crescimento vegetativo e
consequentemente producdo. Além disso, € hipotetizado que uma resposta mista
envolvendo todos esses efeitos e de forma dependente entre si também possa ocorrer.

O milho é uma graminea que apresenta alta capacidade de acumular o mineral Si
(MARSCHENER, 1995; EPSTEIN, 1999). Alguns relatos demonstraram leves efeitos
negativos da aplicacdo de Si no milho contra S. frugiperda, mas nenhum deles avaliou se
os efeitos do Si interagem com a herbivoria de insetos em diferentes genétipos de milho,
que apresentam variaveis niveis de diversidade genética por terem sido mais ou menos
melhorados, como variedade crioula e hibrido. A caracterizacdo e o conhecimento dos
efeitos induzidos de resisténcia, memoria imune e tolerancia por Si podera auxiliar no
melhor posicionamento da aplicacdo do mineral em programas de MIP visando atenuar

0s danos causados por S. frugiperda na cultura do milho.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os efeitos da aplicacdo de Si quanto a inducdo de resisténcia, de
memaria imune e de tolerancia em um hibrido e em uma variedade crioula de milho a

lagarta-militar S. frugiperda.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos da aplicacdo de Si na presenca ou auséncia de herbivoria em
um hibrido e uma variedade crioula de milho no desempenho larval de S. frugiperda;

b) Avaliar os efeitos da aplicacdo de Si no crescimento de plantas de um hibrido
e uma variedade crioula de milho na presenca ou auséncia de herbivoria;

c) Avaliar os efeitos da aplicacdo de Si na presenca ou auséncia de herbivoria no
acumulo foliar de Si, estresse oxidativo e metabolismo antioxidante de plantas de um

hibrido e uma variedade crioula de milho.



3  HIPOTESES

a) Os efeitos induzidos da aplicacdo de Si em plantas de milho sobre o
desempenho larval de S. frugiperda sé&o mais acentuados na presenca de herbivoria e na
variedade crioula;

b) Plantas de milho fertilizadas com Si apresentam maior vigor e tolerancia a S.
frugiperda, e os efeitos sdo maiores na variedade crioula;

c) Plantas de milho fertilizadas com Si apresentam maiores atividades das enzimas
antioxidantes e menor estresse oxidativo, e os efeitos s&o mais acentuados na presenca da

herbivoria por S. frugiperda na variedade crioula.



4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Silicio

O silicio (Si) € um elemento que esta presente naturalmente no solo na maior parte
em formas ndo assimilaveis, e em menor parte encontrado na forma de &cido silicico
(H4SiOs4), 0 qual é facilmente absorvido pelas plantas. Apos absorgéo, € translocado e
depositado como silica amorfa insoltvel (SiO2.nH20) logo abaixo da cuticula, formando
uma dupla camada silicio-cuticula que confere resisténcia a diversos fatores abidticos e
bidticos, como por exemplo ao ataque de insetos pragas (MA; YAMAJI, 2006).

Esse mineral ndo é considerado um nutriente essencial para as plantas; portanto,
ndo estd incluso nas formulagdes de nutrientes comumente utilizados. Porém, o Si quando
disponivel as plantas desempenha funcdo no seu crescimento, nutricdo mineral, e
resisténcia mecanica a doengas fungicas, herbivoria por insetos, e condi¢bes quimicas do
meio (EPSTEIN, 1994; KVEDARAS et al., 2007; REYNOLDS et al., 2016). Os solos
brasileiros, que sdo caracterizados como altamente intemperizados, juntamente com o
cultivo em sucessao de culturas, apresentam baixas concentragdes de Si(OH)4 na solugéo
do solo. Assim, ha necessidade de reposicdo desse mineral atraves de adubacGes para
esses efeitos benéficos (LIMA FILHO; LIMA; TSAI, 1999).

O teor de Si nas plantas varia de aproximadamente 0,1% a 10% de massa seca,
podendo ser encontrado nos grdos e também concentrado nos tecidos de sustentacdo da
planta, como caule e folhas. A determinacdo da concentracdo de Si nas plantas as
classifica em acumuladoras, intermedidrias, e ndo acumuladoras de Si; essa classificacdo
é feita a partir das analises da relacdo molar Si:Ca encontrada nos tecidos. Em razdes
acima de 1,0 as plantas sdo consideradas acumuladoras; entre 0,5 e 1,0, intermediarias; e
menor que 0,5, ndo acumuladoras (MA; MIYAKEY; TAKAHASHI, 2001). Novos
estudos estdo sendo feitos para caracterizar as plantas como acumuladoras e néo
acumuladoras de Si com base nas caracteristicas moleculares especificas; como por
exemplo, a presenca de canais de proteinas intrinsecas do subgrupo das aquaporinas, o
que permite fazer uma associacéo direta entre a capacidade de uma planta absorver Si e
a presenca de aquaporinas (COSKUN et al., 2019).

A aplicacdo de Si pode ser considerada uma alternativa viavel em programas de

Manejo Integrado de Pragas, principalmente quando aplicados em gramineas (Poaceae),



decorrente da alta capacidade que estas possuem em acumular o mineral
(MARSCHENER, 1995; EPSTEIN, 1999). Pesquisas realizadas tém demonstrado que
quando estas plantas sdo tratadas com Si, apresentam resisténcia a insetos mastigadores
(GOUSSAIN et al., 2002; KVEDARAS et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2017). A
silicificacdo da epiderme torna a parede celular vegetal endurecida, dificultando a
penetracdo do aparelho bucal dos insetos nas folhas, afetando sua alimentagéo
(DATNOFF; SNYDER; KORNDORFER, 2001). A aplicacdo de Si na cultura do milho,
por exemplo, pode aumentar a resisténcia das plantas ao ataque da sua principal praga, a
lagarta-do-cartucho S. frugiperda (SANTOS, 2011; OLIVEIRA et al., 2017).

O Si também pode atuar como um elicitor dos processos de resisténcia induzida,
levando a inducdo de respostas de defesa na planta, as quais podem ser tanto de carater
morfoldgico quanto fisiologico (DIXON et al., 1994; FAWER et al., 2001; REYNOLDS
et al., 2009; ALHOUSARI; GREGER, 2018). Além disso, a aplicacdo de Si pode
estimular as atividades de enzimas relacionadas a defesa das plantas (DIXON et al.,
1994), desencadeando aumentos significativos nas atividades das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase (GOMES et al., 2005; RAHMAN et al.,
2015; REYNOLDS et al., 2016; ALHOUSARI; GREGER, 2018). O Si também ¢é
responsavel pela inducdo da producdo e acimulo de metabdlitos secundarios, como
flavonoides e outras fitoalexinas que atuam na defesa das plantas (FAWE et al., 1998).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) decorrente do estresse bidtico
sofrido pelas plantas ativa uma série de mecanismos de defesa. Aumentos nas
concentragcfes de malondialdeido (MAD) e perédxido de hidrogénio (H202), compostos
utilizados como indicativos de estresse oxidativo, foram observados por Yang et al.
(2017) em plantas de arroz submetidas a aplicacdo de Si e atacada por insetos. Durante
esse processo, enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
e peroxidase (APX) sdo importantes na manutencdo do balanco de ERO intracelular,
sendo mais ativadas em plantas fertilizadas com Si (YANG et al., 2017). Dessa forma,
verificou-se que o Si atua na remocao de espécies reativas de oxigénio através da maior
expressdo das atividades de enzimas antioxidantes (ALHOUSARI; GREGER, 2018).

O 4cido silicico é encontrado em plantas atuando como ativador de enzimas que
eliminam ERO como o H20;, incluindo as enzimas CAT e APX. A aplicacdo de Si
aumenta as concentracdes de H>O> na planta, atuando como um sinal na regulacdo da
ativacao de genes que codificam enzimas e proteinas envolvidas na tolerancia ao estresse
oxidativo, seja ele bidtico ou abidtico (KUZNIAK; URBANEK, 2000). As ERO podem



causar danos oxidativos ao DNA, proteinas e alguns componentes da parede celular,
como lipidios (APEL; HIRT, 2004; LOBO et al., 2010; TRIPATHI et al., 2017) Portanto,
a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio consiste em um mecanismo de grande
importancia para as plantas conseguirem lidar com situacdes de estresse (SHARMA et
al., 2012; BAXTER et al., 2014; DAS; ROYCHOUDHURY, 2014). As ERO podem
causar diversos danos irreversiveis a fotossintese das plantas, pois interferem na fixacéo
de CO2 (FOYER; SHIGEOKA, 2010); porém, em baixas concentragdes apresentam
grande potencial como molécula sinalizadora de defesa. Por exemplo, o H2O2 em baixas
concentracdes atua como mensageiro na sinalizacao celular (MAFFEI et al., 2007).

Em trabalho realizado com aplicacdo de Si em milho, Alvarenga et al. (2017) nao
observaram diferengas significativas na sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda
alimentadas com plantas de milho fertilizadas com Si, nem notaram diferencas
significativas na duracdo do periodo de pupa. Entretanto, em insetos adultos o nimero de
ovos foi significativamente reduzido nas fémeas oriundas de larvas que se alimentaram
de plantas fertilizadas com Si. Nataren et al. (2017) observaram redugéo na desfolha
causada por S. frugiperda de acordo com o aumento da dose de Si aplicado via solo em
plantas de milho. Estudos realizados com outras gramineas como o arroz e a aplicacdo de
Si demonstram efeitos negativos do Si em alguns parametros bioldgicos de S. frugiperda.
Entretanto, tais efeitos s&o observados somente na fase adulta do inseto, e nenhum efeito
sobre a sobrevivéncia na fase larval (NASCIMENTO et al., 2017).

4.2 A cultura do milho

O milho, Zea mays (Linnaeus, 1753), € uma planta da familia Poaceae, originada
da América Central, especialmente do México. Passou a ser domesticada pelo homem ha
cerca de 9 mil anos, o que fez com que perdesse a capacidade de sobreviver por si s6 na
natureza (PARTENIANI et al., 2000). E um dos cereais mais produzidos no Brasil devido
a sua utilizacdo como matéria-prima para a producao de ragdo animal (CALDARELLI et
al., 2012).

O milho € caracterizado por ser uma planta robusta e ereta, medindo em média de
1 a 4 metros de altura (MAGALHAES et al., 2002). Apresenta exigéncia de 600 mm de
agua durante todo o seu ciclo de desenvolvimento, e temperatura ideal entre 24 e 30°C
(CRUZ et al., 2006). Todas as plantas de milho seguem um mesmo padrédo de crescimento

desde a emergéncia até a maturacdo fisioldgica, porém, o intervalo de tempo entre o0s



estagios fenoldgicos podem variar entre diferentes genotipos, ano agricola, data e local
de plantio (MAGALHAES et al., 2002).

A fenologia da planta de milho é dividida em estadios vegetativos (V) e
reprodutivos (R). Os estadios vegetativos sdo subdivididos em V1, V2, V3, até Vi, em que
“n” representa a ultima folha emitida antes do pendoamento. O primeiro e o Ultimo
estadios vegetativos séo classificados como Ve e Vr, referindo-se & emergéncia e ao
pendoamento da planta, respectivamente. Os estadios reprodutivos sdo designados de R:
a R, que tem inicio com a polinizacio até o desenvolvimento dos grios (MAGALHAES
etal., 2002).

O Brasil é considerado o terceiro maior produtor mundial de milho, alcancando
aproximadamente 17,5milhdes de hectares plantados (CONAB, 2020). A producdo de
milho se encontra concentrada nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais, e 0s
maiores produtores sdo os estados do Mato Grosso, Parana, Goias, e Minas Gerais,
responsaveis por cerca de 65% da producéo nacional (CONAB, 2018). A cadeia produtiva
do milho é uma das mais importantes para o agroneg6cio brasileiro; € considerada a
segunda cultura de maior importancia na producéo de gréos, com producédo estimada em
98,7 milhdes de toneladas para a safra de 2019/2020 (CONAB, 2020), perdendo apenas
para a soja (CALDARELLI et al.,, 2012; IMEA, 2015), o que demonstra o grande
destaque dessa cultura ao Brasil (CALDARELLI et al., 2012).

Em algumas regiGes do pais, a semeadura do milho é realizada em épocas
diferentes do ano visando a producdo de grdos em duas safras; consequentemente, sdo
conhecidos como milho de primeira safra e milho de segunda safra ou “milho safrinha”.
A semeadura de primeira safra ocorre entre os meses de setembro e dezembro, e a colheita
entre 0s meses de janeiro e maio nas principais regides produtoras. A produtividade do
milho nessa época do ano costuma ser maior devido as melhores condicGes
climatoldgicas. O milho safrinha é mais produzido nas regides Centro-Oeste e no estado
do Parana, sendo a semeadura entre 0os meses de janeiro a margo, e a colheita de maio a
agosto. O cultivo do milho safrinha representa cerca de 67% da produgdo nacional
(IMEA, 2015; CONAB, 2018).

Existem diversas opcdes de populagdes de plantas que podem ser utilizadas para
a extracdo de linhagens para a produgéo de hibridos. A mais viavel é a utilizagdo de
hibridos simples comerciais, pois estes ja foram testados em varios ambientes, associando
dessa forma alta produtividade com algumas caracteristicas ja fixadas. Dessa forma, 0s

hibridos simples comerciais constituem germoplasmas prioritarios para a extracdo de
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linhagens em um programa de melhoramento genético, visto que ja foram extensivamente
melhoradas, acumulando varios alelos desejaveis (AMORIM; SOUZA 2005).

As variedades de milho crioulo foram cultivadas por sucessivas geragdes de
agricultores familiares e povos indigenas, as quais foram submetidas a selecdo de
caracteristicas importantes a producdo em cada safra, além de apresentarem bom
desempenho nas condi¢des ambientais em que séo cultivadas (FERREIRA et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2015). Nessas variedades h& grande variabilidade genética para
caracteres de adaptacdo a ambientes rusticos de cultivo, tais como deficiéncia hidrica,
escassez de nutrientes, excesso de acidez e alcalinidade (COIMBRA et al., 2010;
FERREIRA et al., 2015). As variedades crioulas de milho sdo menos produtivas que as
variedades comerciais, embora apresentem ampla estrutura genética (ANDRADE;
FILHO 2008). Portanto, essas populacdes de plantas sdo importantes fontes de
variabilidade na busca de genes responsaveis pela tolerancia ou resisténcia a fatores
bidticos e abidticos, que podem ser utilizados no melhoramento (ARAUJOS; NASS,
2002; SILVEIRA et al., 2015). No processo de selecdo das cultivares em programas de
melhoramento genético € realizada a avaliacdo de gendétipos em diferentes ambientes,
identificando quais sdo mais adaptados a condicGes ambientais especificas de cada
ambiente (CRUZ et al., 2004; GARBUGLIO et al., 2007; MENDONCA et al., 2007).

Alguns fatores abidticos podem afetar a producdo do milho, como a temperatura,
precipitacdo e radiacdo solar (IMEA, 2015). Além disso, outros fatores bidticos como o
ataque de insetos pragas tém provocado danos a cultura, ocasionando perdas irreversiveis
na producdo final. Dentre elas, a lagarta-do-cartucho S. frugiperda é responsavel por
causar perdas entre 20 a 40% da producdo (GALLO et al., 2002; ALVES et al., 2009;
EMBRAPA, 2016).

4.3 Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho ou lagarta-militar Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é a principal praga desfolhadora da cultura do milho,
causando perdas consideréaveis & producéo no Brasil (CRUZ et al., 2008; LIMA JUNIOR
etal., 2012). E uma espécie de habito polifago, e nativa de regides tropicais do continente
americano (CARVALHO et al., 2013). Spodoptera frugiperda foi reconhecida como
praga na cultura do milho em 1797 na Gedrgia. O primeiro surto da praga ocorreu em

1899 nos Estados Unidos, causando danos severos em diversas culturas. No Brasil, o
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primeiro relato de surto de S. frugiperda foi em 1964, ocasionando danos nas culturas do
milho, arroz e pastagens (CRUZ, 1995).

Spodoptera frugiperda é uma espécie holometabola, ou seja, seu desenvolvimento
apresenta as fases de ovo, larva, pupa e adulta (LUGINBILL, 1928). O adulto é uma
mariposa que mede cerca de 35 mm de envergadura, com coloracao pardo-escuro nas asas
anteriores e branco-acinzentada nas asas posteriores (CRUZ et al., 1983). A emergéncia
dos adultos geralmente ocorre durante a noite no outono, e pode ocorrer durante o dia na
primavera. Os adultos possuem habito noturno, e sua atividade comeca ao por-do-sol e
atinge o pico duas a quatro horas depois, quando as condi¢des de temperatura sdo mais
favoraveis. A longevidade dos adultos é em torno de 13 dias (CRUZ, 1995). Os adultos
apresentam dimorfismo sexual; os machos possuem manchas mais claras nas asas
anteriores, o que os diferencia das fémeas, enquanto as asas posteriores de ambos 0s sexos
sdo de coloracdo mais clara, circuladas por linhas marrons (CRUZ, 1995).

Os ovos sdo colocados em massas pelas fémeas em qualquer local da planta. O
namero de posturas é variavel, e pode chegar até 13 massas de ovos por fémea, de modo
gue uma Unica fémea pode depositar oito posturas em um dia (CRUZ, 1995). As massas
de ovos podem conter cerca de 30 a 300 ovos (KING; SAUNDERS, 1984).

Ao eclodirem, as larvas inicialmente se alimentam do coérion dos ovos, e em
seguida permanecem em repouso por duas a 10 horas antes de sairem em busca de
alimento. Posteriormente comecam a se alimentar dos tecidos da planta, fazendo a
raspagem das folhas, provocando o sintoma conhecido como “folha raspada”. Quando as
lagartas estdo desenvolvidas, conseguem fazer furos nas folhas, danificando-as
completamente, resultando na destruicdo do cartucho (GALLO et al., 2002;
CAMPANHA et al., 2012).

As lagartas completamente desenvolvidas medem cerca de 40 mm, com coloracgéo
variavel de pardo-escuro a verde-preta, com um aparente “Y” invertido na céapsula
cefalica, estrutura denominada sutura epicranial. A duragdo do periodo larval depende
das condicGes de temperatura, podendo durar de 15 a 21 dias (CRUZ et al., 1983;
SANTIAGO et al., 2008; SA et al., 2009). Durante a fase larval ocorrem seis ou sete
instares dependendo das condi¢es (LABRADOR, 1967), sendo divididos em dois
periodos: um periodo é ativo onde a lagarta se alimenta, e 0 outro em repouso, que ocorre
proximo a ecdise (CRUZ, 1995).

Ao final do periodo larval, a lagarta desce ao solo onde inicia o periodo de pupa.

Neste periodo a lagarta ndo se alimenta, e a fase pupal tem duracéo de 10 a 12 dias, nas
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épocas mais quentes do ano. O ciclo de vida de S. frugiperda tem duracdo média de 30
dias durante o verdo, e 50 dias no inverno (CRUZ et al., 1983; CRUZ, 1995).

A suscetibilidade das plantas de milho ao ataque da lagarta-do-cartucho €
diferente em cada estadio de desenvolvimento, visto que o estadio da planta mais
suscetivel é quando apresenta de oito a 10 folhas, em torno de 40 dias apds a semeadura
(CRUZ; TURPIN, 1982). Quando o ataque de S. frugiperda ocorre em plantas no estadio
inicial de desenvolvimento, pode ocorrer morte das mesmas, resultando na reducdo do
estande. Em plantas maiores, as injarias podem comprometer o desenvolvimento ao se
alimentarem do parénquima das folhas do cartucho, aléem dos gréos da espiga (CRUZ;
TURPIN, 1983; CRUZ et al., 1999; ROSA; BARCELOS,2012). Estima-se que 0s
rendimentos na produtividade do milho podem ser reduzidos em até 40% devido ao
ataque da lagarta-do-cartucho (EMBRAPA, 2016).

Quando o ataque de S. frugiperda ocorre nas espigas, as injurias sdo causadas na
sua base, constituindo uma porta de entrada para microrganismos patogénicos como
bactérias e fungos. Em casos mais severos podem provocar a queda da espiga (CRUZ,
1995). Injarias maiores sdo provocadas por lagartas de quinto e sexto instares, que podem
se alimentar do colmo, levando a quebra do mesmo (CRUZ, 1995).

O método de controle mais utilizado para S. frugiperda tem sido o quimico. No
entanto, seu uso frequente acarreta diversas consequéncias ao ambiente e aos inimigos
naturais presentes na area, além de proporcionar o surgimento de individuos resistentes.
Além disso, durante o estagio larval S. frugiperda apresenta o comportamento de se
alimentar e manter protegida dentro do cartucho das plantas de milho, o que faz com que
0 método de controle através da utilizacdo de inseticidas seja bastante limitado (WAQUIL
etal., 2013).

Outro método de controle que tem sido bastante utilizado sdo as plantas
transgénicas. Hibridos de milho Bt sdo plantas que foram modificadas geneticamente para
expressar genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner), com o intuito de protegé-
las contra a injuria de suas principais lagartas pragas (HUANG et al., 2010; FARIAS et
al., 2015). As culturas Bt tém sido amplamente plantadas nos ultimos anos devido aos
beneficios que trazem para os produtores, como a redugdo no uso de inseticidas, e
contribuicdo no aumento da producao de gréos (LI et al., 2018). Entretanto, a evolugédo
da resisténcia em populacgdes de S. frugiperda € uma das principais limitacGes para o uso
continuo de culturas Bt (FARIAS et al., 2015).
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Nos Gltimos anos, S. frugiperda tem se tornado uma espécie invasora na Africa
Ocidental e Central, onde os primeiros surtos foram registrados em 2016. A presenca de
hapldtipos distintos coletados em amostras de milho na Nigéria e S80 Tomé sugere a
introducdo dessa espécie no continente africano, ameacando a seguranca alimentar de
milhGes de pessoas. As perdas no rendimento da cultura nesses paises variam de 8,3 a
20,6 toneladas por ano (GOERGEN et al., 2016; DAY et al., 2017). Além disso, sua
ocorréncia também foi relatada pela primeira vez em 2018 no sul da Asia (SHYLESHA
etal., 2018)

A chegada de S. frugiperda na Africa fez com que diversos paises aplicassem
varios inseticidas diferentes nos campos de milho como medida de urgéncia a invaséo da
lagarta-do-cartucho (KUMELA et al., 2018) Entretanto, a maior parte dos pequenos
agricultores ndo podem pagar pelas pulverizacbes com inseticidas. Além disso, a alta
frequéncia de pulveriza¢Ges pode levar a selecdo de individuos resistentes as principais
classes dos inseticidas utilizados, aumentando os riscos para a saude humana devido a
falta de precaucdo e seguranca adotada no momento da aplicacdo, causando efeitos em
organismos nao alvo e riscos ao meio ambiente (DAY et al., 2017). Dessa forma, torna-
se necessaria a adocdo de uma programa de Manejo Integrado de Pragas que seja

adequada aos pequenos agricultores africanos (SISAY et al., 2018).

4.4 Memoria imune, inducdo de resisténcia e tolerancia

As plantas estdo constantemente expostas a condi¢cdes de estresse, devido a
alteracbes ambientais ou através do contato com diversos insetos pragas e
microrganismos patogénicos (WALTERS; HEIL, 2007). Para isso, as plantas
desenvolveram diversos mecanismos de defesa, atuando como constitutivos ou induzidos.
Os mecanismos de defesa constitutivos sdo aqueles que a planta produz constantemente,
ou seja, ndo depende de um agente estressor para sua ativacdo. Em contrapartida, os
mecanismos induzidos sdo decorrentes de algum tipo de estresse, de origem bidtica ou
abiotica, levando ao aumento na producao de compostos quimicos volateis e ndo volateis
que atuam nas defesas da planta (BORGES et al., 2017).

Priming (= preparacdo, ativagdo) € um processo que consiste na indugédo de
memoria imune ou estado de alerta em plantas expostas a um tipo de estresse (BORGES
et al., 2017). E um processo de ativacio das respostas de defesa das plantas para que

atuem de forma mais rapida e mais eficiente em casos de ameacas futuras (FROST et al.,
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2008). Sendo assim, a capacidade de defesa das plantas € potencializada com a indugéo
de genes especificos (MAUCH-MANI et al., 2017). No presente trabalho, o termo
priming foi utilizado como “indu¢do de memoria imune”, termo pouco semelhante a
“inducdo de memoria” utilizado por Borges et al. (2017).

Uma resposta de defesa efetiva depende da capacidade da planta em reconhecer o
mais rapido possivel a presenca ou ataque de determinado inseto. Para que essas respostas
de defesa sejam reconhecidas, € necessario que sejam iniciadas, por exemplo, apds a
alimentacdo de um inseto (MAFFEI et al., 2007). Dessa forma, apds o primeiro sinal de
estresse a planta armazena essa informacao e se prepara caso seja submetida novamente
as condigdes adversas (BORGES et al., 2017).

Os estimulos priméarios desencadeiam alteracGes diretas na planta, que sdo
extremamente importantes para 0 aumento de resisténcia. A memoria imune aos
estimulos de estresse, ou que sinalizam estresse iminente, proporciona baixos custos
metabolicos para a planta e melhor desempenho nas respostas induzidas de defesa caso
seja atacada novamente. A prépria presenca desses organismos ou de moléculas
produzidas por microrganismos associados podem atuar como estimulos primarios, e tais
moléculas podem ser de natureza peptidica, polissacaridica ou lipidica (BALMER et al.,
2015; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016; MAUCH-MANI et al., 2017).

Em relagdo a herbivoria, os estimulos podem ser de origem biol6gica ou mecéanica.
Os estimulos bioldgicos incluem secre¢fes orais, microrganismos associados a insetos,
padrdes moleculares associados a insetos e sinais de oviposicdo; os estimulos mecanicos
podem ser caracterizados pela acdo de insetos locomovendo-se sobre os tricomas. Além
disso, os compostos Vvolateis emitidos por plantas e induzidos por herbivoria tém sido
descritos como elicitores de memaria imune (priming), devido ao fato de serem utilizados
na sinalizacdo para as plantas vizinhas decorrente do ataque de insetos herbivoros
(FROST et al., 2008; MAUCH-MANI et al., 2017; ERB, 2018).

As mudancas que ocorrem na planta apoés o contato com um estimulo inicial
podem ser em nivel molecular, fisioldgico ou epigenético, e mantido durante sua vida til
ou transmitidas para geragdes seguintes. Dessa forma, as respostas da resisténcia induzida
apos um estimulo inicial representa um tipo de resposta imunoldgica das plantas,
permitindo-as que armazenem informacoes de situacdes de estresse, que a longo prazo
podem alterar a codificacdo de genes, permitindo assim manter seus mecanismos de
defesa preparados para ataques futuros (BRUCE et al., 2007; HILKER et al., 2016;
BORGES et al., 2017).
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A resisténcia induzida pode ocorrer através de mecanismos especificos, como a
utilizacdo de receptores de reconhecimento de padrfes (pattern recognition receptor,
PRR) que sdo capazes de reconhecer moléculas derivadas de patdgenos, denominadas de
padrdes moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs), padrGes moleculares associados a injurias (damage-associated molecular
pattern, DAMPs) e padrées moleculares associados ao herbivoro (herbivore-associated
molecular pattern, HAMPSs). (BOLLER; FELIX, 2009; THOMMA et al., 2011). A
inducdo de resisténcia em plantas pode ser considerada uma forma viavel para o controle
de insetos-praga, visto que as plantas podem possuir caracteristicas que as tornam mais
resistentes que outras plantas a determinados insetos, podendo ser utilizada
separadamente, ou em conjunto com outras taticas de controle do Manejo Integrado de
Pragas (SANTOS, 2011).

As plantas possuem diferentes mecanismos constitutivos e induzidos de defesa a
insetos, os quais sdo manifestados como resisténcia e tolerancia. A resisténcia pode ser
dividida em antibiose e antixenose (STENBERG; MUOLA, 2017). A antibiose tem um
efeito direto sobre a biologia do inseto, como por exemplo, na sobrevivéncia, taxa de
fertilidade e tempo de desenvolvimento. A antixenose se caracteriza pela nao preferéncia
do herbivoro a uma determinada planta hospedeira para alimentacdo, oviposicdo ou
abrigo. Por outro lado, a tolerdncia é uma estratégia de defesa na qual a planta é capaz de
suportar as injurias causadas pela praga, sem sofrer reducdo consideravel no
desenvolvimento e producdo, além de ndo exercer efeitos negativos sobre o inseto
(PETERSON et al., 2017).

A inducdo de resisténcia (antixenose e antibiose) envolve a ativacdo de
mecanismos de defesa existentes na planta, mas que se encontram latentes. Portanto, ndo
é controlada por um gene especifico (WALTERS; HEIL, 2007; CARVALHO, 2012).
Assim, logo apds serem atacadas por insetos, as plantas suscetiveis podem promover
maior resisténcia para que consigam se defender melhor (WALTERS; HEIL, 2007).
Compostos secundarios como alcaloides, benzoxazinoides, glucosinolatos e terpenoides
sdo compostos produzidos pelas plantas constitutivamente ou induzidos por herbivoria e
gue sao tdxicos aos insetos (MITCHELL et al., 2016).

Para que a resisténcia seja induzida as plantas precisam ser primeiramente
atacadas, permitindo que o organismo infestante se desenvolva, pois a expressao de genes
de resisténcia tem um custo de producdo para a planta, podendo acarretar perdas no seu

crescimento e reproducdo. Embora a resisténcia induzida gere custos energéticos a planta,
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estes podem ser compensados quando sdo submetidas a condi¢cdes de herbivoria
(WALTERS; HEIL, 2007).

A toleréncia é uma estratégia de defesa das plantas que ndo proporciona efeitos
sobre o comportamento e biologia dos insetos, reduzindo a pressdo de selecdo e,
consequentemente o surgimento de individuos resistentes. Por outro lado, 0s mecanismos
de resisténcia, por antixenose e antibiose, impdem condi¢cdes de presséo de selecdo, de
modo que também podem ser superados pelos insetos (MITCHELL et al., 2016). Dessa
forma, a tolerancia envolve a expressdo de algumas caracteristicas das plantas que
conferem a capacidade de mitigar o impacto negativo causado pela praga na
produtividade e rendimento da cultura (CHEN et al., 2015).

Tais caracteristicas de tolerancia sdo aquelas que apresentam influéncia sobre a
fotossintese e processos fisioldgicos da planta, como crescimento, fenologia e uso dos
nutrientes armazenados (STRAUSS; AGRAWAL, 1999; STOWE et al., 2000; TIFFIN,
2000). Outros mecanismos fisioldgicos que auxiliam as plantas a suportarem melhor a
herbivoria sdo 0 aumento na taxa fotossintética apds injuria e detoxificacdo para mitigar
os efeitos da herbivoria (KOCH et al., 2016). Essas caracteristicas podem ser menos
expressas em plantas domesticadas e melhoradas devido a selecdo de outras
caracteristicas agronomicamente desejaveis (CHEN et al., 2015). Assim, é de grande
interesse buscar genes que apresentem tal plasticidade em genotipos silvestres ou que ndo
foram melhorados para caracteristicas produtivas, tais como variedades crioulas, que
apresentam grande variabilidade genética e potenciais fontes de genes de resisténcia a
estresses bidticos e abidticos (ARAUJO; NASS, 2002; COIMBRA et al., 2010).

Sob a perspectiva bioldgica-evolutiva, a imunidade inata das plantas € um
mecanismo importante para a adaptacdo ao ambiente. Diversos compostos metabolicos
sdo produzidos pelo sistema imune da planta com o intuito de se adaptar a um ambiente
que causa algum tipo de estresse. Neste contexto, hormese € um fenémeno no qual um
agente estressor estimula uma reposta de estresse em nivel celular que auxilia o organismo
no estabelecimento de repostas adaptativas. Os elicitores sdo fatores que desencadeiam
as respostas de defesa da planta na forma de dose-resposta, onde baixas doses induzem
uma condicdo de estresse e efeitos estimulatorios e em altas doses produz um efeito toxico
(MANDAL etal., 2013; GARCIA-MIER et al., 2015; ZUNUN-PEREZ et al., 2017). Esse
comportamento se assemelha ao efeito hormético que ocorre com fatores quimicos e
fisicos (HOOPER et al., 2010; TIERRANEGRA-GARCIA et al., 2011; MEJIA
TENIENTE et al., 2013; BAENAS et al., 2014; CALABRESE, 2014a; LIU et al., 2016).
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Alguns autores propuseram que baixas concentracfes de metais toxicos induzem
efeitos horméticos através da ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas. Dentre eles,
a ativagdo de enzimas antioxidantes decorrente da producdo de ERO, hormonios
sinalizadores do estresse ou respostas adaptativas ao crescimento sdo as vias mais
provaveis para as respostas horméticas (POSCHENRIEDER et al., 2013). Tais efeitos
podem atuar de forma conjunta no processo de homeostase celular; as alteragfes sofridas
nas células decorrente de doses baixas de uma condicéo de estresse refletem no fenétipo
alterado pelo ambiente, levando a um potencial quantitativo de plasticidade
(CALABRESE; MATTSON, 2011; CALABRESE, 2014a). Portanto, ha a possibilidade
de os efeitos da aplicacéo de elicitores de resisténcia, como o Si, causarem nas plantas
respostas de resisténcia e tolerancia induzidas dependentes entre si, com amplitudes de
respostas variaveis dependendo de fatores como intensidade da herbivoria, idade e estadio
fenoldgico da planta, modo de aplicacdo, disponibilidade de &gua, nutrientes, radiacao

solar, entre outros.
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3) MATERIAL E METODOS

5.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em condicdes de casa de vegetacéo e laboratério, no
Laboratdrio de Resisténcia de Plantas e Manejo Integrado de Pragas (LARP-MIP),
Departamento de Entomologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas
Gerais, Brasil. Em laboratorio os ensaios foram conduzidos sob condi¢cGes ambientais
controladas (26 + 2 °C; 70 + 10% UR; 12C:12E h) e em casa de vegetacdo em condicdes

de temperatura controlada (25 + 2 °C) e luminosidade ambiente.

5.2 Criacéo de Spodoptera frugiperda

As lagartas de S. frugiperda utilizadas no experimento foram obtidas de uma
colonia de criagdo estabelecida no laboratdrio, onde foram alimentadas com dieta
artificial e os adultos com solucéo de mel a 10%, de acordo com a metodologia de Greene,
Leppla e Dickerson (1976). Os insetos foram mantidos em sala climatizada (28 + 2 °C;
70 + 10% UR; 12C: 12E h). Para o estabelecimento da colénia, lagartas foram coletadas

do campo em uma area experimental da UFLA cultivada com milho.

5.3 Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi montado em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (com ou sem Si X com
ou sem herbivoria x hibrido ou variedade crioula), em delineamento inteiramente
casualizado, formando oito tratamentos, sendo preparadas 20 plantas para cada
tratamento. As combinagdes dos fatores avaliados constituiram os seguintes tratamentos:
T1) variedade crioula, com Si, com herbivoria; T2) variedade crioula, com Si, sem
herbivoria; T3) variedade crioula, sem Si, com herbivoria; T4) variedade crioula, sem Si,
sem herbivoria; T5) hibrido, com Si, com herbivoria; T6) hibrido, com Si, sem herbivoria;
T7) hibrido, sem Si, com herbivoria; T8) hibrido, sem Si, sem herbivoria.

5.4 Montagem e conducao do experimento

A semeadura do milho foi realizada em vasos de 3 L preenchidos com uma mistura
de solo (latossolo vermelho escuro), esterco bovino e substrato tropstrato (4:1:1). Foi feita

a anélise de solo e a partir dela os célculos de adubacdo seguindo as recomendacdes da 52
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aproximacdo. Dessa forma, o solo foi adubado com 180 g de calcario dolomitico e 732 g
de NPK (8-28-16) que foram incorporados no preparo do solo. Para 0os micronutrientes,
preparou-se uma solugdo com 1,95 g de sulfato de magnésio, 0,65 g de cloreto de potéssio,
1,77 g de ureia, 0,012 g de acido borico, 0,017g de sulfato de zinco e 1,5 g do adubo
MAP, que foi aplicada 30 mL por vaso, logo apés o plantio. A cada 15 dias as plantas
foram fertilizadas com 30 mL da solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon. Foram semeadas
duas sementes de milho por vaso, e ap6s 10 dias da foi feito o desbaste, deixando-se uma
planta por vaso. A irrigacdo das plantas foi feita sempre que necessario. As sementes
utilizadas no plantio foram da variedade crioula Amarelao e do hibrido convencional SHS
4070.

A dose de Si (solucdo de acido silicico a 1%) (Vetec quimica fina, Duque de
Caxias, Brasil) utilizada foi proporcional a 2 t ha! (ALVARENGA et al., 2017),
equivalente a 2,76 g de Si diluida em 276 mL de agua, que foram aplicadas em cada vaso
nos tratamentos que receberam aplicacdo de Si. A aplicacéo foi feita no vaso ao redor das
plantas em estadio V2 (MAGALHAES et al., 2002), simulando uma aplicagéo via drench.

Quando as plantas estavam em V3, duas lagartas neonatas de S. frugiperda foram
infestadas no interior do cartucho das plantas com o auxilio de um pincel fino nos
tratamentos atribuidos a herbivoria. Ap6s 5-7 dias, as plantas em V4 de cada tratamento
foram reinfestadas com uma lagarta de 4° instar de S. frugiperda. Posteriormente, as
plantas em V5 foram divididas em quatro grupos para avalia¢do dos seguintes parametros:
(i) efeitos induzidos no desempenho larval de S. frugiperda; (ii) massa seca da parte aérea
e do sistema radicular, altura, indice relativo de clorofila e teor de Si foliar das plantas;
(iii) atividade das enzimas SOD, CAT e APX, e concentracdes de H>.O> e MDA, e (iv)
avaliacdo da injuria larval nas plantas por meio de escala de notas. Essas etapas serdo
descritas detalhadamente a seguir (FIGURA 1).
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Figura 1 - Esquema geral das etapas descritas nesta metodologia.
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Fonte: Do autor (2020).

5.5 Avaliacdo do desempenho larval de Spodoptera frugiperda em laboratério

Para avaliar o desempenho larval de S. frugiperda, as duas folhas mais novas das
plantas dos tratamentos foram destacadas da bainha e levadas ao laboratorio onde foram
preparadas se¢des foliares (5 x 3 cm) com o auxilio de uma tesoura. Foram preparadas
duas secOes foliares de cada lado da nervura central de cada uma das folhas de milho,

sendo uma secdo foliar transferida para placas de Petri (5 cm de didmetro) onde foram
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realizados os bioensaios, e a secéo foliar complementar foi utilizada como aliquota. Em
cada placa foi confinada uma lagarta neonata (< 24h de idade), que permaneceu por
cincodias se alimentando das folhas. As placas foram forradas com papel toalha e
umedecidas com agua destilada; estas foram mantidas em sala climatizada com
temperatura controlada a 25 + 2 °C, umidade relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de
12C:12E h. Para cada tratamento foram utilizadas como repeti¢des cinco plantas, as quais
foram constituidas por quatro placas com sec¢des foliares da mesma planta e contendo
uma lagarta por placa.

Ap0s cinco dias de montagem do bioensaio, foram avaliados a biomassa e 0
consumo foliar das lagartas. Para isso, as lagartas foram inspecionadas se estavam vivas
ou mortas, e no caso das vivas foram retiradas das placas onde esperou-se um tempo
(~ 3h) para limpeza do trato intestinal, e em seguida foram levadas a estufa onde foram
secas a 60°C por 48 h, e posteriormente pesadas com o auxilio de uma balanca analitica
de preciséo (AG200, GEHAKA, Séo Paulo, Brasil). Para a determinacdo do consumo
foliar, o remanescente das secGes foliares e as respectivas aliquotas foram secas em estufa
a 60°C por 48 h (TE-394/2, TECNAL, Piracicaba, Brasil), e em seguida pesadas em

balanca analitica de preciséo.

5.6 Avaliacédo do crescimento das plantas e concentracéao foliar de Si

Para a andlise dos parametros de crescimento das plantas de milho foram
utilizadas como repeticdes cinco plantas para cada tratamento, e para as analises de
concentracdo foliar de Si, trés plantas para cada tratamento. A altura das plantas foi
avaliada antes e depois da infestacdo das lagartas, ou seja, quando as plantas estavam nos
estadios V3 e V4, respectivamente. A altura das plantas foi avaliada com auxilio de uma
régua, desde o colo da planta até a insercdo da Gltima folha na bainha das plantas. O teor
relativo de clorofila foi avaliado por meio de um medidor portatil de clorofila SPAD-502
(Konica Minolta Sensing, Inc, TECNAL, Piracicaba, Brasil); realizou-se uma leitura em
cada uma das duas folhas mais novas das plantas, e foi utilizada a média das duas leituras
para a analise estatistica.

Para a determinacao da massa seca da parte aérea e do sistema radicular, as plantas
de milho em estadio V4 foram retiradas cuidadosamente do vaso com o solo bem Gmido,
e cortadas na regido do colo, de modo que ficaram separadas em parte aérea e raiz. Cada
parte da planta foi embalada em saco de papel e secas em estufa de circulacéo forgada a

60°C por 72 h, e em seguida pesadas com auxilio de uma balanga. Posteriormente, as
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fracbes das plantas foram moidas até atingir um po fino em um liquidificador,
acondicionadas em sacos de papel, e enviadas para determinacdo dos teores de Si no
Departamento de Solos da UFLA. A andlise foliar de Si foi realizada de acordo com a
metodologia de Korndorfer et al. (2004).

5.7 Avaliacdo do estresse oxidativo e atividades enzimaticas

As analises das atividades das enzimas SOD, CAT e APX foram realizadas a fim
de verificar o efeito antioxidante da aplicacao do Si na presenca e auséncia de herbivoria
por S. frugiperda nas plantas de milho da variedade crioula e hibrido. Além das enzimas,
também foram avaliadas as concentracBes de peroxido de hidrogénio (H202) e
malondialdeido (MAD) como indicativos de estresse oxidativo nas plantas. Foram
utilizadas cinco plantas de cada tratamento como repeticoes, e para as analises quimicas
foram utilizadas as duas folhas mais novas das plantas.

As folhas foram removidas cuidadosamente pela bainha, e, logo em seguida,
armazenadas em envelopes de papel aluminio envolvidos por saco pléastico, e colocadas
no interior de uma caixa de isopor com nitrogénio liquido. As amostras foram levadas ao
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da UFLA, onde foram
armazenadas em freezer -80°C até serem analisadas.

O método de extracdo para as analises das enzimas SOD, CAT, e APX foi feito
com base no protocolo de Biemelt et al. (1998). Para as analises enzimaticas, a atividade
da SOD foi avaliada conforme metodologia descrita por Giannopolitis e Ries (1977); a
atividade da CAT foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Havir e Mchale
(1987); e a atividade da APX foi determinada segundo o protocolo de Nakano e Asada
(1981). O teor de H20> foi quantificado de acordo com a metodologia proposta por
Velikova et al. (2000), e a avaliacdo do nivel de peroxidacdo de lipidios foi medida em
termos de concentracdo de malondialdeido (MDA), usando a reacdo do acido
tiobarbitirico (BUEGE; AUST, 1978). As analises de H20, e MDA foram realizadas em

duplicatas e as analises enzimaticas foram feitas em triplicatas.

5.8 Avaliacdo da injuria de S. frugiperda nas plantas de milho em casa de
vegetacao

Para determinar a injdria de S. frugiperda, plantas em V4 foram reinfestadas com
uma lagarta de 4° instar; essas lagartas foram pesadas antes da infestagdo e permaneceram

se alimentado nas plantas por sete dias. Apds sete dias, as plantas foram analisadas



23

visualmente quanto as injarias sofridas, recebendo uma nota de 1 a 9 de acordo com a
escala de injuria de Davis (DAVIS, 1992). Em seguida, as plantas foram cuidadosamente
inspecionadas e as lagartas removidas das plantas, colocadas em uma placa de Petri e
levadas ao laboratério, onde foram pesadas com o auxilio de uma balanca analitica de

precisao.

5.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise exploratdria quanto a normalidade
dos residuos e homogeneidade das variancias, e em seguida foram submetidos a anélise
de variancia fatorial (three-way ANOVA) para verificar os efeitos principais da aplicagcéo
de Si, herbivoria e genotipo de milho, e todas as interacfes. As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey (o = 0,05). As analises foram realizadas no

software R (R Development Core Team, 2014).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacdo do desempenho larval de Spodoptera frugiperda em laboratoério

No bioensaio de laboratorio, ndo houve efeitos significativos para a biomassa das
lagartas de S. frugiperda (P > 0,05). Para o indice de consumo relativo (RCR) das lagartas,
houve diferenca significativa na interacdo genotipo de milho x Si (F1, 32 = 5,88;
P =0,0212). O consumo relativo das lagartas foi maior no hibrido quando ndo houve
aplicacdo de Si (FIGURA 2); quando o mineral foi aplicado, ndo houve diferenca no RCR
entre 0s genotipos de milho A eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) ndo

diferiu significativamente para os efeitos analisados (P > 0,05).

Figura 2 - Efeitos da interacdo gendtipo de milho x Si no indice de consumo relativo
(RCR) de lagartas de Spodoptera frugiperda.

12 ) ) Ad
ESi+ OSi-

10 +
& Aa \
[3+]
5 8|
g: Ab
o 6 Ba
& |
o
O 4r l
x

2 L

0

Crioulo Hibrido

Legenda: Colunas com diferentes letras mailsculas entre 0s genotipos e minusculas
dentro do gendtipo denotam diferenca significativa (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2020).

6.2 Avaliacédo do crescimento das plantas e concentracéo foliar de Si

A massa seca da raiz apresentou interacdo significativa para genotipo de milho x
Si x herbivoria (Fy, 32 = 4,27; P = 0,0469). A maior massa da raiz foi observada na
variedade crioula com aplicacdo de Si e sem herbivoria, diferindo significativamente
quando este genotipo esteve na condicdo com Si e com herbivoria (TABELA 1). No
hibrido, a massa seca da raiz foi ligeiramente maior quando ndo houve aplicacdo de Si e

sem herbivoria em comparacgdo a condicdo sem Si e com herbivoria.
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Tabela 1 - Efeitos da interacdo geno6tipo de milho x Si x herbivoria na massa (g) seca da

raiz.
Herbivoria + Herbivoria -
Gendtipo
Si+ Si - Si + Si -
Crioulo 3,46 + 0,15 Aa 3,65+ 0,26 Aa 6,57 + 0,10 Aa* 3,26 + 0,39 Ab
Hibrido 4,06 + 0,58 Aa 4,39 + 0,54 Aa 4,69 + 0,64 Ba 4,71 + 0,33 Aa*

Legenda: Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e letras
minusculas nas linhas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* indica diferenca significativa entre eventos de herbivoria.

Fonte: Do autor (2020).

Para a massa seca da parte aérea das plantas, houve efeito significativo da
interacéo genotipo de milho x herbivoria (F1,32 = 10,26; P = 0,0031); plantas da variedade
crioula exibiram maior massa seca da parte aérea do que o hibrido apenas quando as
plantas foram infestadas pelas lagartas (FIGURA 3A).

No indice relativo de clorofila antes da infestacdo de S. frugiperda foi observada
diferenca significativa para a interacdo dos efeitos de genétipo de milho x Si (F1,32 = 5,73;
P =0,0227). O indice de clorofila foi maior no hibrido sem aplicacdo de Si em relacdo ao
tratamento fertilizado; esses efeitos ndo foram observados na variedade crioula
(FIGURA 3B). O indice de clorofila medido depois da infestacdo ndo apresentou
diferencas significativas (P > 0,05) para as interacdes dos efeitos analisados (dados nédo
apresentados).

A altura das plantas de milho antes da infestagdo apresentou diferenca
significativa para a interagdo dos efeitos de genétipo de milho x Si (F1, 32 = 3,07;
P =0,0313). A altura das plantas antes da infestacdo foi maior na variedade crioula apenas
na condicdo sem Si (FIGURA 3C) em comparacéo ao hibrido.

A maior altura de plantas depois da herbivoria também foi observada no genotipo
crioulo depois da infestagdo das lagartas (FIGURA 3D; F1, 32 = 8,38; P = 0,0068). Esse
efeito ja era esperado, visto que geneticamente as variedades crioulas apresentam

caracteristicas agronémicas diferentes das do hibrido de milho.
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Figura 3 - (A) Efeitos da interacdo genotipo de milho x herbivoria por S. frugiperda na
massa seca da parte aérea das plantas; (B) Efeitos da interacdo geno6tipo de milho x Si
no indice relativo de clorofila antes da infestacdo; (C) Efeitos da interacdo gendtipo de
milho x Si na altura de plantas antes da infestacéo; (D) Efeitos do genétipo de milho na
altura de plantas depois da infestagéo; (E) Efeitos da interag&o Si x herbivoria na
concentracdo de Si na parte aérea das plantas.
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Legenda: Colunas com diferentes letras mailsculas entre 0s genotipos e minusculas

dentro do gendtipo denotam diferenca significativa (P < 0,05).

Fonte: Do autor (2020).
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O teor de Si que foi absorvido pelas raizes e acumulado na parte aérea das plantas
de milho ndo diferiu entre plantas infestadas e ndo infestadas com aplicacdo de Si
(FIGURA 3E; Fi13 = 7,45; P = 0,0149). Entretanto, quando as plantas ndo foram
fertilizadas com Si, o maior teor do mineral nas folhas foi quando ocorreu herbivoria. Na
auséncia de herbivoria por S. frugiperda, plantas de milho acumularam maior teor de Si

quando foram suplementadas com o mineral.
6.3 Avaliacao do estresse oxidativo e das atividades enzimaticas

A concentracdo de perdxido de hidrogénio (H202) foi maior quando houve
aplicacéo de Si na auséncia de herbivoria (FIGURA 4Erro! Fonte de referéncia néo e
ncontrada.; F1,32 =9,99; P = 0,0034). Quando ndo houve aplicacdo de Si, no entanto, as
concentragdes de H20. foram similares entre as condi¢cdes com e sem herbivoria, embora
tenha havido certa variacdo nos dados, provavelmente pelas intensidades de injuria
realizadas pelas lagartas, com certa tendéncia de ser maior nas plantas infestadas. Isso
demonstra que a aplicacdo de Si por si sO € reconhecida pela planta como uma condigéo
de estresse, resultando em aumento na concentracdo de H,Oo.

Figura 4 - Efeitos da interacdo Si x herbivoria na concentracdo de perdxido de
hidrogénio (H205).
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Legenda: Colunas com diferentes letras mailsculas entre os gendtipos e mindsculas
dentro do gendtipo denotam diferenca significativa (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2020).

Houve diferenca significativa da interacdo genotipo de milho x Si x herbivoria
(F1,32 = 4,68; P = 0,0380) na peroxidagdo lipidica avaliada pelo teor de malondialdeido
(MDA). As maiores concentragcdes de MDA foram observadas no hibrido sem aplicagédo
de Si e na auséncia de herbivoria (TABELA 2). Para os eventos de herbivoria, estes foram
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estatisticamente diferentes no hibrido em ambas condi¢cdes com e sem Si; o efeito foi
maior quando ndo houve aplica¢do de Si na auséncia de herbivoria e com aplicagéo de Si

e com herbivoria.

Tabela 2 - Efeitos da interacdo genotipo de milho x Si x herbivoria na peroxidacéo
lipidica (nmol MDA mg MF™).

Herbivoria + Herbivoria -

Genotipo
Si+ Si - Si + Si -

Crioulo 132,69 + 27,53 Aa 55,00 + 50,84 Aa 100,77 + 67,44 Aa 69,61 + 27,77 Ba

Hibrido 262,31 + 36,38 Aa* 159,61 +35,14 Aa  72,31+4540Ab 391,92 + 129,86 Aa*

Legenda: Medias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e letras
minusculas nas linhas séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* indica diferencga significativa entre eventos de herbivoria.

Fonte: Do autor (2020).

Na variedade crioula, a atividade da APX foi maior na condicdo com Si e sem
herbivoria (TABELA 3; F13 = 6,36; P = 0,0169). Isso se assemelha ao que aconteceu
anteriormente, onde a aplicacdo de Si por si s6 aumentou as concentracdes de H.0:
(FIGURA 4). A atividade enzimatica da APX foi maior no hibrido quando ndo houve
aplicacdo de Si e sem herbivoria (TABELA 3).

Tabela 3 - Efeitos da interacdo gendtipo de milho x Si x herbivoria na atividade
enzimatica da APX (uM AsA min* mg? MF).

Herbivoria + Herbivoria -
Gendtipo
Si+ Si - Si+ Si -
Crioulo 4,48 + 0,76 Aa 4,20 + 0,89 Aa 6,65 + 1,27 Aa 1,65 + 0,48 Bb
Hibrido 4,29 + 0,63 Aa 3,68 + 0,56 Aa 4,77 + 0,57 Aa 5,76 +1,42 Aa

Legenda: Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e letras
minusculas nas linhas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2020).
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A atividade enzimatica da CAT foi maior no hibrido quando ndo houve aplicacédo
de Si e na auséncia de herbivoria (TABELA 4; Fy, 32 = 11,03; P = 0,0022). Na presenca
de herbivoria, a atividade da CAT no hibrido foi maior com aplicacéo de Si. Na variedade
crioula, maior atividade da CAT ocorreu quando ndo houve aplicacdo de Si na presenca
de herbivoria ou quando houve aplicagédo de Si na auséncia de herbivoria. Neste genétipo,
ambos os efeitos de herbivoria e aplicacdo de Si sinalizam para a planta uma condigéo de
estresse, aumentando a atividade enzimética da CAT.

Tabela 4 - Efeitos da interacdo genoétipo de milho x Si x herbivoria na atividade

enzimatica da CAT (umol H20, min*t mg* MF).

Herbivoria + Herbivoria -
Gendtipo
Si+ Si - Si + Si -
Crioulo 0,54 +0,05Bb 1,22 + 0,42 Aa 1,00 + 0,07 Aa 0,76 + 0,18 Ba
Hibrido 1,29+ 0,16 Aa 1,07 +0,12 Aa 1,36 + 0,16 Ab 2,00 + 0,09 Aa*

Legenda: Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e letras
minusculas nas linhas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* indica diferenca significativa entre eventos de herbivoria.
Fonte: Do autor (2020).

A atividade da SOD foi maior na variedade crioula sem aplicagéo de Si e com
herbivoria (TABELA 5; F13> = 5,14; P = 0,0303). A atividade enziméatica também foi
maior na variedade crioula quando as plantas foram fertilizadas com Si na auséncia de

herbivoria.
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Tabela 5 - Efeitos da interacdo genotipo de milho x Si x herbivoria na atividade
enzimatica da SOD (U SOD mint mg* MF).

Herbivoria + Herbivoria -
Gendtipo
Si+ Si - Si + Si -
Crioulo 0,26 + 0,00 Ab 0,29 + 0,00 Aa 0,29 + 0,00 Aa* 0,28 + 0,00 Aa
Hibrido 0,28 + 0,00 Aa 0,27 + 0,00 Ba 0,28 + 0,00 Aa 0,27 + 0,00 Aa

Legenda: Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e letras
minusculas nas linhas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* indica diferenca significativa entre eventos de herbivoria.

Fonte: Do autor (2020).

6.4 Avaliacdo dainjuriade S. frugiperda em plantas de milho em casa de vegetacao

Houve efeito significativo da interacdo genétipo de milho x Si x herbivoria no
ganho de peso larval de S. frugiperda infestada nas plantas em casa de vegetagédo
(TABELA 6; F1,32 = 26,71; P = 0,0001). O ganho de peso larval foi menor nas plantas da
variedade crioula tratadas com Si e submetidas a herbivoria. Na auséncia de herbivoria,
maior ganho de peso larval ocorreu no hibrido sem aplicacdo de Si. Quanto ao efeito da
herbivoria, este foi diferente nas duas condigdes de Si; os pesos das lagartas foram
maiores no hibrido com aplicacdo de Si na presenca de herbivoria ou no hibrido sem

aplicacdo de Si e sem herbivoria.

Para a injuria causada por S. frugiperda nas plantas, houve efeitos significativos
da interacdo Si x herbivoria (FIGURA 5A; F1,32 = 4,32; P = 0,0457). A nota de injaria
foi menor em plantas fertilizadas com Si e submetidas a herbivoria em comparacdo as
plantas sem Si e com herbivoria. Plantas que ndo sofreram herbivoria apresentaram nota
de injuria menor que aquelas submetidas a herbivoria em ambas as condi¢des de Si. A
variedade crioula apresentou nota de injaria ligeiramente menor que o hibrido
(FIGURA 5B; F1,32 = 8,04; P = 0,0080).
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Tabela 6 - Efeitos da interacdo genoétipo de milho x Si x herbivoria no peso (mg) de

lagartas de Spodoptera frugiperda.

Herbivoria + Herbivoria -

Gendtipo

Si + Si - Si + Si -

Crioulo 82,53+ 5,30 Bb 135,26 + 16,03 Ba 108,53 +522Ba 104,66 + 0,35 Ba

Hibrido 243,76 + 8,54 Aa* 198,36 + 3,40 Ab 185,03 +9,34 Ab 234,66 + 19,41 Aa*

Legenda: Medias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas e letras
minusculas nas linhas séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* indica diferencga significativa entre eventos de herbivoria.

Fonte: Do autor (2020).

Figura 5 - (A) Efeitos da interacdo Si x herbivoria na nota de injaria de lagartas de
Spodoptera frugiperda em gendtipos de milho. (B) Efeito dos genétipos de milho na
nota de injdria de lagartas de Spodoptera frugiperda.
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Legenda: Colunas com diferentes letras maiusculas entre os gendtipos e mindsculas
dentro do gendtipo denotam diferenca significativa (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2020).



32

7  DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que houve varidveis respostas
induzidas de defesa das plantas pela aplicagéo de Si, que em parte interagiram com 0s
efeitos de herbivoria por S. frugiperda e foram especificas para a variedade crioula e
hibrido de milho. Maior crescimento radicular foi observado nas plantas da variedade
crioula fertilizadas com Si na auséncia de herbivoria, enquanto no hibrido maior
crescimento radicular ocorreu nas auséncias de Si e herbivoria, relacionando-se com o
maior indice de clorofila nestas condi¢fes. Por outro lado, plantas da variedade crioula
fertilizadas com Si e com herbivoria causaram menor ganho de peso das lagartas de S.
frugiperda e menor injaria quando confinadas nas plantas, em detrimento da menor altura
das plantas.

Tais efeitos indicam ter havido especificamente na variedade crioula inducéo de
memoria imune (priming) com a aplicacéo inicial de Si, sequido de inducéo de resisténcia
com a subsequente herbivoria pelas lagartas. Além disso, verificou-se que naturalmente
a variedade crioula é mais resistente e tolerante a S. frugiperda que o hibrido de milho,
confirmado pelas menores notas de injiria e maiores biomassa da parte aérea e altura das
plantas ap0s a infestacdo das lagartas.

O menor ganho de peso das lagartas de S. frugiperda ocorreu em plantas da
variedade crioula com aplicagéo de Si apenas quando na sequéncia da aplicagdo ocorreu
herbivoria. O menor ganho de peso larval possivelmente ocorreu pelo fato de as lagartas
terem se alimentado menos da variedade crioula em funcdo de efeitos de resisténcia
induzidos pela planta atacada sob aplicacéo de Si, resultando na diminuicdo nas notas de
injuria nas plantas. Esses resultados sugerem que os efeitos ativados
(primed = preparados, ativados) pelo Si foram potencializados pela herbivoria de S.
frugiperda, afetando negativamente o crescimento de lagartas coespecificas e reduzindo
a injuria na variedade crioula devido a deterréncia causada com o aumento de resisténcia
das plantas.

Com base nesses resultados, hipotetiza-se que a variedade de milho crioulo possui
mecanismos de resisténcia especificos, tais como genes que codificam proteinas
transportadoras de Si nas raizes, ja que os efeitos foram observados apenas nesse
genotipo. Até o momento foram encontrados os transportadores Lsil e Lsi2 nas raizes de

plantas de arroz, milho, trigo e abobora, e Lis6 como proteina transportadora
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intervascular, desempenhando um papel na descarga de Si do xilema para os tecidos
foliares. No entanto, nenhuma proteina transportadora externa foi relatada nas folhas
(YAMAJI; MA, 2009; REYNOLDS et al., 2016).

As analises do teor de Si indicaram que a aplicacdo do mineral no solo levou ao
maior acimulo na parte aérea das plantas, ndo havendo diferenca da herbivoria na
concentracgéo foliar de Si; na auséncia da aplicagéo de Si, as plantas acumularam mais o
mineral quando ocorreu herbivoria por S. frugiperda do que quando ndo houve ataque.
Isso sugere que o Si aplicado no solo foi absorvido pelas raizes das plantas, translocado
para a parte aérea e depositado nas folhas; em condicGes de estresse, mesmo sem
suplementacdo de Si, as plantas absorveram o mineral para auxiliar nas respostas
induzidas de defesa, j& que este se encontra naturalmente presente no solo por ser o
segundo elemento mais abundante da crosta terrestre (EPSTEIN 1994).

Alguns trabalhos também demonstraram aumento na concentracéo foliar de Si em
plantas de milho fertilizadas com o mineral (ALVARENGA et al., 2017; PEREIRA
2018). Estudos feitos com outras espécies de gramineas também ressaltaram o maior
acumulo de Si nas folhas, como em Nascimento et al. (2017) e Vilela et al. (2014), que
encontraram maiores teores de Si em folhas de arroz e cana-de-acucar fertilizadas com
Si, respectivamente.

Outros trabalhos na literatura jA& demonstraram os efeitos induzidos por Si no
aumento de resisténcia a insetos mastigadores em diferentes espécies vegetais. Massey e
Hartley (2009) encontraram menor peso larval em lagartas de Spodoptera exempta
alimentadas com dieta artificial contendo alto teor de silica, diminuindo a eficiéncia de
conversdo do alimento ingerido na massa corporal das lagartas. Santos et al. (2012)
observaram reducdo na sobrevivéncia de lagartas de Tuta absoluta em plantas de tomate
fertilizadas com Si via foliar. Nascimento et al. (2017) encontraram reducdo no peso
larval de S. frugiperda alimentada com folhas de arroz fertilizadas com Si via solo.
Nogueira et al. (2018) também encontraram reducéo no peso de lagartas de S. frugiperda
alimentadas com folhas de plantas de arroz tratadas com Si. No entanto, poucos trabalhos
avaliaram se os efeitos do Si interagiram com a herbivoria, aumentando a tolerancia das
plantas ao estresse.

Dentre os poucos trabalhos disponiveis, Jhonson et al. (2019) demonstraram
aumento na biomassa da parte area de plantas de trigo fertilizadas com Si sob condigdes
de herbivoria em comparagdo com aquelas que foram fertilizadas com Si mas néo

sofreram herbivoria, sugerindo que a herbivoria ndo foi capaz de reduzir a biomassa da
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parte area em plantas fertilizadas com Si. No presente estudo observou-se que a maior
massa seca da parte aérea foi na variedade crioula quando houve herbivoria, sugerindo
que a planta de milho ativou mecanismos de tolerancia a fim de compensar as injdrias
sofridas pela herbivoria de S. frugiperda, causando maior crescimento vegetativo.

A via de sinalizacdo do acido jasmonico (JA) desempenha fungdo importante na
mediacdo das respostas de defesa das plantas contra insetos herbivoros mastigadores, no
qual ap6s ataque as plantas reconhecem padrdes moleculares dos herbivoros que a estdo
atacando e desencadeiam processos de defesa. Ja foi provado por Ye et al. (2013) que ha
uma forte interacdo do Si com as vias de sinalizacdo mediadas por JA, de modo que a
fertilizag&o das plantas de arroz com Si aumentaram as repostas de defesa mediadas pelo
fitormdnio, atuando como um preparador (= primer) contra a herbivoria de lagartas; entre
os resultados desses autores houve aumento das atividades de enzimas e proteinas de
defesa, maior inducdo de transcritos que codificam proteinas envolvidas na sinalizacédo
de JA e maior acimulo do fitormdnio apds o ataque. Além disso, os efeitos do Si nas
plantas também foram mediados pelo JA, promovendo a silicificacdo da parede celular
vegetal (YE et al., 2013).

Pelos resultados aqui obtidos, a aplicacdo de Si no solo por si s6 aumentou as
concentracdes de peroxido de hidrogénio (H202) nas folhas, sinalizando as plantas uma
condicdo de estresse e preparando-as para futuros ataques (FESTER; HAUSTER, 2005).
O perdxido de hidrogénio é uma espécie reativa de oxigénio produzida pelas plantas em
condicdes de estresse e que estimula reacGes que levam a expressdo de genes de defesa,
prevenindo as plantas de futuros ataques por patdgenos e insetos (TORRES, 2010). Sabe-
se que em baixas concentragdes H202 atua como uma molécula sinalizadora das defesas
de plantas (MAFFEI et al., 2007); no entanto, é dificil de estimar qual o limiar entre uma
concentragdo alta e baixa de H202 que possa ser comparada com os valores obtidos na
analise e que possa auxiliar na melhor correlacéo das suas concentragdes com as respostas
de defesa das plantas, merecendo futuros estudos neste tema. O presente trabalho é o
segundo na literatura que demonstrou aumento nas concentragdes de H.O> pela aplicagéo
de Si. Anteriormente, Yang et al. (2017) também relataram aumento na concentracéo de
H20. em plantas de arroz fertilizadas com Si.

Assim, conclui-se com os resultados que o Si ndo atuou por si S6 como um
composto indutor de resisténcia a S. frugiperda. Tais efeitos podem ser verificados
diretamente no inseto, onde apenas na condi¢éo de aplicacdo de Si seguida de herbivoria

houve reducdo no peso larval na variedade crioula, provavelmente devido a maior
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deterréncia das lagartas, ja que houve também menor injdria nas plantas, indicando menor
ganho de peso larval devido a reduzida alimentac&o.

As plantas podem responder a presenca de um herbivoro de forma complexa, onde
a inducdo de memaria imune (priming) e a resisténcia induzida podem ocorrer de forma
conjunta, minimizando os custos energéticos com a inducéo de defesa em condicdes de
estresse bidtico (FROST et.al., 2008). Dessa forma, é mais provavel que o Si atue como
um ativador (= primer) das repostas de resisténcia induzida do que propriamente um
indutor, levando a expressao de respostas de defesa apenas quando a planta esta sob
estresse, no caso por herbivoria (DIXON et al., 1994; FAWER et al., 2001; REYNOLDS
et al., 2009; ALHOUSARI; GREGER, 2018). Assim, pelos resultados do presente
trabalho, observa-se que moléculas de H»O> produzidas pela aplicacdo de Si
desempenham um importante papel na ativacdo (= priming) das defesas das plantas de
milho a S. frugiperda. Os fatores moleculares, bioquimicos e fisiol6gicos associadas ao
fendtipo séo utilizados para avaliar o efeito de priming nas plantas. Além disso, mudangas
nas concentracbes de compostos fenolicos, espécies reativas de oxigénio, lignina e
compostos volateis induzidos pela herbivoria sdo respostas do mecanismo de defesa das
plantas ao estresse sofrido pela herbivoria (MARTINEZ-MEDINA et al., 2016).

A variedade crioula apresentou maior atividade da APX quando houve aplicagéo
de Si na auséncia de herbivoria de S. frugiperda, indicando que o Si desempenha um
papel importante na eliminacdo das ERO, aumentando as atividades do metabolismo
antioxidante. Para a CAT e SOD, as maiores atividades enzimaticas na variedade crioula
ocorreram quando nédo houve aplicacdo de Si na presenca de herbivoria, ou quando houve
aplicacdo de Si sem herbivoria. Essas maiores atividades podem ter resultado na maior
biomassa da parte aérea das plantas, de modo que o aumento nas atividades enzimaticas
em resposta a herbivoria de S. frugiperda possam ter contribuido com a eliminacdo das
ERO, resultando assim na maior tolerancia das plantas da variedade crioula.

Em trabalho de Yang et al. (2017), houve aumento nas atividades da CAT e SOD
em plantas de arroz fertilizadas com Si sob herbivoria, sugerindo que o Si retardou a
diminuicdo das atividades enzimaticas em condi¢Oes de infestacdo. Torabi et al. (2005)
observaram que a atividade da SOD aumentou quando houve aplicagéo de Si em plantas
de arroz; entretanto, as atividades da CAT e APX foram diminuidas. Gong et al. (2005) e
Shi et al. (2014; 2016) relataram que a fertilizacdo com Si aumentou a tolerancia em
plantas de tomate e trigo submetidas ao estresse hidrico através do aumento nas atividades

enzimaticas da SOD e CAT. Jhonson et al. (2019) demonstraram que o Si pode promover
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tolerancia a herbivoria em culturas como trigo, milho e arroz, espécies de gramineas que
apresentam alta capacidade de acumular Si. No entanto, em outras culturas que séo
consideradas ndo acumuladoras de Si, isto é, a maioria das dicotileddneas, a tolerancia a
herbivoria é considerada incomum.

As maiores atividades das enzimas CAT e APX no hibrido de milho foram
observadas nas condi¢es sem aplicacdo de Si e sem herbivoria, onde também foram
observados maior concentracdo de MDA e maior peso larval de S. frugiperda. Pelo fato
de os efeitos terem sido gendtipo-dependente, as maiores atividades das enzimas
antioxidantes nessas condi¢fes ocorreram a fim de removerem as ERO das células para
reduzir o estresse oxidativo nas plantas devido a possiveis estresses abidticos
proporcionados pelas condigdes experimentais na casa de vegetacdo; por exemplo, a
reduzida disponibilidade de nutrientes as plantas nos vasos pode ser um fator influente,
uma vez que geralmente hibridos de milho sdo melhorados a fim de responderem a
maiores niveis de fertilizacdo de macronutrientes visando altas produtividades
(AMORIM; SOUZA 2005).

O aumento da peroxidacdo lipidica pelas espécies reativas de oxigénio (ERO)
resulta no aumento das concentracbes de malondialdeido (MDA), um dos principais
produtos da peroxidacdo lipidica das membranas celulares, indicando dano oxidativo a
essas estruturas (CORBINEAU et al., 2002). O MDA é utilizado como um dos principais
indicativos de ocorréncia de estresse oxidativo nas plantas (YANG et al., 2017). Portanto,
os resultados do presente estudo indicam que a fertilizagdo com Si reduz as concentragdes
de MDA em plantas sob condi¢des de estresse, reduzindo o dano oxidativo as células
vegetais.

Yang et al. (2017) encontraram resultados diferentes dos do presente trabalho,
onde plantas de arroz fertilizadas com Si e submetidas a herbivoria pelo inseto sugador
Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae) apresentaram aumento nas concentragdes
de MDA quando comparadas aquelas que ndo foram fertilizadas. Entretanto, ao longo do
tempo de infestacdo, as plantas fertilizadas com Si mantiveram um nivel constante da
concentracdo de MDA, enquanto que aquelas que ndo foram fertilizadas demonstraram
aumento na concentracdo de MDA, portanto, a fertilizacdo com Si inibiu 0 aumento das
concentracdes de MDA nas plantas atacadas. Os autores também encontraram que as
concentragdes de H,O» foram maiores em plantas fertilizadas com Si ao longo do tempo
de infestacdo. Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos encontrados por

esses autores, onde as concentracBes de H>O. também foram maiores em plantas
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fertilizadas com o mineral. Ma et al. (2016) também concluiram que a fertilizacdo com
Si diminuiu a peroxidacéo lipidica nas plantas.

As enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX sdo as principais enzimas envolvidas
no processo de tolerancia das plantas ao estresse oxidativo. Plantas que expressam
atividades enzimaticas altas tém a capacidade de eliminar de maneira mais eficiente o
excesso de ERO, protegendo o conteldo celular contra os efeitos toxicos das ERO
produzidas em condigdes de estresse, e consequentemente sofrem menor dano oxidativo;
dessa forma, toleram condicGes de estresse com mais eficiéncia (CAVERZAN;
CASASSOLA; BRAMMER, 2016). Em geral, os resultados do presente estudo
demonstraram que o aumento nas atividades das enzimas antioxidantes ocorreram de
forma independente entre plantas fertilizadas com Si ou submetidas a herbivoria, e que
provavelmente foram decorrentes da sequéncia de eventos (primeiro aplicacdo de Si e
depois infestacdo das lagartas) na metodologia utilizada e 0 momento em que as amostras
foram coletadas.

No bioensaio de desempenho larval de S. frugiperda ndo foi possivel observar os
mesmos efeitos do experimento de casa de vegetacdo, nao ocorrendo diferencas no
consumo foliar e biomassa das lagartas na variedade crioula. Apesar disso, no hibrido
houve menor taxa de consumo foliar e menor ganho de peso larval respectivamente nos
experimentos de laboratério e casa de vegetacdo. As diferencas dos efeitos entre
experimentos foram devido a metodologia empregada. A presenca das lagartas se
alimentando nas plantas em casa de vegetacdo foram fundamentais para que as respostas
induzidas de defesa ocorressem de forma mais dinamica e efetiva, enquanto no bioensaio
foram observados provavelmente os efeitos pré-formados pela aplicacdo de Si; estes
efeitos podem ser advindos da barreira mecanica formada nas folhas pela deposicédo e
polimerizagdo (SiO2) do mineral (MA; YAMAJI, 2006). Assim, a utilizacdo da
metodologia em casa de vegetacdo é mais adequada em experimentos que visem avaliar
os efeitos induzidos de defesa por Si.

Embora ndo seja um nutriente essencial para as plantas, o Si pode interagir com
as vias de sinalizagdo de defesa, regulando diversas atividades fisioldgicas sob condi¢es
de estresse bidticos e abioticos, atenuando o estresse oxidativo caracterizado pelo
aumento na producdo de ERO (YE et al., 2013). Os resultados do presente trabalho
demonstram que os efeitos proporcionados pelo Si provavelmente ndo possam ser
caracterizados como de inducédo de resisténcia, uma vez que a aplicacdo por si s6 de Si

ndo foi capaz de induzir resisténcia nas plantas de milho. Portanto, um termo mais
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adequado a ser empregado para 0 Si quanto aos efeitos negativos promovidos sobre 0s
insetos e que compreenderiam tanto os de indugdo de memaria imune (priming) e inducao
de resisténcia seria “elicitor de resisténcia” (SOUZA; BOICA JUNIOR, 2019).

Outro resultado interessante deste trabalho foi o efeito bioestimulante do Si na
variedade crioula na condicdo de fertilizacdo na auséncia de herbivoria, que resultou no
maior crescimento radicular das plantas. Efeitos bioestimulantes de Si ja foram reportados
na literatura (VAN OOSTEN et al., 2017). Bioestimulante € um termo recentemente
desenvolvido pela comunidade cientifica e inddstria para caracterizar compostos de
natureza quimica ou oriundos de microrganismos com funcdo de aumentar a capacidade
de nutricdo, tolerancia a estresses abioticos e/ou melhorar caracteristicas agronémicas das
culturas, independentemente do teor de nutrientes (DU JARDIN, 2015; YAKHIN et al.,
2017). Assim, bioestimulantes sdo compostos que atuam nas vias metabdlicas e de
sinalizacdo de defesa das plantas. No presente trabalho, o efeito bioestimulante do Si foi
genotipo-dependente e ocorreu apenas quando ndo houve conjuntamente herbivoria.
Vargas-Hernandez et al. (2017) sugerem que alguns compostos desempenham tanto a
funcdo de elicitores de resisténcia quanto bioestimulantes dependendo das doses
utilizadas, assemelhando-se a efeitos horméticos, um assunto que merece futuras
investigacoes.

Anélises moleculares também serdo fundamentais para responder melhor algumas
questdes das interacBes do Si nas rotas metabdlicas e vias de sinalizacdo de defesa das
plantas, como também quais genes seriam ativados pelo Si, bem como a identificacao de
transportadores presentes na raiz de diferentes gen6tipos de plantas a fim de potencializar
os efeitos induzidos com o uso de plantas que respondem melhor aos efeitos do mineral.
Outro assunto a ser abordado é se a inducdo de memaria imune (= priming) das plantas
pode ser repassada as geracdes seguintes, ou seja, se 0 efeito de ativacdo das defesas de
natureza epigenética pode ser transgeracional. Os resultados obtidos neste estudo sdo
importantes por caracterizar os efeitos induzidos proporcionados pelo Si e estimular seu
uso de modo mais adequado em programas de Manejo Integrado de Pragas, como no
manejo de S. frugiperda tanto nos paises em que a praga ja ocorre quanto nas regides do

mundo onde foi recentemente introduzida.



39

8 CONCLUSOES

- Os efeitos de indugdo de resisténcia, inducdo de memdria imune e tolerancia
podem ocorrer de forma conjunta pelas plantas de milho como estratégias de defesa a
herbivoria, cujos efeitos sdo mais acentuados na presenca de herbivoria na variedade
crioula;

- A variedade crioula é mais resistente e tolerante a S. frugiperda que o hibrido de
milho;

- A fertilizagdo com Si aumenta as concentracdes de H20., atuando como
sinalizadoras de estresse oxidativo celular;

- Os efeitos nas atividades antioxidantes foram variaveis em funcédo do genotipo de
milho e aplicacdo de Si em conjunto ou ndo com herbivoria, de modo que no genétipo
crioulo as maiores atividades da APX ocorrem com aplicacdo de Si e sem herbivoria, e

da SOD nas condic¢des com Si e sem herbivoria ou com herbivoria e sem Si.
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10 ANEXOS
RCR ECI
Efeitos
F P F P

Genotipos 0,7094 0,4059 ns 0,1177 0,7337 ns
Si 0,6236 0,4355 ns 1,0338 0,3169 ns
H 0,286 0,5965 ns 0,0203 0,8875 ns
Gendtipos x Si 5,8774 0,0212 * 0,0422 0,8385 ns
Genotipos x H 0,4668 0,4994 ns 0,4912 0,4885 ns
SixH 0,3004 0,5874 ns 0,2814 0,5994 ns
Genotipos x Si x 1,3067 0,2615 ns 0,2909 0,5933 ns

H

RCR — Taxa de consumo relativo, * P < 0,005, NS- ndo significativo
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MSR MSP IRC APA APD Si
Efeitos
F P F P F P F P F P F P
Gendtipos 0,355 0,5555 ns 8,211 0,0073 * 4,973 0,0329 * 9,840 0,0037 * 8,388 0,0068 * 0,961 0,3415 ns
Si 3,195 0,0833 ns 1,125 0,2957 ns 2,488 0,1246 ns 7,513 0,0099 * 0,003 0,9534 ns 0,243 0,6288 ns
H 5,625 0,0239 * 3,803 0,0600 ns 1,339 0,2558 ns 0,460 0,5027 ns 3,160 0,0849 ns 0,203 0,6584 ns
Gendtipos x Si 5,04 0,0318* 0,092 0,7631 ns 5,727 0,0227* 5,074 0,0313 * 0,233 0,6326 ns 0,900 0,3570 ns
Gendtipos x H 1,308 0,2612 ns 10,265 0,0031* 0,001 0,9726 ns 0,128 0,7228 ns 1,199 0,2817 ns 0,233 0,6362 ns
SixH 6,062 0,0194* 0,058 0,8117 ns 0,323 0,5736 ns 3,448 0,0726 ns 0,978 0,3301 ns 7,448 0,0149 *
Genotipos x Si x H 4,271 0,0469* 2,582 0,1179 ns 1,141 0,2935 ns 1,153 0,2910 ns 0,005 0,9441 ns 0,008 0,9293 ns

MSR- Massa seca da raiz, MSP- Massa seca da parte aérea, IRC- Indice relativo de clorofila, APA- Altura de plantas antes da infestacéo,

APD- Altura de plantas depois da infestacdo, Si- concentracédo foliar de Si, * P < 0,005, NS- néo significativo
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H20, MDA APX CAT SOD
Efeitos
F P F P F P F P F P
Genotipos 0,409  0,5270 ns 9,25 0,0047 * 0,368  0,5484 ns 16,563  0,0003 * 3,879  0,0576 ns
Si 1,217 0,2783 ns 0,387 0,5381 ns 3,821 0,0594 ns 2,492 0,1243 ns 0,000 0,9975 ns
H 0,334 0,5671 ns 0,021 0,8864 ns 0,775 0,3853 ns 3,356 0,0763 ns 1,474 0,2336 ns
Geno6tipos x Si 3,819  0,0595 ns 3,520  0,0698 ns 5,107 0,0308 * 0,001  0,9735ns 8,025 0,0079 *
Genotipos x H 0,309 0,5821 ns 0,118 0,7336 ns 1,386 0,2477 ns 3,350 0,0765 ns 0,841 0,3658 ns
SixH 9,991 0,0034 * 7,291 0,0110 * 1,539 0,2238 ns 0,013 0,9096 ns 3,879 0,0576 ns
Genotipos x Si x H 0,165  0,6870 ns 4,684 0,0380 * 6,357 0,0169 * 11,032 0,0022 * 5,136 0,0303 *

H2.0. — ConcentracGes de perdxido de hidrogénio, MDA- Concentracdes de malondialdeido na peroxidacdo lipidica, APX- Atividade
enzimatica da Ascorbato peroxidase, CAT- Atividade enzimatica da Catalase, SOD- Atividade enzimatica da Superdxido dismutase,

* P <0,005, NS- ndo significativo



54

PL NI
Efeitos
F P F P
Gendtipos 215,593 0,0000 * 8,036 0,0079 *
Si 3,275 0,0892 ns 2,839 0,0987 ns
H 0,849 0,3706 ns 30,036 0,0000 *
Genotipos x Si 2,314 0,1477 ns 0,893 0,3518 ns
Gendtipos x H 0,369 0,5519 ns 0,036 0,8513 ns
SixH 1,716 0,0001 * 4,321 0,0457 *
Ge”é“pﬁs XS 96,706 0,2087 * 0,893 0,3518 ns

PL- Peso de lagartas de S. frugiperda, NI- Notas de injuria de S. frugiperda, * P < 0,005,

NS- n&o significativo



