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RESUMO

A lagarta Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto-
praga polifago que causa danos econémicos em diversas espécies vegetais, inclusive na
cultura de arroz. A utilizagdo de inseticidas para o controle de S. frugiperda tem promovido a
selecdo de individuos resistentes e poluicdo ambiental, justificando a busca por métodos
alternativos de controle no manejo desse inseto. Dessa forma, objetivou-se neste trabalho
avaliar os efeitos do silicio (Si) e do metil jasmonato (MeJA) no comportamento e biologia de
S. frugiperda, bem como possiveis alteracdes proporcionadas por esses indutores no
desenvolvimento vegetativo e na estabilidade genética de plantas de arroz, visando fornecer
subsidios para 0 manejo do inseto-praga. Para isso, foram testados os seguintes tratamentos:
T1-Testemunha (sem aplicacdo de Si e MeJA); T2-Tween foliar; T3- Si drench; T4- MeJA
foliar e T5- Si drench + MeJA foliar. De acordo com os resultados foi verificado que a
aplicacdo de Si e MeJA afetam negativamente o consumo foliar, 0 ganho de massa de
lagartas, a preferéncia para oviposi¢édo e fecundidade dos adultos. A aplicacdo de Si ou de
Si+ MeJA também proporcionaram aumento na altura, no indice relativo de clorofila, massa
fresca e seca, além de favorecer maior acimulo de Si nas plantas. Entretanto, ndo houve
diferenca na quantidade de DNA e no coeficiente de variacdo entre os tratamentos. Assim,
conclui-se que o emprego do Si e MeJA promove aumento da resisténcia da planta a S.
frugiperda e contribui para o desenvolvimento vegetativo sem afetar a estabilidade genética
de plantas de arroz.

Palavras-chave: Acido silicico, jasmonatos, lagarta-da-folha, Oryza sativa L., quantificacéo

de DNA, resisténcia induzida.



ABSTRACT

The Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) caterpillar is a
polyphagous insect pest that causes economic damage to many plant species, including rice.
The use of insecticides to control S. frugiperda has been causing the selection of resistant
individuals and environmental pollution, which justifies the search for alternative control
methods in the management of this insect. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
effect of silicon (Si) and methyl jasmonate (MeJA) on the behavior and biology of S.
frugiperda, as well as possible modifications caused by these inductors to the vegetative
development and genetic stability of rice plants, aiming to provide subsidies for the
management of the insect pest. To do so, the following treatments were tested: T1-Control
Group (no use of Si and MeJA); T2-foliar Tween; T3- Si drench; T4- foliar MeJA and T5- Si
drench + foliar MeJA. According to the results, it was verified that the use of Si and MeJA
negatively affects foliar consumption, weight gain of caterpillars, the preference for
oviposition and fertility of adults. The application of Si or of Si + MeJA also caused increase
in height, in relative chlorophyll index, dry and fresh mass, besides favoring a greater
accumulation of Si in plants. However, there was no difference in the quantity of DNA and in
the variation coefficient among treatments. Thus, it was concluded that the use of Si and
MeJA causes an increase in the resistance of the plant to S. frugiperda and it contributed to
the vegetative development without affecting the genetic stability of rice plants.

Keywords: Silicic acid, jasmonates, fall armyworm, Oryza sativa L., DNA quantification,

induced resistance.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.), um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracteriza-se como o principal alimento para mais da metade da populagdo mundial (AOKI
et al., 2016). Essa cultura sofre danos por grande diversidade de patdgenos e insetos
fitéfagos, resultando em perdas severas na produtividade, além da reducdo da qualidade dos
gréos (LITSINGER; BANDONG; CANAPI, 2011).

Dentre os insetos que ocorrem associados a essa cultura, destaca-se a espécie
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), uma praga polifaga
nativa de regides tropicais e amplamente distribuida, devido sua extensa gama de hospedeiros
(POGUE, 2002). Esse inseto-praga se alimenta principalmente de poaceas e possui alto
potencial de dano para a cultura de arroz. Para seu controle, sdo utilizados principalmente
inseticidas dos grupos piretroide e benzoilfeniluréia (BRASIL, 2016), para 0s quais esse
inseto ja apresenta resisténcia (CARVALHO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2015).

Portanto, tornam-se necessarias pesquisas por métodos alternativos de controle, no
intuito de promover um manejo eficaz e sustentavel dessa lagarta. Nesse contexto, a
resisténcia induzida de plantas pela utilizacdo de agentes externos, possui potencial para ser
adotada em programas de manejo integrado de pragas (HOLOPAINEN et al., 2009). A
resisténcia induzida direta, afeta diretamente 0s insetos por meio dos mecanismos antixenose
e/ ou antibiose (SHARMA, SUJANA; RAO, 2009; ZHAN et al., 2015), enquanto a
resisténcia induzida indireta é mediada por volateis emitidos por plantas em resposta a danos
causados por insetos, tornando-as mais atrativas a parasitoides e predadores (ATAIDE et al.,
2016).

A utilizacdo de silicio como indutor pode promover o aumento da resisténcia de
plantas a insetos herbivoros (REYNOLDS et al., 2016), seja pela barreira mecanica, devido a
deposicao de silica na epiderme foliar (GOUSSAIN et al., 2002; REYNOLDS; KEEPING;
MEYER, 2009); pela inducdo da atividade de enzimas de defesa (HAN et al., 2016) ou pelo
aumento da liberacdo de compostos volateis de plantas, atraindo inimigos naturais
(KVEDARAS et al., 2010).

Além disso, existem relatos na literatura que comprovam que o silicio também pode
promover o incremento do crescimento e desenvolvimento vegetativo, por proporcionar
melhora na assimilagdo de nutrientes (YOGENDRA et al., 2014), na taxa fotossintética
(GAUTAM et al., 2016) e no aumento na massa fresca e seca de raizes (RAZA et al., 2016).
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Outra substancia cujas pesquisas vém sendo intensificadas sdo os jasmonatos. O acido
jasmonico, derivado do &cido linolénico, ¢ um hormoénio vegetal de ocorréncia natural nas
plantas, cuja producdo é dependente de estimulos externos e genes de expressdo
(WASTERNACK, 2014). Quando aplicados de maneira exdgena, estes compostos podem
simular modificagdes provocadas pela herbivoria (ZHANG et al., 2015), desempenhando
papel crucial na sinalizacdo de defesa de plantas em respostas a estresses bidticos (ZHANG et
al., 2015) e abioticos (FAHAD et al., 2015).

Os jasmonatos também estdo envolvidos em diversos processos de crescimento e
desenvolvimento em varias espécies vegetais, tais como, aumento no tamanho e massa de
frutos (MARTINEZ-ESPLA et al., 2014), na concentragio dos pigmentos de clorofila
(ASMA; LINGAKUMAR, 2015) e crescimento do sistema radicular (AWANG et al., 2015).

Entretanto, é importante salientar que alguns tratamentos quimicos aos quais as plantas
sdo submetidas, embora possam contribuir para aumentar a resisténcia contra agentes bidticos,
podem afetar a sua estabilidade genética. Assim, a citometria de fluxo é uma técnica
empregada para estimar a quantidade de DNA de maneira rapida e precisa, permitindo
monitorar variaces no conteddo de DNA de plantas promovidas por tratamentos quimicos
aos quais as mesmas sejam submetidas (LEAL et al., 2006; PRADO et al., 2010).

Baseado na necessidade do desenvolvimento de métodos alternativos de controle
direcionados a reducdo da utilizacdo de inseticidas, o presente trabalho teve como objetivo
geral avaliar os efeitos do silicio (Si) e do metil jasmonato (MeJA), no comportamento e
biologia de S. frugiperda, bem como possiveis alteracdes proporcionadas por esses indutores
no desenvolvimento vegetativo e na estabilidade genética de plantas de arroz, visando
fornecer subsidios para 0 manejo do inseto-praga e da cultura.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Auvaliar o efeito do Si e MeJA na preferéncia alimentar de S. frugiperda.

b) Avaliar o efeito do Si e MeJA na preferéncia para oviposicdo de S. frugiperda.
c) Awvaliar os efeitos do Si e MeJA na biologia da fase larval de S. frugiperda.

d) Awvaliar os efeitos do Si e MeJA na biologia da fase adulta de S. frugiperda.

e) Auvaliar os efeitos do Si e MeJA nas caracteristicas fitotécnicas, fisioldgica e

estabilidade genética das plantas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A cultura de arroz: importancia nutricional e aspectos produtivos

O arroz é uma poéacea de ciclo anual pertencente ao género Oryza, o qual inclui vinte
espécies selvagens e duas domesticadas, que sdo O. sativa L. (arroz asiatico) e O. glaberrima
(arroz africano). A mais cultivada mundialmente € O. sativa, ocupando o segundo lugar entre
0s cereais mais produzidos. Sua domesticacdo ocorreu ha cerca de 10.000 anos na Asia
(BAMBARADENIYA; AMARASINGHE, 2003; HEINRICHS, 1998; KHUSH, 1997;
SILVA et al., 2007).

Este cereal apresenta grande importancia nutricional fazendo parte da base alimentar
da populacdo brasileira, constituindo-se excelente fonte de energia com alta concentracdo de
amido, além de proteinas, vitaminas e minerais (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).
No Brasil, o arroz € consumido especialmente na forma de grdos inteiros, sendo conhecidos,
em funcgdo da forma de processamento pds-colheita, como arroz branco, arroz integral e arroz
parboilizado (VIEIRA; RABELO, 2006).

O ciclo de desenvolvimento da planta de arroz pode ser dividido em trés fases: a fase
vegetativa, que compreende a emergéncia até a diferenciacdo da panicula; a fase reprodutiva,
que abrange a diferenciacdo da panicula até a antese e a fase de enchimento de graos, que se
inicia na antese e termina na maturacdo fisioldgica. A altura da planta pode variar pelas
circunstancias ambientais, podendo atingir de 40cm a 5m, dependendo do tipo de arroz
produzido (INSTITUTO RIOGRANDENSE DO ARROZ - IRGA, 2001; KHUSH, 1997,
STRECK et al., 2006).

A éarea cultivada mundialmente com arroz ultrapassou 157,7 milhdes de hectares, com
producdo de 469,5 milhdes de toneladas na safra 2015/16, sendo 0s principais paises
produtores a China, india, Indonésia, com o Brasil ocupando a 82 posi¢ao no ranking mundial
(USDA, 2016). Devido a importancia da cultura, existe a estimativa de aumento na producao
brasileira, sendo prevista para safra de 2016/17 uma area plantada de 2,1 milhdes de hectares
e producdo aproximada de 12,1 milhdes de toneladas. Atualmente, a regido Sul é a maior
produtora de arroz, responsavel por metade da producdo nacional. No sudeste do Brasil séo
cultivados 18,9 mil ha de arroz, dos quais 41% se localizam em Minas Gerais e representam
27,5% da produgdo na regido (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2016).
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H& vérias cultivares de arroz desenvolvidas para o cultivo de terras altas em Minas
Gerais, como, por exemplo, ‘Primavera’, ‘Canastra’, ‘Confianca’ (SOARES et al., 1997,
2001), ‘Caiapd’ (SOARES; REIS; SOARES, 1993), ‘Carisma’ (SOARES et al., 2000) e
‘BRSMG Caravera’ (SOARES et al., 2008), entre outras.

A BRSMG Caravera, cultivar utilizada na presente pesquisa, apresenta ciclo de
maturacdo de 113 dias, alto potencial produtivo, grdo tipo longo-fino de alta qualidade
culinaria, resisténcia ao acamamento e moderada resisténcia a brusone-da-panicula (SOARES
et al., 2008). Em relacdo aos insetos-praga para essa cultivar, existem poucas informacdes
relatadas na literatura, o que justifica que as pesquisas devam ser reforgadas, visando evitar
perdas de produtividade.

3.2 Insetos-praga associados a cultura de arroz: a espécie S. frugiperda

Existe grande diversidade de insetos-praga associados a cultura de arroz, promovendo
perdas de até 35% na producdo (COSTA et al, 2006). Dentre eles destaca-se 0 percevejo-das-
paniculas Oebalus spp. (Hemiptera: Pentatomidae), que suga as paniculas afetando a
qualidade e quantidade de grdos, o percevejo-do-colmo Tibraca limbativentris (Stal, 1860)
(Hemiptera: Pentatomidae), responsavel pelo aparecimento do sintoma “coragdo-morto” nas
plantas, as lagartas Mocis latipes (Guenée, 1852), Pseudaletia spp. e S. frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) que se alimentam das folhas e paniculas. Outras espécies como, por
exemplo, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), cigarrinhas Deois
spp. e Mahanarva sp. (Hemiptera: Cercopidae), formigas (Atta spp. e Acromyrmex spp.)
(Hymenoptera: Formicidae) e cupins (Syntermes spp., Procornitermes spp. e Cornitermes
spp.) (Blattodea: Termitidae), também causam danos a cultura (FERREIRA, 2006).

O uso de pesticidas para o controle de insetos-praga, plantas invasoras e doencas na
cultura representam, em média, 17% do custo de produgdo (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2016). Como objeto de estudo neste trabalho foi escolhido a
lagarta S. frugiperda, devido a grande perda na produgdo promovida por este inseto-praga
(MARTINS; ROSA, 2007).

A lagarta S. frugiperda é um inseto polifago que pode se alimentar de mais de 80
espécies de plantas (POGUE, 2002), estando distribuida amplamente nas regides tropicais e
subtropicais das Américas (NAGOSHI; MEAGHER, 2008). No Brasil, € considerada praga-
chave da cultura do milho (BARROS et al., 2005; CRUZ et al., 2008), além de causar
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prejuizos a outras culturas, tais como arroz (BUSATO et al., 2005), amendoim (BOREGAS et
al., 2013), algoddo (QUEIROZ et al., 2016). Associado ao arroz, esse inseto ¢ denominado
como lagarta-da-folha e causa sérios prejuizos durante todo o ciclo da cultura (ROSA et al.,
2012).

O desenvolvimento de S. frugiperda é do tipo holometabdlico, que compreende a fase
de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos séo inicialmente de coloracdo verde clara e & medida
que se aproximam da eclosdo, se tornam acinzentados. S&o colocados em massa
preferencialmente na parte abaxial das folhas, embora também possam ser encontrados na
face adaxial (PITRE; HOGG, 1983). As massas podem conter de 30 a 300 ovos, podendo
chegar até 1000 ovos por postura, dependendo da condicdo e planta hospedeira (SANTOS et
al, 2004). O periodo de incubacdo varia em torno de 3 a 4 dias (CRUZ et al., 2008; ROSA et
al., 2012).

A duracdo do periodo larval é variavel de 10 a 30 dias (PINTO; PARRA; OLIVEIRA,
2004, ROSA et al., 2012). Normalmente a lagarta passa por seis instares e a duracdo é de
cerca de 3,3; 1,7; 1,5; 1,5; 2,0 e 3,7 dias, respectivamente, a 25°C (PITRE; HOGG, 1983).
Segundo Cunha et al. (2008), as diferencas na duracédo do ciclo bioldgico, tanto do ovo quanto
da fase larval, podem ser atribuidas a fatores como qualidade nutricional e quantidade de
alimento ingerido pela lagarta, bem como as condi¢es ambientais que a mesma se encontra
(BUSATO et al., 2005).

A lagarta chega a 50 mm de comprimento no ultimo instar e apresenta coloracdo que
varia de pardo-escuro, verde até quase preta. Ao término do periodo larval, as lagartas
penetram no solo e se transformam em pupas, de coloragdo marrom-avermelhada, medindo
em torno de 15 mm de comprimento (SARMENTO et al., 2002). O periodo pupal pode variar
de 8 a 25 dias (PINTO; PARRA; OLIVEIRA, 2004).

Os adultos de S. frugiperda sdo de habito noturno e chegam a apresentar 35 mm de
envergadura, seu corpo tem, aproximadamente, 15 mm de comprimento (PINTO; PARRA;
OLIVEIRA, 2004) e longevidade em torno de 21 dias (ROSA et al., 2012). As fémeas, ap0s
um periodo de trés a quatro dias (pré-oviposi¢do), iniciam a oviposi¢do e este periodo pode
durar até trés semanas (ROSA et al., 2012).

A incidéncia e a severidade da ocorréncia de S. frugiperda nos arrozais depende das
condigdes climaticas, estando os grandes surtos associados com primaveras chuvosas seguidas
de periodos secos (OLIVEIRA, 1987). O inseto atravessa o periodo desfavoravel do ano na
fase de pupa, surgindo os adultos na primavera (MARTINS; GRUTZMACHER; CUNHA,
2004).
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As injurias consistem na destruicdo de plantas novas devido ao corte dos colmos ao
nivel do solo e desfolhamento (BUSATO et al., 2005). A densidade populacional da praga
pode atingir altos niveis causando destruicdo total da lavoura (GRUTZMACHER et al.,
2000).

O controle da lagarta é freqlientemente realizado por meio da utilizacdo de produtos
quimicos, levando ao aumento nos custos de producéo e poluicdo ambiental (CARVALHO et
al., 2013). Além disso, 0 uso excessivo de inseticidas afeta inimigos naturais e seleciona
individuos resistentes (CHEN et al., 2016).

Portanto, torna-se necessaria a busca por diferentes taticas a serem adotadas no manejo
integrado, como por exemplo, a utilizagdo de indutores de defesa de plantas visando a reducéo

do uso de inseticidas e a manutencao de organismos benéficos nos ambientes agricolas.

3.3 Defesa de plantas

As plantas estdo sob ataque constante de inUmeros herbivoros. As interacdes inseto-
planta sdo dindmicas e representam mais de 400 milhdes de anos de historia coevolutiva
(DESPRES et al., 2007). Desta forma, ambos desenvolveram estratégias para evitar os
sistemas de defesa uns dos outros, resultando no desenvolvimento de um sistema refinado e
complexo de defesa (WU; BALDWIN, 2010). Assim, as plantas respondem ao ataque de
insetos por meio de defesas diretas ou indiretas, ambas podendo ser constitutivas ou
induzidas.

As defesas diretas sdo aquelas que atuam diretamente sobre o inseto, afetando o
crescimento, o desenvolvimento e promovendo a reducdo da digestibilidade de tecidos, por
meio de barreiras mecéanicas como tricomas, endurecimento das células epidérmicas e
espinhos (HANLEY et al., 2007) e/ou barreiras bioquimicas, por exemplo, pela producédo de
metabélitos secundarios (MITHOFER; BOLAND, 2012). Ja as defesas indiretas sdo
responsaveis pela atracdo de inimigos naturais, mediante a producdo de volateis
(CUSUMANO et al., 2015) e néctar extrafloral (LU et al., 2014).

As defesas constitutivas sdo caracteristicas mecanicas e quimicas defensivas que as
plantas apresentam, independente da presenca de herbivoros (WU; BALDWIN, 2010), em
contraste, as defesas induzidas sdo produzidas apds o ataque dos insetos (SCHOLZ et al.,
2015).

A resisténcia de plantas também pode ser desencadeada pela utilizacdo de agentes

externos, os chamados indutores ou elicitores, que provocam aumento no nivel de
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resisténcia da planta. Dentre os indutores utilizados, pode-se destacar o acido jasmonico e
seus derivados, o silicio (HAN et al., 2016), o benzotiadiazol (GORDY et al., 2015) e 0
acido giberélico (ALVARENGA et al., 2017).

De maneira geral, esses compostos sdo seguros ao meio ambiente e a seres
humanos, sendo compativeis ao uso do controle biolégico em agroecossistemas,
constituindo-se potencial ferramenta de controle a ser adotada no manejo integrado de
pragas (PAUDEN; RAJOTTE; FELTON, 2014).

3.4 Indutores de resisténcia e seus papéis na defesa e no desenvolvimento vegetativo das
plantas

3.4.1 Ossilicio

O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante no solo e compde 28% da crosta
terrestre (SOMMER et al., 2006). Embora ndo seja considerado essencial para o crescimento
e desenvolvimento das plantas, os efeitos benéficos deste elemento tém sido bem
documentados para plantas expostas a estresses bidticos (HAN et al., 2016) e abiéticos (LIU
et al.,, 2015).

A absorcdo do Si da solucdo do solo pelas plantas ocorre quando este se encontra na
forma de acido silicico (H4SiOs4) (DING et al., 2008) e a concentragcdo de Sinas
plantas depende da capacidade especifica das raizes em absorverem este elemento e a sua
disponibilidade na solugédo do solo (MA; YAMAJI, 2006; HENRIET et al., 2008). Em plantas
de arroz, ja foi verificado que a absorcdo de Si ocorre de forma metabolicamente ativa por
meio de transportadores especificos de influxo (Lsil) e efluxo (Lsi2) (MA; YAMAII, 2006;
MA et al., 2007). J& o transportador Lsi6 esta envolvido na distribuicdo desse elemento entre
0s tecidos vegetais na parte aérea (YAMAIJI et al., 2008; YAMAJI; MA, 2009).

De maneira geral, consideram-se plantas acumuladoras de Si aquelas com teores
superiores a 1 g kg™ desse elemento na massa seca, como o arroz e o trigo (Triticum aestivum
L.); plantas como soja e cucurbitaceas sdo consideradas intermediarias, com 0,5a 1 g kg™ de
Si e as plantas ndo acumuladoras tém concentracdo de Si na massa seca inferior a 0,5 g kg™
(MA; MIYAKE; TAKAHASHI, 2001).

A protecdo conferida as plantas pelo Si pode ser atribuida ao acimulo e polimerizacao
de silica nas células epidérmicas, abaixo da cuticula, formando uma barreira mecénica

conhecida como dupla camada silicio-cuticula nas poaceas (GOUSSAIN et al., 2002; MA;
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TAKAHASHI, 2002), podendo apresentar efeito diferenciado para insetos mastigadores e
sugadores (FIGURA 1).

Figura 1 — Absorcao e efeitos do silicio em plantas e insetos.
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Legenda: Absorcdo de silicio da solugdo do solo e sua deposi¢do nas folhas levam ao aumento de
tricomas, enzimas, lignina, tanino e fendis, afetando herbivoros e atraindo inimigos naturais pela
producdo de volateis. A aplicacdo de silicio melhora a fotossintese e promove crescimento e
produtividade.

Fonte: Adaptado de Reynolds et al. (2016).

Com relacdo aos mastigadores, a silificacdo da epiderme dificulta a mastigagéo pelos
insetos, devido ao endurecimento da parede das celulas vegetais (DATNOFF; SNYDER;
KORNDORFER, 2001). Entretanto para os sugadores, a utilizacdo de silicio pode néo
impedir ou dificultar a penetracdo dos estiletes, entretanto favorece a producdo de compostos
secundarios que afetam o desenvolvimento e fecundidade desses insetos (PEREIRA et al.,
2010).

Os altos teores de silica na planta além de aumentarem a capacidade de defesa contra a
herbivoria (JUMA et al., 2015), podem afetar a preferéncia ao consumo dos insetos-praga

(HE et al., 2015), o que é de suma importancia para reducgdo das injarias/danos.
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O Si também pode proteger a planta por outros processos, que podem aumentar 0s
mecanismos de defesa, incluindo o acumulo de lignina, compostos fendlicos e fitoalexinas
(MA; YAMAJI, 2006; HAN et al., 2016) e por favorecer a producédo e de compostos volateis,
importantes na atracao de inimigos naturais (KVEDARAS et al., 2010).

Este elemento pode proporcionar também o incremento de caracteristicas fitotécnicas
e fisioldgicas em algumas culturas. Com a deposi¢do da camada de silica nas plantas, ocorre 0
enrijecimento da parede vegetal deixando as folhas mais eretas, desta forma, ocorre aumento
da interceptacdo de luz, levando a otimizacdo da fotossintese (TAMAI; MA, 2008;
LAVINSKY et al., 2016). Além disso, 0 uso do silicio pode proporcionar melhoria na
eficiéncia do uso da &gua e alongamento celular, levando ao crescimento de plantas e
acréscimo de biomassa (HOSSAIN et al., 2002; ISA et al., 2010; ALVARENGA et al., 2017).

Além da utilizacdo de Si como indutor de resisténcia, outros compostos, como por
exemplo, os jasmonatos, vem sendo investigados com intuito de promover melhorias no

arsenal de defesas de plantas e nas caracteristicas fitotécnicas de diferentes culturas.

3.4.2 Jasmonatos

Os jasmonatos sdo derivados do acido linolénico num processo dependente da enzima
lipoxigenase. O &cido linolénico pode ser convertido em &cido 12-oxo-fitodienodico (12-oxo-
PDA), por meio de peroxidacdo mediada pela enzima lipoxigenase, seguida da acdo da aleno
oOxido sintase e aleno 6xido ciclase. A 12- oxo-PDA é convertida em &cido jasménico (AJ) por
meio de reducdo e de tripla R-oxidacdo (WASTERNACK; KOMBRINK 2009; KOMBRINK,
2012). O éacido jasménico € um hormonio vegetal de ocorréncia natural nas plantas e sua
producdo € dependente de estimulos externos e genes de expressao (WASTERNACK, 2014).
Desempenha papel crucial na sinalizagdo de defesa das plantas em respostas a estresses
bioticos e abidticos (FAHAD et al., 2014) (FIGURA 2).
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Figura 2 — Efeito do metil jasmonato em plantas e insetos.
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Legenda: A aplicacdo de metil jasmonato nas plantas desencadeia a producdo de tricomas, lignina,
tanino, fenois e enzimas, promovendo a defesa contra herbivoros. O aumento na producéo de volateis
pela aplicagdo de metil jasmonato é usado como pistas olfativas por inimigos naturais e na
comunicagdo planta-planta. O metil jasmonato tem efeitos na germinacéo, crescimento, senescéncia e
produtividade de plantas.
Fonte: Wasternack (2014).

Os niveis de é&cido jasmonico enddgenos sdo rapidamente e temporariamente
aumentados frente a perturbagcdes (BOSCH et al., 2014), e aparentemente acumulados no
local do dano, sendo dispersos sistematicamente por toda a planta (ARIMURA et al., 2011).

Frente a essas perturbagcOes, a planta responde por dois mecanismos de defesa.
Primeiro, pela defesa direta com a formacdo de compostos toxicos, como 0s metabdlitos
secundarios e pela sintese de proteinas de defesa, que tem um papel deterrente na digestdo de
insetos (WRITEHILL et al., 2014; ZHANG et al., 2015), e segundo por defesas indiretas, por
meio da emissdo de volateis atraindo parasitoides, predadores e alterando o comportamento de
oviposicdo de insetos-praga (DICKE; BALDWIN 2010; RODRIGUEZ-SAONA,;
POLASHOCK; MALO, 2013).
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A aplicagdo exogena de metil jasmonato pode simular o dano provocado por
herbivoros, levando ao aumento no nivel de resisténcia das plantas (EGGER; SPANGL;
KOSCHIER; 2016). Este efeito ja foi verificado em varias culturas como repolho (ZHANG et
al., 2013), algoddo (YANG et al., 2013), tomate (SRINPONTAN; HWANG, 2016) e arroz
(HAMM; STOUT; RIGGIO, 2010), para diferentes comportamentos alimentares de insetos.
Nesse contexto, a utilizagdo de jasmonatos como indutores de resisténcia pode ser uma
alternativa viavel para o aumento das defesas das plantas contra insetos (FIGURA 2).

Os jasmonatos tambeém estdo envolvidos em diversos processos de crescimento e
desenvolvimento vegetal (MARTINEZ-ESPLA et al., 2014; AWANG et al., 2015), como o
crescimento, formacao de raiz, germinacdo de sementes, senescéncia de folhas, formacao de
tricomas glandulares e o desenvolvimento de polen (WASTERNACK, 2014).

Embora existam inUmeras vantagens na utilizacdo de indutores em plantas,
algumas espécies quando submetidas a tratamentos quimicos, podem apresentar
instabilidade genémica, comprometendo caracteristicas agrondmicas desejaveis. Diante
disso, a citometria de fluxo constitui-se numa técnica eficiente para a quantificacdo do

genoma vegetal, visando identificar a ocorréncia desta alteracao.

3.5 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica usada para classificar e analisar células,
nacleos e cromossomos de forma eficiente e precisa (CAO; ZHANG; BAI, 2014). Esta
técnica permite detectar variagdes no conteudo de DNA nuclear (LEAL et al., 2006,
PRADO et al., 2010) e tem a vantagem de analisar numerosas amostras em um curto
periodo de tempo (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA., 2007).

Numa andlise tipica da citometria de fluxo, as células séo coradas com anticorpos
conjugados com fluorocromo que se ligam a superficie celular e as moléculas
intracelulares. Dentro do citdmetro, as células fluem em uma suspensdo liquida, e séo
passadas sequencialmente através de feixes de laser que excitam os fluorocromos. A luz
emitida por estas células é entdo medida (AGHAEEPOUR et al.,, 2013). Para a
determinacdo do conteudo de DNA, a intensidade da luz emitida pelos ndcleos é
comparada com de outra espécie, denominada de padrdo, cujo tamanho do genoma
nuclear ja é conhecido (OCHATT, 2008).
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A qualidade da suspensdo nuclear é avaliada por meio da andlise de histogramas
do contetdo relativo de DNA nuclear. O histograma deve conter picos finos e baixo
coeficiente de variagdo, indicando assim a veracidade da analise (OCHATT, 2008).

A citometria de fluxo apresenta inimeras aplicabilidades, sendo utilizada em
estudos taxonémicos, na sistematica e ecologia de plantas, bem como para programas de
melhoramento (OCHATT, 2008) e projetos de sequenciamento (BENNETT; LEITCH,
2005). Recentemente, esta técnica tem sido empregada para diversos grupos de plantas,
como maracujazeiro amarelo (P. edulis Sims. f. flavicarpa Deg.) (COSTA et al., 2016),
cana de acUcar Saccharum spp. (NOGUEIRA et al., 2015) e milho Zea mays L.
(MELCHINGER, et al., 2016).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de condugéo dos ensaios e plantio do material vegetal

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e nos Laboratorios de
Resisténcia de Plantas a Insetos e de Cultura de Tecidos Vegetais, nos Departamentos de
Entomologia e Agricultura, respectivamente, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras (latitude 21°45°S; longitude 45°00°W e altitude 918 m), Minas Gerais, Brasil, no
periodo de outubro/2014 a janeiro/2017.

Para os bioensaios de aspectos bioldgicos da fase larval e da fase adulta, caracteristicas
fitotécnicas, fisioldgica, concentracdo de silicio e estabilidade genética, o plantio de arroz foi
realizado em vasos de polietileno de 2 L, contendo 1,5 kg de solo (Latossolo Vermelho
Escuro - LVe) adubado com 0,23 g do adubo NPK (8-28-16) /vaso, equivalente a 300 kg ha™*,
sendo semeadas 20 sementes da cv. BRSMG Caravera/vaso. Cinco dias apds a emergéncia,
foi realizado o desbaste deixando-se apenas oito plantas/aso. Adubagdes de cobertura com
sulfato de amonio, aplicando-se 0,045 g de N/vaso, equivalente a 60 kg ha, foram realizadas
aos 30 e 60 dias apds a emergéncia das plantas (SOARES et al., 2008).

J& para os bioensaios de preferéncia alimentar e preferéncia para oviposi¢édo, o plantio
de arroz foi realizado em vasos de polietileno de 1 L, contendo 0,5 kg de Latossolo Vermelho
Escuro - LVe adubado com 0,08 g do adubo NPK (8-28-16) /vaso, equivalente a 300 kg ha*,
sendo semeadas cinco sementes da cv. BRSMG Caravera. Foram feitas adubacgdes de

cobertura com sulfato de amonio, aplicando-se 0,015 g de N/vaso, equivalente a 60 kg ha™,
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aos 30 e 60 dias apo6s a emergéncia (SOARES et al., 2008). Cinco dias apds a germinacéo, foi

realizado o desbaste deixando-se apenas duas plantas/vaso.

4.2 Criacdo da lagarta S. frugiperda em laboratorio

As lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criacdo estoque, mantida em laboratorio
e alimentadas com dieta artificial segundo Greene, Lepla e Dickerson (1976) em tubos de
ensaio de 10 cm altura x 8,5 cm diametro. Os adultos foram alimentados com solucdo aquosa
de mel a 10%, mantidos em gaiolas de PVC (policloreto de vinila) de 20 cm de altura x 15 cm
de didmetro, em camara climatizada regulada com temperatura de 25+2 °C, umidade relativa
70£10% e fotofase de 12 horas. Insetos  coletadosno  campo foram
adicionados freqiientemente a criacdo visando a manutencdo da variabilidade genética. As
lagartas utilizadas nos ensaios eram provenientes da segunda postura, por apresentar maior

viabilidade.

4.3 Preparo e aplicacdo das solucbes com silicio (Si), metil jasmonato (MeJA) e tween

O Si foi aplicado no solo por meio de uma solucdo de acido silicico (SiO2. XH20)
(Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Brasil) a 1%, na dosagem equivalente 1,0 t SiO; ha,
30 dias apo6s a emergéncia das plantas (ASSIS et al., 2013).

A solucdo de MeJA (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi preparada adicionando
Tween®80 (Polyoxyethylene sorbitan monostearate) (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) como
solubilizante na concentragdo de 0,1 mL L e etanol na concentragdo 2,5 mL L, baseando-se
na metodologia utilizada por Moraes et al. (2009). A concentracdo do fitohorménio foi
alterada para a padronizacdo de 1,0 mM e o preparo de 1 L da solucéo foi dividido em duas
etapas.

Na primeira, em um baldo volumétrico de 250 mL, foram adicionados 2,5 mL L de
etanol, 0,1 mL de Tween, 218 uL de MeJA e 50 mL de &gua destilada. Esta mistura foi
homogeneizada mediante agitagio manual. Na segunda etapa, em uma proveta com
capacidade de 1 L, foram adicionados 300 mL de agua destilada e a solucdo obtida na
primeira etapa. Apds a homogeneizagdo da mistura, por meio de agitagdo manual, a proveta

foi completada com agua destilada até atingir 1 L.
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A aplicacdo foliar da solucéo de fito-horménio foi realizada 39 dias ap6s a emergéncia
com auxilio de pulverizador manual com capacidade para 500 mL, utilizando-se 25 mL de
solucdo por planta, suficiente para que a aplicacdo fosse homogénea.

Também foi realizada a pulverizacdo foliar de tween isoladamente 39 dias apds a
emergéncia, visando anular o efeito de outras substancias nos resultados. O preparo dessa
solucdo foi realizado conforme descrito anteriormente na etapa 1, entretanto sem a
incorporacdo do fitohormonio MeJA.

Os tratamentos testados para todos os ensaios foram: T1-Testemunha (sem aplicacao
de Si, MeJA e Tween); T2-Tween foliar; T3- Si drench T4- MeJA foliar e T5- Si drench +
MeJA foliar.

4.4 Preferéncia alimentar de S. frugiperda em plantas de arroz tratadas com Si e MeJA

4.4.1 Teste sem chance de escolha

O plantio do material vegetal foi realizado conforme relatado no subtépico 3.1.
Posteriormente, o Si foi fornecido diluindo-se 0,25 g de é&cido silicico em 25 mL de
agual/vaso, aplicado ao redor do caule das plantas (drench). Os vasos que constituiram 0s
demais tratamentos (testemunha, tween e MeJA ) receberam dgua na mesma quantidade.

A aplicacdo de MeJA e tween foi realizada com auxilio de pulverizador manual com
capacidade para 500 mL, utilizando-se 25 mL de solucdo por planta, suficiente para que a
aplicacdo ficasse homogénea. O bioensaio foi conduzido 10 dias ap6s a aplicagdo de Si
(COSTA; MORAES; ANTUNES, 2007) e 24h ap6s a aplicacdo de MeJA.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e 10
repeticdes. Os tratamentos foram: T1- Testemunha; T2- Tween (0,1 mLL™); T3- Si drench
(equivalente a 1,0 tha'); T4- MeJA foliar (1,0 mM) e T5- Si drench (1,0 that) + MeJA foliar
(1,0 mM).

O teste sem chance de escolha foi realizado em placa de Petri, utilizando trés se¢des
foliares com aproximadamente 10 cm?, destacadas das plantas. Lagartas de 3° instar foram
mantidas sem alimentag@o por 24h. Posteriormente, 0s pesos iniciais foram determinados, em
balanca de precisdo, e as lagartas foram individualizadas em placas de Petri de 15 cm de
diametro. Nas placas foram colocadas folhas provenientes dos tratamentos, sobre uma camada

de agar-agua a 1%, para que a turgescéncia destas fosse mantida (ALCANTRA; MORAES;
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ANTONIO, 2010). As placas foram mantidas em camara climatizada regulada com
temperatura de 25+2 °C, umidade relativa 70+10% e fotofase de 12 horas.

Foi verificada a sobrevivéncia das lagartas as 24, 48 e 72h e o consumo foliar apos
72h, utilizando-se o medidor de area foliar AM300 (ADC Bioscientific Ltd, England). Os
individuos foram novamente privados da alimentacdo por 24h e o peso final foi aferido, para
determinacédo do ganho de biomassa.

4.4.2 Teste com chance de escolha

O local de conducdo do experimento, o plantio e a adubacdo, bem como o0s
tratamentos, foram semelhantes ao bioensaio anterior.

O teste de livre escolha foi realizado com lagartas de 3° instar e secBes foliares de 10
cm? de cada um dos cinco tratamentos, dispostas aleatoriamente em placas de Petri de 20 cm
de didmetro, com fundo revestido com agar-agua a 1%. As cinco secOes foliares foram
distribuidas aleatoriamente e equidistantes, permitindo a livre escolha pelas lagartas.

Foram liberadas 10 lagartas no centro de cada placa, conforme testes preliminares.
Apdbs 24, 48 e 72 horas, foram contabilizadas as lagartas encontradas em cada tratamento,
sendo desconsideradas as lagartas que se encontravam fora do material vegetal, adaptado de
Costa et al. (2006). Ao final das 72 horas também foi avaliada a area foliar consumida pelas
lagartas, utilizando-se o medidor de area foliar AM300. Para o teste de livre escolha foi
adotado o delineamento em blocos casualizados, com cinco tratamentos e 20 repeti¢fes. Os
tratamentos foram: T1- Testemunha; T2- Tween (0,1 mLL™?); T3- Si drench (1,0 tha?); T4-
MeJA foliar (1,0 mM) e T5- Si drench (1,0 tha*) + MeJA foliar (1,0 mM).

4.5 Preferéncia para oviposicdo de S. frugiperda em plantas de arroz tratadas com Si e
MeJA

4.5.1 Teste com chance de escolha

O plantio do arroz e as adubagdes, para o teste de preferéncia para oviposi¢do, foram
realizados de modo semelhante ao ensaio de preferéncia para alimentagéo.
Para o teste com chance de escolha, foi adotado o delineamento em blocos
casualizados com cinco tratamentos e 10 blocos. Os tratamentos foram: T1- Testemunha; T2-
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Tween (0,1 mLL™); T3- Si drench (1,0 tha); T4- MeJA foliar (1,0 mM) e T5- Si drench (1,0
thal) + MeJA foliar (1,0 mM).

Foram utilizadas gaiolas de acrilico de 30 x 30 x 60 cm, nas quais foram colocados
cinco vasos aleatoriamente, sendo cada vaso correspondente a um tratamento. As gaiolas
foram acondicionadas em sala climatizada regulada com temperatura de 25+2 °C, umidade
relativa 50+10% e fotofase de 12 horas. Em cada gaiola foi colocada uma placa de Petri com
algoddo, embebido em mel a 10%, para a alimentacdo dos adultos, sendo esta solucéo trocada
a cada dois dias. Cinco casais recém-emergidos, previamente sexados durante a fase de pupa,
conforme metodologia de Zenker, Specht e Corseuil (2007), foram liberados e deixados por
oito dias para a ocorréncia da oviposicao. Durante este periodo os ovos foram contabilizados a
cada dois dias, totalizando quatro avaliacdes. Além disso, também foram avaliados o numero

total de ovos depositados por fémea, adaptado de Hamm et al. (2012).

4.5.2 Teste sem chance de escolha

Para a realizacdo do teste de preferéncia para oviposi¢do sem chance de escolha, cinco
vasos do mesmo tratamento foram colocados em gaiolas de acrilico de 30 x 30 x 60 cm. As
gaiolas foram acondicionadas em sala climatizada, regulada com temperatura de 25+2 °C,
umidade relativa 50+10% e fotofase de 12 horas. Cinco casais recém-emergidos, previamente
sexados durante a fase de pupa (ZENKER; SPECHT; CORSEUIL, 2007), foram liberados e
deixados por oito dias para a ocorréncia da oviposi¢do. Para a alimentacdo dos adultos foi
colocada uma placa de Petri de 5 cm de diametro com algoddo embebido em mel a 10%.
Durante este periodo os ovos foram contabilizados a cada dois dias, totalizando quatro
avaliacdes. Além disso, também foram avaliados o nimero total de ovos depositados por
fémea.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos

(anteriormente mencionados) e 10 repetigdes.

4.6 Aspectos biologicos de S. frugiperda, desenvolvimento vegetativo e estabilidade

genética de plantas de arroz tratadas com Si e MeJA

O plantio do material vegetal foi realizado conforme relatado no subtopico 3.1. A

solucdo de &cido silicico (SiO2. XH20) (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Brasil) a 1%,
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na dosagem equivalente 1,0 t SiO hal, foi aplicada 30 dias apds a emergéncia (ASSIS et al.,
2013), diluindo-se 0,75 g de &cido silicico em 75 mL de &gua/vaso, aplicado ao redor do caule
das plantas (drench). Os vasos que constituiram os demais tratamentos (testemunha, tween e
MeJA) receberam agua na mesma guantidade.

O MelJA e tween foram aplicados 39 dias apds a emergéncia das plantas com auxilio
de pulverizador manual com capacidade para 500 mL, utilizando-se 25 mL de solugdo por

planta, suficiente para que a aplicacdo fosse homogénea.

4.6.1 Aspectos bioldgicos das fases imaturas de S. frugiperda

As secOes foliares de arroz, de aproximadamente 10 cm? foram destacadas das
plantas, 10 dias ap6s a ultima aplicacdo de Si e 24 horas ap0s a aplicagdo de MeJA. Antes de
ser fornecido as lagartas, o material vegetal foi lavado em &agua destilada, retirando-se o
excesso de umidade com toalha de papel. As lagartas neonatas foram individualizadas em
placas de Petri de 5 cm de didmetro, contendo um disco de papel filtro umedecido para a
manutencdo da turgidez das folhas. Os recipientes foram vedados com papel filme, mantidos
em camara climatizada regulada com temperatura de 252 °C, umidade relativa 70+10% e
fotofase de 12 horas. As secdes foliares foram fornecidas as lagartas diariamente, sendo
medida a area foliar, antes e ap6s o fornecimento, para a determinacao do consumo foliar.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e 10
repeticGes. Cada parcela foi constituida de trés placas de Petri. Os tratamentos foram: T1-
Testemunha; T2- Tween (0,1 mLL™); T3- Si drench (1,0 tha'); T4- MeJA foliar (1,0 mM) e
T5- Si drench (1,0 that) + MeJA foliar (1,0 mM).

Foram avaliados os seguintes parametros: area foliar consumida, peso de lagartas aos
10 dias, porcentagem de mortalidade, duracdo da fase larval, peso de pupas 24 horas apés a
formagéo, viabilidade pupal e a duragdo da fase de pupa. Para a determinagdo do consumo
foliar pelas lagartas foi utilizado o medidor de area foliar AM300 (ADC Bioscientific Ltd,
England). Ja as pupas foram pesadas em balanga de precisdo e, posteriormente, transferidas
para copos plasticos com tampa (5 cm de altura e 7 cm de largura), até a emergéncia dos

adultos.



30

4.6.2 Desenvolvimento biologico da fase adulta de S. frugiperda

Para a avaliacdo dos aspectos biologicos da fase adulta, lagartas neonatas foram
individualizadas em placas de Petri (5 cm de didmetro). No entanto, neste bioensaio, ndo foi
aferida a area foliar consumida, sendo realizado 0 minimo de manipulacdo possivel, para que
a mortalidade das mesmas fosse reduzida.

As pupas foram sexadas 24 horas ap6s a formacdo, conforme metodologia proposta
por Zenker, Specht e Corseuil (2007) e, posteriormente, transferidas para copos plasticos com
tampa (5 cm de altura e 7 cm de largura), até a emergéncia dos adultos. Na fase adulta, foi
fornecido como alimento uma solucdo de agua e mel a 10% embebida em chumaco de
algoddo em copo plastico de 50 mL, trocado a cada dois dias. A medida que os adultos
emergiam, foram separados casais de cada tratamento em gaiolas de PVC (policloreto de
vinila) (10 cm didmetro x 10 cm altura) com a extremidade superior vedada com tecido voile
e a inferior, com papel filme fixado com auxilio de elastico. A parede interna da gaiola foi
revestida com papel filtro, servindo como substrato para oviposi¢do. Diariamente, as massas
de ovos foram retiradas, transferidas para placas de Petri de 5 cm de didmetro, para a
contagem dos ovos. As massas da 1% e 22 postura foram levadas novamente para camara
climatizada até eclosdo dos ovos, para determinacao da viabilidade.

Durante a conducdo de todo o bioensaio os recipientes foram mantidos em camara
climatizada a 25+2 °C, umidade relativa 70+10% e fotofase de 12 horas. Foram avaliados 0s
seguintes parametros: longevidade de machos e fémeas, razdo sexual (RS= n° de fémeas/ n°
de fémeas + n° de machos) (SILVEIRA NETO et al., 1976), nimero e viabilidade de ovos da
19 e 2° posturas, numero de posturas e total de ovos.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e 10

repeticoes.

4.6.3 Caracteristicas fitotécnicas, fisiologica e concentracéo de silicio

Foram utilizadas trés plantas por vaso para avaliagdo das caracteristicas fitotécnicas,
80 dias apds a emergéncia. A altura foi determinada com o auxilio de régua. Para a avaliacdo
do indice relativo de clorofila (parametro fisioldgico) foi utilizado o medidor portatil SPAD-
502 (Soil Plant Analysis Development) (Konica Minolta Sensing, Inc.) (TECNAL,
equipamentos para laboratdrios, Piracicaba, Brasil). As leituras foram realizadas no periodo
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da manha, entre 8 e 10h. Em cada planta foi realizada a leitura em duas folhas, totalizando 36
leituras por tratamento.

A mensuracdo das massas fresca e seca da parte aérea foram realizadas com balanca
de precisdo. Para a obtencdo da massa seca, as plantas foram cortadas rente ao solo,
individualizadas em sacos de papel (18 x 42 cm) e colocadas para secar em estufa, a
temperatura de 60 °C, até peso constante.

Posteriormente, as plantas foram moidas em moinho de facas Tipo Willey (TECNAL,
equipamentos para laboratorios, Piracicaba, Brasil) e as amostras identificadas,
acondicionadas em sacos plasticos (5 x 23 cm) e enviadas para o Laboratério de Nutricdo
Mineral de Plantas da UFLA para determinacdo da concentracdo de silicio na parte aérea,
seguindo a metodologia proposta por Korndorfer, Pereira e Nolla. (2004).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e seis

repeticBes, sendo cada repeticdo constituida por trés plantas.

4.6.4 Estabilidade genética analisada por citometria de fluxo

Para a determinacdo do conteddo de DNA utilizou-se trés amostras de 30 mg de folhas
jovens (40 dias ap6s a emergéncia) de arroz, acrescidas com a mesma quantidade de massa
foliar de tomate (Lycopersicum esculentum), padréo de referéncia de quantidade de DNA —
1,96 picogramas (pg) (DOLEZEL; SGORBATI; LUCRETTI, 1992).

As folhas foram cortadas em placa de Petri, contendo 1 mL do tampdo Marie
composto por 50 mM glicose; 15 mM NaCl; 15 mM KCI; 5 mM Na2.EDTA; 50 mM citrato
de sodio; 0.5% Tween 20, 50 mM HEPES (pH 7.2), 1% (m/v) polivinilpirrolidona-10 (PVP-
10) (MARIE; BROWN, 1993), para obter um extrato de ndcleos. Esse processo foi realizado
sob gelo triturado para manter a integridade dos nudcleos. Posteriormente, o material foi
aspirado com auxilio de pipeta de Pasteur e filtrado em malha de 50 pum. Ao material filtrado
foram adicionados 25 pg/mL do fluorocromo iodeto de propidio. Apdés 5 minutos da adigao
do fluorocromo, as amostras ja puderam ser analisadas. Foram realizadas duas leituras de cada
amostra, sendo lidos 10.000 nucleos para estimar o contedo de DNA (pg) e o coeficiente de
variagao (CV).

Os histogramas foram obtidos no citdmetro FacsCalibur® (Becton Dickinson,
Bioscienses, San Jose, California) com o programa Cell Quest. O conteddo de DNA nuclear

das plantas foi estimado utilizando-se a razéo entre as intensidades de fluorescéncia dos
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ndcleos G1 do padréo de referéncia e dos nacleos G1 da amostra, multiplicando-se esta razéo
pela quantidade de DNA do padréo de referéncia. Os histogramas obtidos foram analisados no
software WinMDI 2.8.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e seis

repeticdes.

4.7 Analise estatistica

Os dados de contagem foram transformados em VX+05 e de porcentagem de

mortalidade foi transformado em arco-senovX/100 para atender 0s pressupostos de
normalidade e homocedasticidade. Posteriormente, foram submetidos & analise de variancia
(one way ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) utilizando-se o
software estatistico SAEG 9.0 (RIBEIRO JUNIOR, 2001).

Foi realizada correlacdo linear paramétrica de Pearson entre o contetdo de silicio e as
variaveis significativas das caracteristicas fitotécnicas e fisiologica. A analise de correlagdo e
a apresentacdo grafica dos dados foram realizadas com o software SigmaPlot V.11 (WASS,
2008).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preferéncia alimentar de S. frugiperda em plantas de arroz tratadas com Si e MeJA
5.1.1 Teste sem chance de escolha

No teste de preferéncia alimentar, sem chance de escolha, foram observadas diferengas
significativas (p<0,05) para a area foliar consumida (TABELA 1) e para o ganho de massa de

lagartas (FIGURA 3). Contudo, a aplicacdo dos indutores ndo alterou a sobrevivéncia dos
insetos (TABELA 1).



Tabela 1 — Area foliar consumida (cm?) e mortalidade de lagartas (%) as 24, 48 e 72h
(médiazerro padréo), em teste sem chance de escolha, de Spodoptera frugiperda
de 3° instar em secOes foliares de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a diferentes
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tratamentos.

Area foliar Mortalidade Mortalidade Mortalidade
Tratamentos _

consumidat 24h"s 48h"s 72h"s
Testemunha 8,64+43,84 a 0,00+0,00 0,00+0,00 10,0+£10,00
Tween 8,47+31,98 a 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Si 6,89+36,00 b 0,00+0,00 0,00+0,00 10,0+£10,00
MeJA 5,86+19,66 bc 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Si + MeJA 5,42+30,10 ¢ 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Teste F F=19,77 F=1,00 F=1,00 F=10,75
Valor p p = 0,00000 p =1,000 p =1,000 p = 0,563

!Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey

(p<0,05).
"-Nao significativo pelo teste F (p>0,05). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato

A aplicacdo forma isolada ou associada dos indutores, promoveu reducdo da area
foliar consumida por lagartas de 19,4% e 36,6%, respectivamente, em relacdo a testemunha

ou tween (TABELA 1). Consequientemente, foi verificada reducdo de 36,4% e 59,6% no

ganho de massa de lagartas para os tratamentos silicio e/ou metil jasmonato quando

comparados a testemunha ou tween (FIGURA 3).
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Figura 3. Ganho de massa de lagartas as 72h (x erro padrdo) de Spodoptera frugiperda em
ensaio sem chance de escolha em arroz (Oryza sativa L.) submetidas a diferentes tratamentos.
Letras distintas nas colunas indicam diferencas significativas pelo teste Tukey (p<0,05).
Barras verticais indicam erro padrdo (). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato.
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A espécie S. frugiperda é um inseto polifago que se alimenta preferencialmente de
poaceas, um grupo de plantas consideradas acumuladoras de silicio. Plantas capazes de
acumular este elemento em seus tecidos, na forma de silica, podem formar uma barreira
mecanica pelo aumento da dureza e abrasividade dos tecidos vegetais, causando desgaste
mandibular e reducdo da eficiéncia na alimentacdo (GOUSSAIN et al., 2002; MASSEY;
HARTLEY, 2009). Assim, o mecanismo pelo qual o silicio promoveu aumento da resisténcia
neste trabalho possivelmente esta relacionado a essa barreira, dificultando a alimentacéo das
lagartas. Apesar da aplicagdo desse indutor afetar o consumo foliar, 0 mesmo néo influenciou
a sobrevivéncia dos individuos para os periodos avaliados.

Com relagdo aos parametros ganho de massa e sobrevivéncia, os resultados sdo
condizentes aos encontrados por Kvedaras et al. (2007), no qual a aplicacdo de silicato de
calcio em cana-de-acucar ndo afetou a sobrevivéncia de Eldana saccharina (Walker, 1865)

(Lepidoptera: Pyralidae), mas promoveu menor ganho de massa nas lagartas.
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Quanto ao metil jasmonato, a aplicacdo desse indutor também conferiu efeito protetor
as plantas, por reduzir o consumo e, consequentemente, a massa das lagartas. Este fato
possivelmente pode ter ocorrido devido a inducdo da sinalizacdo de defesas que leva a
producdo e acumulacdo de componentes quimicos anti-nutritivos, inibidores de proteinase
anti-digestivos e alcal6ides neurotoxicos (SCOTT; THALER; SCOTT., 2010; YANG et al.,
2015), promovendo fagodeterréncia e antibiose.

Resultados semelhantes ao desta pesquisa foram observados para Helicoverpa
armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae), cuja massa de lagartas que se
alimentaram de plantas de algoddo tratadas com metil jasmonato foi menor em relacdo a
testemunha (YANG; LI; WU, 2013). Esses autores também observaram que enzimas de
destoxificacdo, como acetilcolinesterase, apresentaram menor atividade em lagartas que se
alimentaram de plantas submetidas a esse tratamento, sugerindo que este indutor pode
diminuir a capacidade dos insetos de destoxificar aleloquimicos de plantas, tornando-os mais
suscetiveis.

Da mesma forma como observado neste trabalho, para aplicacdo dos indutores de
forma associada, um estudo recente em arroz provou a ligacdo entre o silicio e a via de
sinalizacdo de defesa do acido jasmonico. Foi demonstrado que plantas que receberam
aplicacdo exdgena de metil jamonato foram capazes de acumular mais silicio em seus tecidos,
promovendo o aumento na resposta de defesa (YE et al., 2013). Sinais externos associados a
herbivoria sdo mediados por jasmonatos, levando a alteracdo na amplitude de transcricdo de
genes e na capacidade de resposta de defesa das plantas (WOLDEMARIAM et al. 2011;
ALAMGIR et al., 2016). Assim, o arroz pode ter evoluido mecanismos de defesa mediadas
pelo acido jasménico, em que o silicio € um componente integrado (YE et al, 2013).

Os resultados apresentados nesta pesquisa em relacdo a aplicacdo conjunta dos
indutores sobre S. frugiperda reforcam os de Ye et al. (2013) que observaram menor ganho de
massa em lagartas da espécie Cnaphalocrocis medinalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera:

Pyralidae) que se alimentaram de arroz tratados com silicio e metil jasmonato.

5.1.2 Teste com chance de escolha

Verifica-se que o numero de lagartas encontradas nas se¢des foliares as 24, 48 e 72

horas nao diferiu significativamente (p>0,05) entre os tratamentos (TABELA 2). No entanto,
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houve a redugéo de 68,4% no consumo foliar de lagartas que se alimentaram de plantas

tratadas com silicio associado ao metil jasmonato em relagdo a testemunha ou tween.

Tabela 2 — Numero médio de lagartas em ensaio com chance de escolha as 24, 48 e 72 horas e
consumo foliar (cm?) (+erro padrio) de Spodoptera frugiperda em plantas de arroz
(Oryza sativa L.) submetidas a diferentes tratamentos.

Tratamentos 24h"™ 48h"™ 72h™ Area foliar
consumida®
Testemunha 0,80+0,19 0,60+0,15 0,45+0,17 4,29+45,86 a
Tween 1,55+0,38 1,05+0,27 0,63+0,27 3,87+14,30 a
Si 0,60+0,18 0,45+0,17 0,30+0,13 2,58+12,06 ab
MelJA 1,35+0,53 1,00+0,28 1,00+0,24 2,50+5,60 ab
Si + MeJA 1,35+0,39 0,95+0,28 1,10+0,27 1,2948,79 b
Teste F F=1,40 F=1,40 F=2,45 F=6,84
Valor p p=0,2403 p=0,2390 p=0,0512 p= 0,00008

!Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey
(p<0,05).
"s:Nao significativo pelo teste F (p>0,05). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato.

Esses resultados demonstram que embora a preferéncia dos insetos ndo seja afetada,
ou seja, os indutores de resisténcia ndo causaram repeléncia nos insetos, a quantidade de
alimento ingerido foi menor mediante a combinacao de aplicacdo de silicio e metil jasmonato,
afetando negativamente as lagartas.

Pode-se atribuir os resultados, possivelmente, ao maior acimulo de silicio nas folhas
na presenca do metil jasmonato. A ativacdo da rota de jasmonatos, por exemplo, por aplicacdo
exogena, promove maior absor¢édo de silicio pelas plantas, indicando uma forte ligacdo entre
esses compostos (YE et al., 2013). Como visto anteriormente, o silicio pode promover uma
barreira mecanica devido a sua deposicdo em células vegetais epidérmicas, dificultando a
alimentacdo por herbivoros pelo enrijecimento dos tecidos vegetais (KVEDARAS et al.,
2009).

O silicio e o metil jasmonato estdo envolvidos no processo de inducgédo de defesas de
plantas, aumentando a atividade enzimatica (HAN et al., 2016; WHITEHILL et al., 2014) e a
sintese de fendis, fitoalexinas e lignina (GOMES et al., 2005; WHITEHILL et al., 2014).
Possivelmente, as somas desses mecanismos inibiram a alimentacdo pelas lagartas, embora

essas substancias ndo tenham sido foco de avaliacdo no presente estudo.
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Na literatura sdo encontrados relatos individualizados tanto do silicio quanto do metil
jasmonato causando comprometimento da funcao alimentar de insetos mastigadores, como de
Chilo suppressalis (Walker, 1863) (Lepidoptera: Pyralidae) em cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.) (HOU; HAN, 2010) quanto de Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae), em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) (TAN et al., 2011).

Diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que a aplicacdo de silicio associada ao
metil jasmonato, em ensaio sem e com chance de escolha, promoveu o maior efeito protetor
em plantas de arroz contra S. frugiperda, ocasionando reducdo no consumo foliar e na massa

de lagartas.

5.2 Preferéncia para oviposicdo de S. frugiperda em plantas de arroz tratadas com Si e
MeJA

5.2.1 Teste com chance de escolha

Verifica-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos em
relacdo ao numero de ovos nas plantas de arroz para a primeira avaliacdo. No entanto, na
segunda, terceira, quarta avaliacdo (TABELA 3) e no total médio de ovos (FIGURA 4), houve

efeito significativo (p<0,05) entre os tratamentos para o ensaio com chance de escolha.
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Tabela 3 — Numero médio de ovos da 12, 22, 32 4 2 avaliacdo e total de ovos de Spodoptera
frugiperda (médiazerro padrdo) em teste com chance de escolha, em plantas de
arroz (Oryza sativa L.) submetidas a diferentes tratamentos.

NUmero de ovos NuUmero de ovos NUmero de ovos NuUmero de ovos

Tratamentos 12 avaliago" 22 avaliagdo® 32 avaliagdo® 42 avaliagao*
Testemunha 29,5+8,87 50,1+9,24 a 54,3+8,64 a 73,4+9,42 a
Tween 20,4+8,85 49,0£6,93 a 62,5 +14,33 a 79,2£14,30 a
Si 19,0+10,86 30,3+£12,20 ab 29,0+ 10,05 ab 35,4+12,06 b
MeJA 29,1+9,21 6,0+£4,02 ab 9,6 +5,78Db 12,5+5,60 b
Si + MeJA 6,7+5,58 4,8+3,28 b 12,2+ 7,30 b 20,0£8,79 b
Teste F F=10,96 F=8,35 F=7,47 F= 48,32
Valor p p=0,3247 p= 0,00007 p=0,00017 p= 0,00000

!Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey
(p<0,05).
" Nao significativo pelo teste F (p>0,05). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato

Figura 4 — Média do total de ovos por fémea (£ erro padrdo) de Spodoptera frugiperda em
ensaio com chance de escolha em plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a
diferentes tratamentos. Letras distintas nas colunas indicam diferencas
significativas pelo teste Tukey (p<0,05). Barras verticais indicam erro padrao (+).
Si: silicio e MeJA: metil jasmonato.
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A preferéncia para oviposigado das fémeas foi observada a partir da segunda avaliagéo,
ou seja, apos 72 horas da liberacéo dos casais e para esta avaliagdo, somente a associacdo dos
indutores apresentou repeléncia para oviposi¢do dos adultos. Na terceira avaliacdo, o uso de
MeJA isolado ou associado ao Si promoveu menor preferéncia para a oviposi¢do. Ja para a
quarta avali¢do, foi encontrado menor nimero de ovos nas plantas que receberam a aplicagéo
isolada ou associada de Si e MeJA, fato que se comprova com o total de ovos encontrado no
final do ensaio (FIGURA 4).

Plantas tratadas com silicio apresentaram metade do total de ovos quando comparadas
aos tratamentos controle e tween. Esta resposta pode ter ocorrido, possivelmente, em fungéo
das mariposas buscarem por um substrato adequado a sobrevivéncia de sua progénie. Dessa
forma, a aplicacdo de silicio pode aumentar a sintese de compostos fendlicos e lignina
(CURRIE; PERRY, 2007; YANG et al., 2015), além de ativar as defesas quimicas enddgenas
das plantas atacadas (HAN et al., 2016), alterando a composi¢do nutricional das plantas,
tornado-as menos apropriadas ao desenvolvimento do inseto.

Os resultados desta pesquisa assemelham-se aos encontrados por Peixoto et al. (2011),
que avaliando a preferéncia para oviposi¢do de Bemisia tabaci biotipo B (Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae) em plantas de feijdo, verificaram menor nimero de ovos em plantas
tratadas com silicio.

No tratamento no qual houve a combinacdo de Si e MeJA foi encontrado o menor
nimero de ovos sendo aproximadamente, 4,5 vezes menor em relacdo aos tratamentos
controle e tween. De maneira semelhante ao silicio, a aplicacdo de jasmonatos pode elevar a
producdo de metabdlitos secundarios e proteinas de defesa de plantas, alterando o
comportamento de insetos (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2001; TAN et al., 2012).

Segundo Ye et al. (2013), o acimulo de Si em folhas de arroz é mediado pela via do
acido jasménico, sugerindo uma ligacdo entre estes compostos na defesa contra insetos,
levando a planta a produzir mais compostos antinutricionais e promover uma resposta
potencializada de defesa. A acdo desses indutores pode elucidar o fato pelo qual o Si
combinado ao metil jasmonato tenham provocado a ndo-preferéncia para oviposicao de S.
frugiperda nas plantas.

O resultado obtido neste estudo demonstra a importancia na selecdo de hospedeiros
apropriados para oviposicdo das fémeas, pois isto é crucial para o éxito do desenvolvimento
de lagartas (MAYHEW, 1997; JANZ, 2002). Assim, hospedeiros de qualidade sdo um passo
importante no ciclo de vida de muitos lepidopteros, devido a limitada mobilidade dos

neonatos (BRUINSMA et al., 2007). Plantas submetidas a aplicacdo conjunta de silicio e
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metil jasmonato ndo sdo hospedeiros adequados para S. frugiperda, pois além de
comprometerem a oviposicdo dos adultos poderdo inviabilizar o desenvolvimento das

lagartas.

5.2.2 Teste sem chance de escolha

Diferentemente do que foi observado no ensaio de livre escolha, no teste sem chance
de escolha verificou-se que os tratamentos ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05)
em relacdo a preferéncia para oviposi¢cdo (TABELA 4) em nenhuma das quatro avaliacdes

realizadas e nem para o total de ovos depositados por fémea.

Tabela 4 — Numero médio de ovos da 12, 22, 32 42 avaliacdo e total de ovos de Spodoptera
frugiperda (médiaterro padrdo) em teste sem chance de escolha, em plantas de
arroz (Oryza sativa L.) submetidas a diferentes tratamentos.

NUmerode NUimerode  Numerode  Numero de
Tratamentos 0V0s ovos 22 ovos 3? 0oVos 42
12 avaliacdo™ avaliacdo™  avaliagdo™  avaliagdo™

Testemunha  425,3+23,43 284,20+26,93 120,1 +23,98 9,1+4 41 838,7+34,69

Total de
ovos™

Tween 509,0+16,43  230,5+34,81 91,3 +8,00 27,0+7,67  857,8+36,74
Si 472,6+46,08 193,6+29,38 72,6 +9,08 21,0+6,98  759,8+58,53
MeJA 486,2+35,21  163,5+26,44 82,9+9,23 27,3+9,93  759,9 +42 37

Si + MeJA 519,1+50,40  232,4+25,28 79,1 +10,22 7,5+4,25 838,1 +48,25

Teste F F=1,01 F=2,50 F=1,89 F=1,87 F=1,10

Valor p p=0,4130 p=0,0558 p=0,1290 p=0,1316 p=0,3663
"s-Nao significativo pelo teste F (p>0,05). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato

A auséncia de resposta aos tratamentos possivelmente esta relacionada a falta de um
hospedeiro alternativo. Quando as mariposas ndo tém escolha quanto ao hospedeiro, elas
preferem ovipositar, mesmo que este ndo apresente qualidade nutricional desejavel para o
desenvolvimento de sua progénie. Embora se trate de uma espécie diferente, os resultados
observados nesta pesquisa se assemelham aos de Correa et al. (2005) em que ndo houve
diferenga na preferéncia, em teste sem chance de escolha, para oviposicdo de B. tabaci em

pepino tratado com silicio.
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De acordo com os resultados obtidos, a aplica¢do de silicio e de metil jasmonato, de
forma conjunta ou isolada, promoveu a nédo-preferéncia para oviposicao de S. frugiperda em
teste com chance de escolha, no entanto, ndo foi verificado esse efeito no teste sem chance de
escolha. Assim, a manipulacdo do comportamento de oviposi¢cdo pode ser uma ferramenta

adicional no controle desse inseto-praga.

5.3 Aspectos bioldgicos de S. frugiperda, desenvolvimento vegetativo e estabilidade

genética de plantas de arroz tratadas com Si e MeJA

5.3.1 Aspectos biologicos das fases imaturas de S. frugiperda

Foi verificada diferenca significativa (p<0,05) para o peso de lagartas aos 10 dias.
Contudo, ndo foi observado efeito significativo (p>0,05) dos tratamentos para duracdo da fase
larval, mortalidade larval, area foliar consumida, duracdo, peso e viabilidade de pupas
(TABELA 5).



Tabela 5 — Duragdo da fase larval (dias), peso de lagartas aos 10 dias (mg), mortalidade de lagartas (%), area foliar consumida
(cm?), duragio da fase de pupa (dias), peso de pupa (mg) e viabilidade de pupa (%) (médiaterro padrdo) de Spodoptera
frugiperda em plantas de arroz (O. sativa L.) submetidas a diferentes tratamentos.

Tratamentos fDuragéo dﬁs Iagaljfzis?:oes 10 Mortalidadr?s Area fqlia[]S Duracéo danS Peso gse Viabilidarge de
ase larval dias de lagartas consumida fase de pupa pupa pupa

Testemunha 24,8+0,94 24,6+0,00 a 46,6+7,37 113,78+1,87 9,4+0,27 152,1+0,00 96,3+3,70

Tween 22,6+1,08 24,2+0,00 a 26,7+8,31 117,3+2,34 9,3+0,22 162,6+0,00  96,7+3,33

Si 28,0+0,86 6,2+0,00 b 73,3+8,31 107,4+5,83 9,7+0,20 172,6+0,01 83,3+16,7

MeJA 26,8+1,18 13,2+0,00 b 63,3+5,98 116,7+3,39 9,8+0,39 161,7+0,01 96,3+3,70

Si + MeJA 27,9+1,21 3,2+0,00 b 66,7+11,11 106,8+1,64 9,5+0,32 171,0+0,00 85,7+14,29

Teste F F=1,42 F=16,48 F=1,37 F=2,45 F=0,51 F=1,73 F=0,57

Valor p p=0,2722 p= 0,00007 p=0,2877 p= 0,06684 p=0,7300 p=0,1652 p= 0,6860

1Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey (p<0,05).

"-N&o significativo pelo teste F (p>0,05). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato
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Os tratamentos silicio e metil jasmonato aplicados separadamente, ou de forma
conjunta, reduziram pela metade a massa de lagartas, quando comparadas a testemunha e ao
tween. Embora ndo tenha sido verificada diferenca na area foliar consumida, a alteracdo na
massa encontrada pode indicar a antibiose provocada pelos indutores, uma vez que 0s insetos
apresentaram baixo aproveitamento do alimento ingerido, j& que nem toda area foliar
consumida foi convertida em peso, o que pode indicar que a aplicacdo desses indutores
comprometeu a qualidade nutricional do alimento, reduzindo o aproveitamento dos nutrientes.

O arroz é considerado uma cultura acumuladora de silicio, com capacidade de
absorver altas quantidades desse elemento da solu¢do do solo (YAMAMOTO et al., 2012).
Plantas acumuladoras de silicio podem ter sua estrutura alterada por meio da deposicdo de
silica em seus tecidos, conferindo protecdo mecénica contra danos causados por insetos (HAN
et al., 2015) e patdgenos (SONG et al., 2016). Ainda, o silicio pode promover a resisténcia de
plantas por meio de mecanismos bioquimicos e moleculares. Assim, o tratamento com silicio
pode elevar a transcricdo de genes relacionados a defesa de plantas, promovendo o aumento
na atividade enzimatica (YE et al., 2013; RAHMAN; WALLIS; UDDIN, 2015) e a formacéo
de compostos secundarios (REMUS-BOREL; MENZIES; BELANGER, 2005).

O mesmo efeito do silicio verificado nesta pesquisa foi observado para Chlosyne
lacinia saundersii Doubleday & Hewitson, 1849 (Lepidoptera: Nymphalidae), no qual
embora ndo tenha sido observada diferenca na area foliar consumida pelas lagartas, sua massa
foi inferior mediante a alimentacdo com folhas de girassol (Helianthus annuus L.) tratados
com silicio (ASSIS et al., 2015).

No que diz respeito a area foliar consumida, a auséncia de resposta em relagdo a
aplicacdo de silicio pode ser atribuida a capacidade de renovacdo de pecas bucais de lagartas a
cada muda, possibilitando a ocorréncia normal da alimentacdo (KVEDARAS et al., 2009).

Quanto ao metil jasmonato, aplicado de forma exdgena, este indutor simula o dano
provocado por insetos e induz a sinalizacdo de uma cascata de reacdes relacionadas a defesa,
levando a acumulacdo de componentes quimicos anti-nutritivos, o0 aumento da atividade de
enzimas (ZHANG et al., 2015) e a producdo de compostos orgénicos volateis (THALER et
al., 1996; SCOTT et al., 2010). Resultado semelhante ao deste estudo foi observado para H.
armigera onde ocorreu menor ganho de massa em lagartas que se alimentaram de folhas de
algoddo (Gossypium hirsutum L.) tratadas com metil jasmonato, quando comparadas as ndo
tratadas (YANG et al., 2013).

Em relacdo a aplicagdo associada do silicio e metil jasmonato parece existir uma

ligacdo entre esses compostos na defesa de plantas contra insetos. Os indutores sdo capazes de
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influenciar-se mutuamente, promovendo a potencializacdo de respostas a elicitagdo (YE et al.,
2013). Semelhante aos resultados encontrados nesta pesquisa, a aplicagdo de silicio associada
ao metil jasmonato, em arroz, ocasionou a reducdo no ganho de massa de lagartas de C.
medinalis (YE et al., 2013).

A resisténcia induzida por esses elicitores verificada no presente estudo ndo promoveu
efeito fagodeterrente nos insetos, no entanto fatores antinutricionais podem ter causado efeitos
deletérios nas lagartas, visto que estas apresentaram menor massa corporal.

Embora ja tenham sido relatados na literatura outros efeitos nocivos do silicio nas
fases imaturas de insetos, como peso de pupa (SILVA et al., 2014), duragdo do periodo larval
e sobrevivéncia (HAN et al., 2016), e também para a aplicacdo do metil jasmonato, na
duracdo da fase larval e peso de pupa (YANG et al., 2013), consumo (EGGER; KOSCHIER,
2014) e sobrevivéncia (WAR et al., 2015), as respostas a esses indutores nem sempre é

previsivel e pode variar de acordo com as espécies em estudo.

5.3.2 Desenvolvimento bioldgico da fase adulta de S. frugiperda

Verificou-se efeito significativo (p<0,05) entre os tratamentos para viabilidade de 1% e
22 postura (TABELA 6) e total de ovos colocados por fémeas de S. frugiperda (FIGURA 5).
Ja para longevidade de macho e fémea, razdo sexual, nimero de ovos da 12 e 22 postura e total
de posturas, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos.

A viabilidade de 1? postura foi reduzida em 18,3% para os tratamentos silicio ou
silicio associado ao metil jasmonato, quando comparados a testemunha, tween e ao metil
jasmonato. Ja para a 22 postura, a associacdo de silicio e metil jasmonato, promoveu reducao
de 40% na viabilidade de ovos quando comparados a testemunha e ao metil jasmonato,
aplicado de forma isolada. Foi observada também reducéo de 34,3% no total de ovos quando

os indutores foram aplicados de forma conjunta ou isolada em relacéo a testemunha e tween.
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Tabela 6 — Longevidade de macho e fémea, razdo sexual, nimero de ovos de 1% e 22 postura, viabilidade de 12 e 22 postura,

numero de posturas (médiazerro padrdo) de adultos de Spodoptera frugiperda em plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a
diferentes tratamentos.
Longevidade Longevidade Razao Viabilidade Viabilidade Total de

Tratamentos i 12 postura™ 22 postura™
de macho™  de fémea™ sexual™ 12 postura 2% postura  posturas™

Testemunha 8,7+0,65 11,9+1,21  0,50+0,12 323,9+39,24 371,1+39,24 87,8+2,41a 89,2+3,15a §8,0+0,64

Tween 9,1+0,63 12,9+0,56  0,52+0,12 440,1+43,00 375,7425,96 91,3+2,10a 87,2+2,74ab 7,7+0,30
Si 9,0+0,31 12,4+1,00 0,30+0,20 277,4+28,36 283,7+38,71 67,6+5,24b 64,6+3,40bc 6,5+0,83
MeJA 8,9+0,72 11,3+0,82  0,39+0,16 363,5+18,81 261,2+35,35 82,9+1,77a 83,2+3,59a 6,2+0,55

Si + MeJA 9,4+0,29 11,3+0,60  0,39+0,20 286,8+44,66 284,4+24,48 51,4+4,10b 51,8+524c 6,1+0,51

Teste F F=0,62 F= 0,57 F= 1,03 F= 1,80 F= 1,73 F= 24,17 F= 12,53 F= 2,01

p:

Valor p p=09130  p=06140 p=042364 p=01550 p=01693 p=000000 p=000000 .

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey (p<0,05).
":Nao significativo pelo teste F (p>0,05). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato
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Figura 5 — Total de ovos por fémea (z erro padrdo) de Spodoptera frugiperda em plantas de
arroz (Oryza sativa L.) submetidas a diferentes tratamentos. Letras distintas nas colunas
indicam diferencas significativas pelo teste Tukey (p<0,05). Barras verticais indicam erro
padrdo (£). Si: silicio e MeJA: metil jasmonato.
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De acordo com os resultados observados nesta pesquisa, a fecundidade de S.
frugiperda foi afetada negativamente pela aplicacdo de silicio e/ou metil jasmonato.

O efeito do silicio na fase adulta de insetos tem sido bem documentado por alguns
autores para afideos (CAMARGO et al., 2008; GOMES et al., 2008; DIAS et al., 2014) e
outras espécies de lepidopteros (HAN et al., 2015), e pode ser atribuido a indugdo de
compostos de defesa que promovem efeitos deletérios nos insetos, tais como reducdo da
fecundidade, periodo reprodutivo e longevidade de adultos.

Os resultados desta pesquisa sé@o condizentes aos de Han et al., (2015), no qual foi
observado menor numero de ovos por fémea de C. medinalis, provenientes de lagartas que se

alimentaram de arroz tratados com silicio. Foi verificado também em milho (Z. mays) que a
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aplicacdo de acido silicio ocasionou menor nimero de ovos por fémea de S. frugiperda
(ALVARENGA et al., 2017).

A reducdo da viabilidade e do total de ovos encontrados nesta pesquisa, em relacdo ao
metil jasmonato, podem ser atribuidos ao aumento na expressdao de enzimas de defesa,
promovido pela aplicacéo desse indutor. Um estudo recente demonstrou, por meio de anélises
protebmicas, 0 aumento na expressdo de inumeras proteinas envolvidas nas respostas de
defesa de plantas mediante a aplicacdo dessa substancia (ZHANG et al., 2015). Esses autores
também verificaram a reducdo no numero de ovos produzidos por fémea de Ostrinia
furnacalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera: Pyralidae) em milho tratado com metil jasmonato. E,
ao contrario desta pesquisa, 0s autores observaram que a longevidade dos adultos também foi
afetada.

A morfologia e aptiddo de insetos holometabolos sdo influenciadas pela
disponibilidade e qualidade do recurso alimentar. O adulto resultante de lagartas que se
alimentaram de plantas com componentes antinutricionais, como metabolitos secundarios,
pode ter a fecundidade alterada (BOGGS; FREEMAN, 2006), sendo a qualidade da planta
hospedeira fundamental para o sucesso reprodutivo desses insetos. A aplicacdo de indutores
de resisténcia pode promover mudan¢a na qualidade nutricional do alimento, atuando
diretamente na capacidade de estabelecimento e dispersao de insetos.

Baseado nos resultados obtidos neste bioensaio verifica-se que a utilizacdo de
elicitores para inducdo de defesas de plantas pode ser uma tatica adicional nos programas de
manejo integrado de pragas, pois afetam diretamente e indiretamente os insetos. Essa filosofia
visa mitigar danos causados pelos insetos-praga mediante a utilizacdo de varios métodos de
controle, reduzindo o emprego do controle quimico. Assim, pode-se reforcar o potencial do
uso de silicio e metil jasmonato na inducdo de resisténcia, com o intuito de reduzir a aplicacéo
de inseticidas nos agroecossistemas. No entanto, sdo necessarios estudos complementares
para verificar a possivel influéncia desses elicitores sobre outros insetos-praga associados ao

arroz e no terceiro nivel trofico.
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5.3.3 Caracteristicas fitotécnicas, fisioldgicas e teor de Si

Em relacdo a concentracdo de silicio, a aplicacdo de acido silicico separadamente ou
em conjunto com MeJA favoreceu o maior acimulo deste mineral nas folhas (FIGURA 6). O
conteddo encontrado deste elemento foi superior em 46,1% em plantas tratadas com Si+MeJA

e 32,4% para plantas que receberam somente cido silicico quando comparadas a testemunha.

Figura 6 — Concentracgdo de silicio (SiOz2) (%) (+ erro padrdo) em massa seca da parte aérea de
arroz (Oryza sativa L.) submetido a diferentes tratamentos. Letras distintas nas colunas
indicam diferengas significativas pelo teste Tukey (p<0,05). Barras verticais indicam erro
padrdo (z). Si: Silicio e MeJA: Metil jasmonato.
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Neste trabalho foram encontradas maiores concentracfes de silicio nos tratamentos
que receberam aplicacdo deste elemento, sendo o valor maximo de acumulacdo verificado

quando este foi utilizado juntamente ao metil jasmonato (FIGURA 6).
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Em geral, a diferenca na acumulagéo de silicio entre diferentes espécies de plantas tem
sido atribuida a capacidade especifica das raizes em absorverem este elemento e a sua
disponibilidade na solucéo do solo (MA; YAMAJI, 2006; HENRIET et al., 2008).

Para o arroz, a absorcdo ocorre de forma metabolicamente ativa por meio de
transportadores especificos de influxo Lsil e efluxo Lsi2. Ambos estdo localizados nas raizes
e sdo responsaveis pela alta capacidade de absorcdo de silicio por esta cultura (MA et al.,
2006, 2007), fato que pode explicar os elevados niveis deste elemento encontrados nas
plantas, sendo capaz de atingir valores acima de 10% do peso seco da parte aérea
(YAMAMOTO et al., 2012). Assim, no presente estudo foi comprovado que o arroz acumula
silicio, embora as taxas deste acimulo possam ser variaveis dentro de uma mesma espécie
vegetal (MA; YAMAII, 2008).

De forma semelhante ao observado nesta pesquisa, Ye et al. (2013) ja tinham
verificado que a aplicacdo exdgena de metil jasmonato promoveu incremento dos
transportadores Lsil, Lsi2 e no conteudo de silicio nas folhas de arroz, indicando que 0s
efeitos deste elemento sdo modulados pelo &cido jasmonico. Este estudo demonstrou forte
relacdo entre o silicio e a via de sinalizacdo de defesa do acido jasménico. Esta rota esta
ligada a respostas de defesa das plantas frente a estresses bidticos. Assim, o arroz, e
provavelmente outras plantas que acumulam niveis elevados de silicio, podem ter evoluido
mecanismos de defesa mediadas pelo acido jasménico, em que o silicio € um componente
integrado (YE et al, 2013).

Com relacdo as caracteristicas fitotécnicas e fisioldgica, houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos. Plantas submetidas aos tratamentos com silicio isoladamente
ou associado ao metil jasmonato apresentaram incremento na altura de 15,5% em relacéo aos
demais tratamento, e aumento de 15,6% no indice relativo de clorofila, quando comparados a
testemunha e ao tween. Consequentemente, a massa fresca e seca destes tratamentos foram
superiores em 36,4% quando comparadas a testemunha e tween, e 36,9% ao metil jasmonato
(TABELA 7).
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Tabela 7 — Altura (cm), indice relativo de clorofila (SPAD), massa fresca e seca (g) da parte
aérea (médiaterro padrdo) de plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a
diferentes tratamentos.

Indice relativo

Tratamentos Altural _ Massa fresca® Massa seca’
de clorofila®

Testemunha 64,5+1,10b 27,5+1,15 b 3,1+0,25 b 1,2+0,08 b
Tween 61,5+1,45b 27,8+1,64 b 3,5+0,15 b 1,1+0,04 b
Si 73,4£2,52 a 32,7+1,08 a 5,2+0,48 a 1,7¢0,15 a
MelA 62,9+1,39b  28,3+0,50 ab 3,7+0,18 b 1,2+0,06 b
Si + MeJA 75,6%1,71a 32,8+0,97 a 5,6+0,29 a 2,0+0,05 a
Teste F F=14,32 F= 5,58 F= 14,53 F= 20,57

Valor p p= 0,00000 p=0,0024 p=0,00000 p=0,00000

!Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey
(p<0,05). Si: Silicio e MeJA: Metil jasmonato

Para as caracteristicas fitotécnicas e fisioldgica, a aplicacdo de silicio isoladamente ou
associada ao metil jasmonato, afetaram positivamente todos os parametros avaliados
(TABELA 7). Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram os de Ahmed et al. (2011), no
qual foi observado que a adubacdo silicatada promoveu aumento no teor de clorofila, na
massa seca total e na area foliar em sorgo Sorghum bicolor L. Isa et al. (2010) também
constataram que a aplicacdo de &cido silicico favoreceu incremento na altura e no teor de
clorofila em variedades de arroz.

Apds a absorcao do silicio disponivel na solucdo do solo, ele se move por fluxo de
transpiracdo de agua por meio do xilema para a parte aérea e se deposita nos tecidos
epidérmicos, na forma de silica (MA et al., 2006). A deposicdo da camada de silica nas
plantas promove o enrijecimento da parede vegetal deixando as folhas mais eretas, desta
forma, ocorre aumento na interceptacdo de luz, levando a otimizacéo do aparato fotossintético
(TAMAI; MA, 2008; ISA et al., 2010). Além disso, os efeitos benéficos de silicio também
podem ser atribuidos ao aumento na eficiéncia do uso da &gua e ao alongamento celular,
promovendo o crescimento das plantas e conseqlientemente o0 aumento de biomassa
(HOSSAIN et al., 2002; ISA et al., 2010).

Embora existam relatos na literatura da contribuicdo do metil jasmonato aplicado de

forma exogena nas caracteristicas fitotécnicas e fisiologicas de culturas como pimenta
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Capsicum annuum L. (AWANG et al., 2015), arroz (HSU; CHAO; KAO, 2013) e trigo
(ANJUM et al., 2016), no presente trabalho foi encontrado comportamento discrepante, j& que
essa substancia isoladamente ndo trouxe acréscimo para estas caracteristicas. Assim, verifica-
se que neste caso a principal contribuicdo desse elemento estd baseada na capacidade de
potencializar o acumulo de silicio nas plantas, sendo a melhoria nessas caracteristicas
atribuida ao silicio.

Diante do acumulo de silicio observado nas plantas, foi possivel obter correlacfes
positivas moderadas (r = 0,4 a 0,6) e fortes (r = 0,7 a 1,0) (FIGUEIREDO FILHO; SILVA
JUNIOR, 2009) entre a concentracio deste elemento e os parametros fitotécnicos e
fisioldgico, ou seja, quanto maior a concentracdo de silicio nas plantas maior a altura, indice

relativo de clorofila, massa fresca e seca (TABELA 8).

Tabela 8 — Correlacdo linear paramétrica de Pearson entre a concentragdo de silicio e as
caracteristicas fitotécnicas e fisioldgica de plantas de arroz (Oryza sativa L.).

indice relativo

Paradmetros Altura Massa fresca Massa seca )
de clorofila
Concentracéo
o 0,68 0,73 0,78 0,57
de silicio
p<0,05 0,0000338 0,00000557 0,000000295 0,00111

Significativo pelo teste t (p<0,05).

O mesmo efeito de incremento das caracteristicas fitotécnicas verificados nesta
pesquisa foram observados para trigo (Triticum aestivum L.), no qual o aumento na area foliar
e na massa seca foram positivamente correlacionados com a concentracdo de silicio nas
plantas, embora ndo tenha sido observado aumento na concentracdo de clorofila (PEREZ et
al., 2014). Por outro lado, Avila et al. (2010) verificaram que plantas de arroz submetidas a
aplicacdo de silicato de potéssio apresentaram elevacéo no indice relativo de clorofila e nos

teores de clorofila a e b.
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5.3.4 Estabilidade genética analisada por citometria de fluxo

Para a quantificacdo de DNA e coeficiente de variagdo (CV) nas folhas ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Os valores médios obtidos para essas

duas variaveis foram de, respectivamente, 0,97 pg e 0,71% (TABELA 9).

Tabela 9 — Contetldo de DNA e coeficiente de variacdo (CV) de folhas de arroz
(Oryza sativa L.) submetida a diferentes tratamentos, analisados por
citometria de fluxo.

Tratamentos Conteudo de DNA (pg)™ CV (%)™
Testemunha 0,99 0,76
Tween 0,94 0,73
Si 0,98 0,66
MeJA 0,98 0,72
Si + MeJA 0,95 0,69
Teste F F=2,87 F=0,93
Valor p p= 0,051 p= 0,463

": Né&o significativo pelo teste Tukey (p<0,05). Si: Silicio e MeJA: Metil jasmonato.

Desse modo, a aplicacdo de silicio e de metil jasmonato, de maneira isolada ou
associada, ndo promoveram alteracdo do contetdo de DNA vegetal, fato que é extremamente
importante, pois comprova que essas substancias ndo interferem na estabilidade genémica das
plantas de arroz, embora contribuam para o incremento nos parametros fitotécnicos e
fisioldgico da cultura.

Outro aspecto positivo verificado na presente pesquisa € que os coeficientes de
variagdo oscilaram entre 0,66% e 0,76% (TABELA 9), demonstrando a confiabilidade da
estimativa da quantificacdo de DNA vegetal obtida nas folhas. Os resultados aqui encontrados
podem ser considerados seguros, pois a qualidade das analises citométricas € baseada nos seus
coeficientes de variacdo (GALBRAITH et al., 2001).

Quanto menor o coeficiente de variagdo maior a qualidade das anélises e mais
confiaveis os resultados provenientes da citometria de fluxo. Valores para este pardmetro
inferiores a 5% séo tidos como de alto nivel de resolucdo para estimar o conteudo de DNA
nuclear em plantas (DOLEZEL; BARTQOS, 2005).
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Embora se trate de outra espécie vegetal, os resultados obtidos na presente pesquisa
corroboram com os relatos de Costa et al. (2016), no qual a aplicacdo de acido silicico
garantiu a estabilidade genética de maracujazeiro amarelo (P. edulis Sims. f. flavicarpa Deg.),
ou seja, ndo houve alteracdo na quantificacdo de DNA e no coeficiente de variacdo dessa
frutifera promovida por este elemento.

Apesar de ndo ter sido observado neste trabalho o efeito da aplicagdo de metil
jasmonato na quantificacdo de DNA vegetal, Pauwels et al. (2008) verificaram que este
composto provocou a inibicdo do ciclo celular e foi positivamente correlacionado com a
quantidade de células que se encontravam na fase G2 no processo de divisdo celular,
promovendo menor crescimento de calos em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). Além disso,
Noir et al. (2013) verificaram também para esta espécie vegetal, que a presenca de metil
jasmonato alterou o contetdo de DNA nuclear por retardar o inicio da endorreduplicacéo.

Assim, conforme relatado anteriormente, plantas quando mantidas em condicdes
estressantes ou que foram submetidas a tratamentos quimicos estdo mais sujeitas a apresentar
instabilidade genémica. Algumas espécies apresentaram seu contetdo de DNA alterado
mediante avaliacdo por citometria de fluxo tais como, por exemplo, cana de acUcar
Saccharum spp. (NOGUEIRA et al., 2015), pitaia vermelha Hilocereus undatus (LOPES et
al., 2016; MENEZES et al., 2016), curcuma Curcuma longa (ANTONIAZZI et al., 2016).

No que diz respeito aos histogramas, a escolha de folhas de tomate como padréo de
referéncia, que apresenta conteudo de DNA de 1,96 pg, favoreceu a formacao do seu pico em
um canal préximo ao da amostra (O. sativa), sem sobrepor o pico da mesma. Quanto mais
préximos os dois picos, menor é o erro experimental. Assim, nos histogramas é possivel
observar a formacao de picos finos, fato que comprova a confiabilidade dos resultados obtidos
nesta pesquisa em relacéo a quantificacdo de DNA, devido os baixos valores de coeficiente de
variacdo (FIGURA 7).
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Figura 7 — Histogramas obtidos por analise citométrica de plantas de arroz (Oryza sativa L.)
submetidos a diferentes tratamentos. (A) Testemunha, (B) Tween, (C) Silicio, (D)

Metil jasmonato, (E) Silicio e Metil jasmonato.
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6 CONCLUSOES

a) O silicio e/ou 0 metil jasmonato afetam o desempenho de S. frugiperda, reduzindo a
biomassa e o consumo foliar de lagartas.

b) O silicio e/ou o metil jasmonato afetam a preferéncia para oviposicdo de S. frugiperda
em teste com chance de escolha.

c) Os indutores afetam a biologia da fase larval de S. frugiperda pela reducdo da
biomassa de lagartas.

d) Os indutores afetam a biologia da fase adulta diminuindo a viabilidade e 0 nimero de
0VO0s.

e) O silicio aplicado isoladamente ou associado ao metil jasmonato, promovem
incremento nas caracteristicas fitotécnicas e fisiologica de arroz, e ndo altera o

conteudo de DNA das plantas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Coletivamente, os resultados demonstraram claramente a resisténcia mediada por Si e
MeJA a S. frugiperda em arroz, afetando o comportamento, a alimentacdo, o crescimento e a
reproducdo dos insetos. Foi observada também a possivel interacdo entre o Si e 0 MeJA,
diante do aumento da magnitude da resposta de defesa contra S. frugiperda e na melhoria de
atributos fitétecnicos da cultura. Além disso, os resultados podem fornecer subsidios para
programas de melhoramento genético, no intuito de selecionar ou desenvolver genétipos de
arroz com maiores quantidades endégenas de acido jasménico, levando ao maior acimulo de
silicio e consequentemente ao aumento de defesa contra insetos-praga. Desta forma, a
aplicacdo exogena dos indutores pode constituir-se em uma importante ferramenta para o

manejo do inseto-praga e da producéo de arroz.
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