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RESUMO

REZENDE-RODRIGUES, A.A. Silicio e herbivoria no metabolismo e resisténcia induzida
em milho e sorgo. 2020. 96 p. Tese (Doutorado em Agronomia / Fitotecnia) — Universidade
Federal de Uberlandia/UFU, Uberlandia'.

A utilizag¢do de adubacio silicatada ¢ uma ferramenta promissora para o manejo de pragas, pois
o silicio (Si) atua como indutor de resisténcia seja pela mudanga estrutural da planta ou pela
producdo de compostos de defesa, que podem variar de acordo com o tipo de herbivoria. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a influéncia do silicio e da herbivoria no metabolismo e
inducao de resisténcia em milho e sorgo. Para tanto foram propostos dois experimentos, sendo
0 primeiro com o objetivo de avaliar o efeito da aplicagdo de Si via solo, na inducdo de
resisténcia a Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), acumulagdo de Si pela
planta, trocas gasosas, eficiéncia fotossintética e metabolismo da planta e influéncia sobre o
rendimento da cultura do milho cultivado a campo com doses superiores a 600 kg ha™! de Si. O
segundo experimento com o objetivo de avaliar os compostos quimicos produzidos pela planta
de sorgo relacionados a indugdo de resisténcia por Si e pela herbivoria provocada por insetos
mastigadores e sugadores. O primeiro experimento foi realizado na fazenda experimental da
UFU, com cinco doses de silicio (0; 600; 800; 1.000; 1.200 kg ha™') x 2 tipos de infestaco de
S. frugiperda (natural; manual). No segundo experimento plantas de sorgo cultivadas em vasos
foram expostas aos estimulos de adubagdo com Si e/ou herbivoria por lagartas de S. frugiperda.
O crescimento populacional de Rhopalosiphum maidis (Fitch) (Hemiptera: Aphididae) foi
verificado nessas plantas e considerado como um terceiro estimulo. Foi avaliado o teor de silicio
foliar, a produgdo de polifenois ¢ FRAP e realizada a analise de metabolomica. As plantas
analisadas foram comparadas com plantas controle sem os estimulos. A aplicacdo de silicio
induziu a resisténcia em plantas de milho a §. frugiperda em condig¢des de campo, reduzindo a
desfolha e aumentando o teor desse elemento na folha. Em plantas de sorgo, a herbivoria prévia
por lagarta em plantas sem Si induziu resisténcia por antibiose a R. maidis, provavelmente
relacionada a reducdo na concentragdo dos compostos 236,1388 e 474,3718. Inducdo de
resisténcia por antibiose também foi observada em plantas com herbivoria e Si, relacionada a
alteracdo na composicao dos compostos 186,0715; 236,1388; 294,1832; 304,2408; 311,2479;
474,3718 € 571,4608. O teor de Si foliar e a atividade metabolica foram maiores nas plantas de
sorgo que receberam, em conjunto, aplicacdo de Si via solo e ambas as herbivorias. O Si
apresentou importante papel na indugdo de resisténcia em plantas de milho e sorgo, reduzindo
a desfolha por S. frugiperda em condi¢des de campo em plantas de milho, sem interferir na
produtividade, e reduzindo a populagdo de R. maidis em plantas de sorgo, promovendo o
aumento da atividade metabolica.

Palavras-chave: Adubacio silicatada. Lagarta-do-cartucho. Metaboldmica. Pulgdo do milho.
Zea mays. Sorghum bicolor.

! Orientador: Marcus Vinicius Sampaio — UFU



ABSTRACT

REZENDE-RODRIGUES, A.A. Silicon and herbivory in metabolism and resistance
induced in corn and sorghum. 2020. 96 p. Thesis (PhD in Agronomy / Phytotechny) - Federal
University of Uberlandia/UFU, Uberlandia'.

The use of silicate fertilization is a promising tool for pest management because silicon (Si)
acts as a resistance inducer, either by structural change of the plant or by the production of
defense compounds, which may vary according to the type of herbivory. The objectives of this
work were to evaluate the influence of silicon and herbivory on metabolism and induction of
resistance in corn and sorghum. Two experiments were proposed, the first one with the
objective of evaluating the effect of Si application via soil on the induction of resistance to
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), on the accumulation of Si by the
plant, the gas exchange, photosynthetic efficiency and plant metabolism and influence of Si on
the yield of corn crop cultivated in the field with doses higher than 600 kg ha™! of Si. The second
experiment aimed to evaluate the chemical compounds produced by the sorghum plant related
to resistance induction by Si and herbivory caused by chewing and sucking insects. The first
experiment was carried out at the experimental farm of the UFU, with five doses of silicon (0;
600; 800; 1,000; 1,200 kg ha!) x 2 types of infestation of S. fiugiperda (natural; manual). In
the second experiment, sorghum plants grown in pots were exposed to Si fertilization stimuli
and/or herbivory by S. frugiperda caterpillars. Population growth of Rhopalosiphum maidis
(Fitch) (Hemiptera: Aphididae) was verified in these plants and considered as a third stimulus.
Leaf silicon content, polyphenol and FRAP were evaluted and metabolomics analysis was
performed. The plants analyzed were compared with control plants, without stimuli. The
application of silicon induced the resistance in corn plants to S. frugiperda under field
conditions, reducing defoliation and increasing the content of this element in the leaf. In
sorghum plants, previous herbivory by caterpillar in plants without Si induced resistance by
antibiosis to R. maidis, probably related to the reduction in the concentration of compounds
236,1388 and 474.3718. Induction of resistance by antibiosis was also observed in plants with
herbivory and Si, related to the change in the composition of compounds 186.0715; 236.1388;
294.1832; 304.2408; 311.2479; 474.3718 and 571.4608. The leaf Si content and metabolic
activity were higher in sorghum plants that received, together, application of Si via soil and
both herbivores. Si played an important role in inducing resistance in corn and sorghum plants,
reducing defoliation by S. frugiperda under field conditions in corn plants, without interfering
with productivity, and reducing the population of R. maidis in sorghum plants, promoting
increased metabolic activity.

Keywords: Silicate fertilization. Fall armyworm. Metabolomics. Corn aphid. Zea mays.
Sorghum bicolor.

! Advisor: Marcus Vinicius Sampaio — UFU
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A resisténcia de plantas a insetos ¢ uma importante pratica de manejo de pragas que se
deve a efeitos diretos e indiretos que podem ser causados por fatores constitutivos, presentes
antes do ataque do inseto, ou por fatores induzidos pela alimentagdo de herbivoros (BRUCE,
2015; HEIDEL-FISCHER et al., 2014; WAR et al., 2012). As barreiras mecanicas € o0s
metabolitos secundarios toxicos sdo dois tipos principais de defesa constitutiva das plantas
(TAIZ et al., 2017). Como sistema multigénico, a resisténcia se manifesta por meio de respostas
de hipersensibilidade, podendo incluir alteragdes estruturais, acimulo de espécies reativas de
oxigénio, sintese de metabolitos secundarios e a produgdo de uma ampla variedade de
moléculas de defesa. Entretanto, o estado de resisténcia em plantas suscetiveis pode ser
induzido pela utilizagdo de agentes externos/indutores bidticos ou abidticos (NAIME, 2019).
Estudos tém apontado que a adi¢cdo de silicio (Si) ao solo pode interagir com fatores de
resisténcia constituintes ou induzidos (HARTLEY; DEGABRIEL, 2016; LIANG et al., 2015;
REYNOLDS et al., 2016) estimulando defesas diretas das plantas que reduzem os danos da
herbivoria causada por insetos (BAKHAT et al., 2018; LUYCKX et al., 2017; REYNOLDS et
al., 2016).

O Si apresenta-se de forma abundante na crosta terrestre, no entanto, o cultivo intensivo
e consecutivo leva a diminui¢ao da concentracao do elemento no solo, sua escassez reflete de
forma significativa a produtividade final de algumas culturas, especialmente de gramineas
acumuladoras. A absor¢ao do acido monossilicico (H4Si104) da solugdo externa pelas células
epidérmicas e corticais ocorre através de canais especificos tipo aquaporina (DESHMUKH;
BELANGER, 2016; GREGOIRE et al., 2012). Ao atingir o xilema o silicio ¢ transportado por
fluxo de massa através do processo transpiratdrio para parte aérea, onde pode ser polimerizado
formando silica amorfa. A maior parte do Si € incorporada na parede celular, principalmente
nas células da epiderme, estdmatos, espinhos e tricomas (HARTLEY et al., 2015; MA, 2004;
MITANI; MA, 2005).

Mesmo nao sendo considerado um elemento essencial para o crescimento €
desenvolvimento das plantas, o silicio tem sido associado a diversos efeitos benéficos, dentre
os quais se destacam: o baixo coeficiente de transpira¢do, com melhor aproveitamento da adgua;
o maior teor de clorofila e a maior rigidez estrutural dos tecidos, com o aumento da resisténcia

mecanica das células, deixando as folhas mais eretas e aumentando a area fotossintética € a


https://link.springer.com/article/10.1007/s13744-020-00775-w#ref-CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s13744-020-00775-w#ref-CR32
https://link.springer.com/article/10.1007/s13744-020-00775-w#ref-CR76
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absor¢ao de CO,. Somam-se a isto, a diminui¢do do autossombreamento ¢ a redugdao do
acamamento; o aumento do nimero de folhas e da matéria seca e o crescimento da planta; o
retardo da senescéncia, além de reduzir a toxidez de aluminio e ferro, amenizar os efeitos do
estresse salino, suprimento de carboidratos, assimilacdo de amonia, tolerancia a altas doses de
adubagdo com nitrogénio, € a prote¢do contra estresses bioticos por meio da diminui¢cdo da
incidéncia de patdgenos e do aumento da resisténcia a insetos pela formacao de uma barreira
mecanica, formada pela dupla camada protetora silica-cuticula, além de levar a um maior
rendimento da cultura (AHMED et al., 2014; EPSTEIN, 1999; HATTORI et al., 2003;
KORNDORFER; LEPSCH, 2001; LIMA et al, 2011; MANIVANNAN; AHN, 2017;
MARAFON; ENDRES, 2011).

E importante ressaltar, que apesar de nio se conhecer muito bem sua sinalizagio
metabolica, o Si pode melhorar o desenvolvimento de espécies vegetais em condi¢cdes normais
de cultivo e sob estresses, através de alteracdes metabolicas (CHEN et al., 2018). O silicio induz
a formacao de compostos fenodlicos, considerados compostos de defesa da planta, caso ocorra
ataque de doencas e pragas (CAMARGO, 2011; RAHMAN et al., 2015; REYNOLDS et al.,
2016; VIVANCOS etal., 2015; YE et al., 2013), aumentando a atividade de enzimas, como por
exemplo, as peroxidases e polifenoloxidases e a enzima fenilalanina amdnia-liase relacionadas
com a sintese de compostos fendlicos, que apresentam propriedades repelentes, toxicas e
antinutricionais aos insetos (GOMES et al., 2005; MENDONCA et al., 2013).

Resultados positivos da a¢do do Si também tém sido verificados na redugdo de danos
causados por estresses bidticos (pragas e doencas) e abioticos (seca, metais pesados, salinidade)
que, geralmente ocorrem durante o desenvolvimento das plantas (CAMARGO, 2016), devido
ao seu papel na regulacdo da transcri¢do de genes especificos, influenciando mecanismos
bioquimicos e moleculares de sinalizagdo celular (CARVALHO et al., 2011). Durante os
processos metabolicos, os radicais livres atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons nas varias reagdes bioquimicas. A producdo continua desses radicais durante os
processos metabolicos pode culminar no desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante (BARBOSA et al., 2010). O ensaio antioxidante de determinagdo do poder de
reducdo do ferro, FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), estd baseado na
producdo do ion Fe** (forma ferrosa) a partir da reducdo do ion Fe*" (forma férrica) presente
no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (URREA-VICTORIA et al., 2016), sendo
importante avaliar o efeito do Si na potencializagdo ou ndo desse processo.

Um dos principais papéis do Si na inducdo de resisténcia de plantas se da em sua atuagdo

como indutor e ativador, preparando as respostas de defesa que serdo entdo totalmente
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implantadas no inicio do estresse (no caso dos insetos, a herbivoria). O Si provavelmente ativa
o estado metabolico da planta, tornando-a mais eficiente em responder a estimulos exdgenos
(LUYCKX et al., 2017). A indugdo de defesas quimicas pelo Si e sua interagdo com a via de
sinalizagdo do jasmonato (JA), facilita a produg¢do das enzimas defensivas, como catalase
(CAT), peroxidase (POD), superoxido dismutase (SOD), polifenol oxidase (PPO) e fenilalanina
amonia-liase (PAL), que s3o enzimas chave que regulam a producdo e acumulagdo de
compostos metabolicos secundarios, como fenolicos e fitoalexinas (FREW et al., 2018;
GOMES etal., 2005; HAN et al., 2016; YE et al., 2013), apresentando propriedades repelentes,
toxicas e antinutricionais aos insetos (MENDONCA et al., 2013).

Contudo, h4 uma série complexa de mecanismos de resisténcia induzida em plantas em
que o efeito do Si ¢ desconhecido, principalmente se forem consideradas as respostas das
plantas a herbivoria de insetos com diferentes tipos de alimentagdo, como mastigadores e
sugadores de seiva. Os membros da familia Poaceae, que inclui todas as culturas de cereais,
usam benzoxazinoides como metabolitos secundarios de defesa produzidos
constitutivamente, especialmente 2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona (DIBOA) e seu
derivado  2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona  (DIMBOA), normalmente sao
armazenados no vactiolo como glicosideos ligados a D-glicose (Glc). Apos a herbivoria por
insetos, os glicosideos inativos sao hidrolisados, gerando agliconas, que sao toxicas nao so para
insetos herbivoros, mas também para patogenos (TAIZ et al., 2017), ocorrendo tanto no trigo
quanto no milho (GLAUSER et al., 2011; HU et al., 2018; OIKAWA et al., 2004) e
provavelmente no sorgo. A indugdo de resisténcia em gramineas envolvendo os
benzoxazinoides ocorre tanto com a herbivoria por lagartas quanto por pulgdes
(BETSIASHVILI et al., 2015; MEIHLS et al., 2013; TZIN et al., 2015; WOUTERS et al.,
2016). A herbivoria por um grupo de insetos, como lagartas, pode afetar a capacidade da planta
de combater outro grupo, como os pulgdes, devido a inducdo de rotas metabolicas diferentes
dependendo do tipo de herbivoria (TZIN et al., 2015; WOUTERS et al., 2016).

As estratégias de resisténcia das plantas sdo complicadas pelo fato de que herbivoros
com comportamento alimentar diferentes, tanto sugadores como mastigadores, sdo suscetiveis
a diferentes tipos de defesas (LI et al., 2018), principalmente quando se adiciona a adubagao
silicatada neste contexto. Os herbivoros mastigadores, como lagartas, por exemplo, ingerem
partes inteiras da folha, portanto, sdo suscetiveis as toxinas das plantas que se acumulam por
toda a folha (HOWE; JANDER, 2008; MACHADO et al., 2016). Por outro lado, herbivoros
perfuradores e sugadores, como pulgdes, geralmente se alimentam diretamente do floema, por

isso, sdo mais suscetiveis a defesas especificas do floema (WILL et al., 2013; ZUST;
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AGRAWAL, 2016). A pressao de selecdo resultante para a implantagcdo de defesas especificas
de herbivoros tem consequéncias importantes para a evolugdo, fisiologia e ecologia da
imunidade das plantas contra herbivoros (SCHMELZ, 2015; THALER et al., 2012).

A analise metabolomica, ou seja, o estudo das alteragdes dos metabodlitos (CANUTO et
al., 2018) ¢ uma abordagem que se mostra muito interessante, pois além de auxiliar no
entendimento do metabolismo dos seres vivos/plantas, também pode trazer melhorias em
termos de rendimento nos cultivos (FERNANDEZ et al., 2016). A analise da producao das
substancias de defesa, através dos estudos metabolomicos representa uma oportunidade tinica
e inédita de estudar a influéncia do silicio em eventos metabdlicos e novas rotas de biossintese
de produtos naturais e de compreender como os vegetais, que sao organismos sésseis, resistem
ao ataque de microrganismos e pragas e sobrevivem em um ambiente altamente competitivo.
Conhecer a resposta quimica e o efeito nos herbivoros ¢ assim uma informag¢ao importante para
o desenvolvimento de estratégias de resisténcia de plantas e controle de insetos pragas.
Paralelamente aos estudos quimicos, os estudos dos efeitos biologicos auxiliam e comprovam
a presenga destas respostas quimicas apods a herbivoria.

Tanto o milho, Zea mays L., quanto o sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench, sdo plantas
da familia Poaceae e acumuladoras de Si (BOER et al., 2019; HATTORI et al., 2003; LIMA et
al., 2019; MA et al., 2001; RESENDE et al., 2009) e a inducdo de resisténcia por antibiose,
reduzindo o potencial bidtico de lagartas e pulgdes pelo uso do Si, foi observado nessas culturas
(ALMEIDA et al., 2015; BOER et al., 2019; CARVALHO et al., 1999; COSTA; MORAES,
2002; LIMA, 2018; MORAES et al., 2005; PERDOMO, 2017; SAMPAIO et al, 2020;
SANTOS, 2011). Com isso, estas duas culturas, sdo consideradas espécies promissoras para o
estudo dos efeitos do Si e da herbivoria nas alteragdes metabodlicas das plantas.

O interesse econdmico pela cultura do milho tem levado a véarias pesquisas com o
objetivo de minimizar danos causados por pragas e obter maior produgdo. Dentre as principais
pragas que ocorrem na cultura do milho se destaca a lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), a qual pode causar danos ja nos estadios iniciais
de desenvolvimento da planta, comprometendo todo o estande. No periodo vegetativo atingem
a regido do tecido foliar e, no reprodutivo elas infestam as espigas, ocasionando danos severos
e diretos a producao (SIMIONATO et al., 2020). Além disso, facilitam a entrada de patdégenos
e outras pragas devido aos danos ocasionados (NAIS, 2012). Esta praga esta distribuida pelo
continente americano em especial nas regides de maior temperatura em diferentes paises da

Africa. Foi registrada também na Asia, na India e recentemente formalizada sua ocorréncia na
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China (TAVARES, 2019). No Brasil, a lagarta-do-cartucho pode ser encontrada em todas as
regides produtoras de milho (TAVARES, 2019).

Apesar do efeito observado de Si na biologia de S. frugiperda em laboratorio
(ANTUNES, 2009; GONZALEZ et al., 2015; GOUSSAIN et al., 2002; NERI et al., 2005;
NOGUEIRA et al., 2018), apenas um trabalho relata que o uso da adubacao silicatada aumentou
o teor desse elemento nas folhas, diminuindo os danos causados pela S. frugiperda em plantas
de milho tratadas com 600 kg ha™! de Si via solo em condi¢des de campo (PERDOMO, 2017).
Estes resultados indicam a necessidade de se estudar doses maiores de Si no controle de S.
frugiperda, ja que 600 kg ha! foi a maior dose avaliada por Perdomo (2017) em seu trabalho.

Assim, a primeira parte deste trabalho teve como objetivo contribuir para o manejo
integrado de S. frugiperda, avaliando o efeito de doses maiores que 600 kg ha!' de Si via solo
na desfolha de S. frugiperda em condi¢des de campo, além do efeito deste elemento na
produtividade, trocas gasosas, eficiéncia fotossintética, polifenois totais e poder de reducao do
ferro (FRAP) em plantas de milho. Na segunda parte deste trabalho foi avaliado o efeito do Si
na interagdo da planta hospedeira com insetos sugadores e mastigadores. Como foi observado
que nao ha antibiose induzida pelo Si nem em plantas de milho ao pulgdo Rhopalosiphum
maidis (L.) (BOER et al., 2019) e nem em plantas de sorgo ao pulgdo Schizaphis graminum
(Rondani) (SAMPALIO et al., 2020), principais pragas dessas culturas (MENDES et al., 2014;
SIMIONATO et al., 2020; WORDELL FILHO et al., 2016), foi utilizado como modelo de
estudo o sorgo, a lagarta S. frugiperda e o pulgdo R. maidis, respectivamente, planta hospedeira,
inseto mastigador e inseto sugador. Desta forma, o objetivo do segundo trabalho foi analisar
todos os compostos quimicos que tiveram suas concentragdes alteradas com o uso do Si, com
os diferentes tipos de herbivoria e suas interacdes, por meio do estudo da metabolémica. Além
disso, avaliar os efeitos sobre o crescimento populacional do pulgdo e na produgdo de

compostos fendlicos e FRAP.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

Verificar o efeito de doses de silicio via solo na indugdo de resisténcia a S. frugiperda
em plantas de milho.

- Hipotese nula (Ho): a adubagio silicatada ndo induz a resisténcia em plantas de milho
a lagarta-do-cartucho.

- Hipotese alternativa (H1): a adubagao silicatada induz a resisténcia em plantas de milho

a lagarta-do-cartucho.

Verificar o efeito de doses de silicio via solo na produtividade do milho.
- Hipétese nula (Ho): a aplicacdo de silicio ndo interfere na produtividade da cultura do
milho.
- Hipotese alternativa (H1): a aplicagdo de silicio interfere na produtividade da cultura
do milho.
- Hipotese alternativa (Hii1): a aplicagdo de silicio reduz a produtividade da
cultura do milho.
- Hipotese alternativa (Hi2): a aplicagdo de silicio aumenta a produtividade da

cultura do milho.

Verificar o efeito de doses de silicio via solo nas trocas gasosas e na eficiéncia
fotossintética em plantas de milho.
- Hipotese nula (Ho): a adubagdo silicatada ndo interfere nas trocas gasosas € na
eficiéncia fotossintética em plantas de milho.
- Hipotese alternativa (Hi): a adubacdo silicatada interfere nas trocas gasosas € na
eficiéncia fotossintética em plantas de milho.
- Hipotese alternativa (Hi1): a adubacao silicatada aumenta as trocas gasosas € a
eficiéncia fotossintética em plantas de milho.
- Hipotese alternativa (Hi2): a adubagao silicatada diminui as trocas gasosas e a

eficiéncia fotossintética em plantas de milho.

Verificar o efeito do silicio via solo na produgao de polifenois e no poder de reducao de

ferro em plantas de milho e de sorgo.



17

- Hipotese nula (Ho): a adubagdo silicatada nao interfere na produgdo de polifenois e no
poder de redugdo do ferro em plantas de milho e de sorgo.
- Hipotese alternativa (H1): a adubagdo silicatada interfere na produgao de polifenois e

no poder de reducao do ferro em plantas de milho e de sorgo.

Verificar o efeito do silicio via solo na inducdo de resisténcia por antibiose a R. maidis
em plantas de sorgo.

- Hipdtese nula (Ho): a adubagdo silicatada ndo induz resisténcia por antibiose em
plantas de sorgo ao pulgdo do milho.

- Hipdtese alternativa (Hi): a adubacgio silicatada induz a resisténcia por antibiose em

plantas de sorgo ao pulgdo do milho.

Verificar o efeito da herbivoria prévia por S. frugiperda na indugao de resisténcia por
antibiose a R. maidis em plantas de sorgo.

- Hipotese nula (Ho): a herbivoria prévia ndo induz resisténcia por antibiose ao pulgao
do milho.

- Hipétese alternativa (Hi): a herbivoria prévia induz resisténcia por antibiose ao pulgao

do milho.

Verificar o efeito da herbivoria por inseto mastigador, S. frugiperda, e/ou por inseto
sugador, R. maidis, na producdo de metabolitos em plantas de sorgo.

- Hipdtese nula (Ho): a herbivoria por inseto mastigador e/ou por inseto sugador nao
interfere na producdo de metabodlitos em plantas de sorgo.

- Hipotese alternativa (H1): a herbivoria por inseto mastigador e/ou por inseto sugador

interfere na producdo de metabolitos em plantas de sorgo.

Verificar o efeito do silicio via solo na producao de metabolitos em plantas de sorgo.

- Hipdtese nula (Ho): a adubagao silicatada ndo interfere na produgdo de metabolitos em
plantas de sorgo.

- Hipotese alternativa (H1): a adubagdo silicatada interfere na producao de metabolitos

em plantas de sorgo.
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CAPITULO 2

Efeito do silicio na desfolha causada por Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) e no metabolismo e produtividade de plantas de milho

Resumo: O cultivo do milho apresenta grande relevancia no agronegdcio brasileiro e mundial,
sendo um dos cereais mais produzidos no mundo. A cultura ¢ atacada por diversas pragas como
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) que ¢ uma praga de dificil controle.
Reducao no potencial bidtico e na alimentacao de S. frugiperda pela aplicagdo de silicio (Si)
tem sido observada em estudos de laboratorio e casa-de-vegetagao, porém, existe caréncia de
estudos com resultados positivos do uso do Si na redugdo de desfolha por essa praga no campo.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de doses de Si, maiores do que 600 kg ha™!, na
produtividade, no peso de mil graos, no peso fresco e seco das plantas, na indugao de resisténcia
a S. frugiperda, nas trocas gasosas, eficiéncia fotossintética, na producdo de polifenois e no
poder de reducao do ferro (FRAP) em plantas de milho em condi¢des de campo. O experimento
foi realizado na fazenda experimental da UFU safra 2017/2018, com cinco doses de silicio (0;
600; 800; 1.000; 1.200 kg ha') aplicados via solo e 2 tipos de infestagdo de S. frugiperda
(natural; manual). A aplicacdo de silicio induziu a resisténcia em plantas de milho a lagarta-do-
cartucho, reduzindo a desfolha e aumentando o teor desse elemento na folha. No entanto, a
produtividade nao foi influenciada pela adubacgdo silicatada e nem as outras caracteristicas
agronomicas do milho, como peso de mil grios e peso fresco e seco das plantas, assim como
ndo influenciou nas trocas gasosas e eficiéncia fotossintética, na producao de polifenois e no
FRAP. O Si pode ser utilizado em conjunto com outros métodos de controle, no manejo
integrado de S. frugiperda em plantas de milho.

Palavras-chave: Zea mays. Lagarta-do-cartucho. Adubagao silicatada. Inducao de resisténcia.
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CHAPTER 2

Effect of silicon on defoliation caused by Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) and on the metabolism and productivity of corn plants

Abstract: Corn cultivation has great relevance in Brazilian and world agribusiness, being one
of the most produced cereals in the world. The crop is attacked by several pests such as
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) which is a pest of difficult control.
Reduction in biotic potential and feeding of S. frugiperda by the application of silicon (Si) has
been observed in laboratory and greenhouse studies, however, there is a lack of studies with
positive results of the use of Si in the reduction of defoliation by this pest in the field. The
objective of this work was to evaluate the effect of doses of Si, greater than 600 kg ha!, on
productivity, weight of one thousand grains, fresh and dry weight of plants, induction of
resistance to S. frugiperda, gas exchange, photosynthetic efficiency, polyphenol production and
iron reduction power (FRAP) in corn plants under field conditions. The experiment was carried
out at the experimental farm of the UFU in 2017/2018, with five doses of silicon (0; 600; 800;
1,000; 1,200 kg ha') applied via soil and 2 types of infestation of S. fiugiperda (natural;
manual). The application of silicon induced the resistance in corn plants to the fall armyworm,
reducing defoliation and increasing the content of this element in the leaf. However, the
productivity and the other agronomic characteristics of corn, such as weight of a thousand
grains and fresh and dry weight of plants, were not influenced by silicate fertilization, as well
as Si application did not influence gas exchange and photosynthetic efficiency, polyphenol
production and FRAP. Si can be used, together with other control methods, in the integrated
management of S. frugiperda in maize plants.

Keywords: Zea mays. Fall armyworm. Silicate fertilization. Induction of resistance.
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1 INTRODUCAO

O milho, Zea mays L., no decorrer das ultimas décadas, alcangou o patamar de maior
cultura agricola do mundo, sendo a Unica a ter ultrapassado a marca de 1 bilhdo de toneladas,
superando culturas como o arroz e o trigo (CONTINI et al., 2019). Concomitantemente a sua
importancia em termos de produ¢do, a cultura ainda se notabiliza pelos diversos usos, sendo
relatadas mais de 3.500 aplicagdes deste cereal. Além da relevancia no aspecto de seguranca
alimentar, na alimentagdo humana e animal, ¢ possivel produzir com o milho uma infinidade
de produtos, tais como combustiveis, bebidas, ragdes, cosméticos etc. (MIRANDA, 2018).

No primeiro levantamento da safra brasileira de graos, a estimativa ¢ de que a area
cultivada de milho no pais para a safra de 2020/2021 seja de 18.482,4 mil hectares com
produtividade de 5.690 kg ha' (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO —
CONAB, 2020). Para atingir o potencial produtivo desta cultura diversos itens devem ser
observados, dentre eles, o controle eficaz de pragas, principalmente o da lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Esta praga ocorre praticamente
durante todo o ciclo da cultura com perdas que podem variar de acordo com alguns fatores,
como a cultivar utilizada, a fase fenoldgica, o sistema de producdo e o local de plantio
(SARMENTO et al., 2002), podendo reduzir a produ¢do do milho em 20 a 60% (TAVARES,
2019), chegando a 100% caso o ataque ocorra na fase inicial de desenvolvimento da planta
(MICHELOTTO et al., 2011).

Observando a necessidade de um controle eficiente desta e de outras pragas, buscando-
se métodos que ndo oferecam riscos a0 meio ambiente, diversas alternativas sao apresentadas,
dentre elas a utilizagdo de fontes de silicio. O silicio (Si) ¢ um dos elementos quimicos em
maior abundancia na crosta terrestre (KORNDORFER, 1999), sendo considerado um elemento
benéfico para as plantas (EPSTEIN, 1994; LUYCKX et al., 2017) algumas plantas, como o
milho, sdo acumuladoras desse elemento. A recente descoberta de transportadores de Si
especificos, através de canais tipo aquaporina (MA et al., 2006) e os enormes avancos no
sequenciamento de alto rendimento e na gendmica, abriram o caminho para uma compreensao
mais clara dos mecanismos moleculares subjacentes a absorcdo de Si nas plantas. Como
resultado, tornou-se mais facil classificar corretamente as plantas com base em suas
capacidades de acumulagdo de Si e até prever quais espécies de plantas s3o mais propensas a
se beneficiar da adubagdo com Si (DESHMUKH; BELANGER, 2016).

Com condigdes controladas em estudos de laboratério, foi demonstrado aumento do

canibalismo (GOUSSAIN et al., 2002), reducao da populacao (ALVARENGA et al., 2017) e
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do consumo de S. frugiperda em folhas de milho tratadas com Si (GONZALEZ et al., 2015;
GOUSSAIN et al., 2002; NERI et al., 2005). Em estudos realizados envolvendo S. frugiperda
constatou-se reducao da populacao e dos danos, devido a deposicao e polimerizagao do silicio
na parede celular em funcao do enrijecimento foliar, dificultando a alimentagao desta praga,
causando desgaste excessivo da regido incisora da mandibula. Também foi observado alto
indice de canibalismo entre lagartas de primeiro e sexto instares. Além de criar uma barreira
mecanica, o silicio proporcionou uma ativacdo mais rapida do sistema de defesa vegetal,
formando compostos fenolicos envolvidos no processo de resisténcia da planta (GOUSSAIN et
al., 2002).

Embora sejam poucos os trabalhos em condi¢des de campo testando Si no controle da
S. frugiperda e ndo sendo encontradas evidéncias de que a indugdo de resisténcia ocorre em
plantas cultivadas no campo de maneira andloga ao que ocorre em condi¢des de laboratorio
(ANTUNES et al., 2010; NERI et al., 2009). Perdomo (2017) observou a tendéncia de redugao
da desfolha por S. frugiperda em plantas de milho na dose de 450 kg ha! de Si, com menor
desfolha na dose de 600 kg ha! de Si, ndo afetando a produtividade de graos. Os resultados de
Perdomo (2017) indicam que doses maiores de Si podem ter efeito mais incisivo na redugdo da
desfolha de S. frugiperda e na produtividade do milho, havendo a necessidade de se testar a
relacdo dose/resposta nesse sistema.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de doses de Si, maiores
do que 600 kg ha!, na produtividade e na indugio de resisténcia a S. fiugiperda em plantas de
milho em condi¢des de campo. Além disso, como sdo escassos os conhecimentos sobre o efeito
do Si no metabolismo das plantas de milho foram avaliadas as trocas gasosas e eficiéncia

fotossintética, polifenois e poder de redugado do ferro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado na Fazenda experimental Capim Branco, pertencente a
Universidade Federal de Uberlandia, no municipio de Uberlandia — MG, latitude 18°53°19°’S,
longitude 48°20°57°°W e altitude de 835m, durante o periodo de novembro de 2017 a maio de
2018. De acordo com o método de Koppen, o clima da regido ¢ classificado como Aw, tropical
quente e imido, com inverno frio e seco, sendo a temperatura média anual de 21,5°C com 1.479

mm de pluviosidade média anual (ROLIM et al., 2007).

2.2 Caracteristicas, preparo e adubacio do solo

A area onde o experimento foi instalado possui tipo de solo caracterizado como
LATOSSOLO VERMELHO Escuro distrofico de textura argilosa (EMPRESA BRASILEIRA
DE PESQUISA AGROPECUARIA — EMBRAPA, 2013). Antes da instalagio do experimento
realizou-se a coleta de solo e a andlise quimica para averiguar a fertilidade do solo (Tabela 1).
A 4rea em estudo foi escolhida por apresentar baixo teor de Si no solo (6,3 mg kg! de solo), o

que favorece a resposta a adubagio silicatada (KORNDORFER et al., 1999).

Tabela 1 — Analise quimica do solo da area do experimento.

pH em M.O P Meh'! K* Ca’ Mg* A" H'eAl Si \Y%
H20 (dag kg™) (mg dm) cmolc dm? (mg kg!) (%)
6,1 1,7 1,3 118 2,1 0,7 0,0 2,5 6,3 55

Fonte: Laboratdrio de Analise de Solos e Calcarios do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia, 2017.

Para o preparo do solo foi realizado uma aracdo e duas gradagens. A adubacdo foi
realizada de forma manual no dia 07/11/2017, 43 dias antes da semeadura, utilizando-se o
produto comercial Agrosilicio Plus® (10,5% Silicio; 35% de CaO; e 10% MgO) para os
tratamentos com Si e para os tratamentos sem Si foi utilizado o calcario dolomitico Ercal® (37-
38% de CaO e 8-10% de MgO) para equilibrar as quantidades de Ca e Mg (Tabela 2). As
quantidades de Si e de calcéario aplicadas foram definidas de acordo com as doses de Si

utilizadas de modo que todos os tratamentos recebessem a mesma quantidade de calcio e
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magnésio.

Tabela 2 — Quantidade de silicio e calcario utilizada no experimento.

Dose de Silicio kg ha'! Dose de Calcario kg ha!
0 1.200
600 600
800 400
1.000 200
1.200 0

Fonte: A autora

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso com esquema fatorial
de 5 x 2 (5 niveis de Si x com e sem infestacdo manual de lagarta) com 4 repeti¢des, totalizando
40 parcelas para os dados de desfolha, aspectos produtivos do milho e teor de Si foliar. Para os
dados de avaliagao metabolica da planta foram comparados dois tratamentos (dose 0 ¢ 1.200

kg de Si ha'! ambos com infestagdo manual) com 4 repeti¢des.
g

2.3 Semeadura e conducio do experimento

A lavoura foi implantada na safra 2017/2018 seguindo manejo recomendado pela
Embrapa, sem aplicacdo de inseticidas, sendo feita semeadura em 20/12/2017, com o hibrido
DEKALB 4600 RR> (resistente ao glifosato e nao Bt).

A semeadura foi realizada de forma manual na profundidade de 3-4 centimetros, sendo
distribuidas uniformemente 17 sementes em cada linha de 5,0 metros, totalizando assim 68 mil
sementes por hectare. Sete dias apds a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste
retirando as plantas menos vigorosas e deixando 60 mil plantas ha™.

Cada parcela foi constituida de seis linhas de cinco metros cada, espacadas de 0,50 m
entre linhas, totalizando 15 m?. A parcela 1til foi formada pelas quatro linhas centrais,
eliminando-se as duas linhas laterais e 1,0 m de cada extremidade, perfazendo 6,0 m? para cada
parcela util. Junto a semeadura realizou-se a primeira adubagio com 350 kg ha™! do formulado
NPK 8-28-16. No decorrer do experimento realizou-se o controle de plantas daninhas,
aplicando-se 15 dias antes da semeadura e 21 dias apds a emergéncia das plantulas (V6) o
herbicida nio seletivo com agdo sistémica a base de glifosato (Roundup® WG) na dose de 2,5
kg ha'!. Dezoito dias apos a semeadura (DAS) (V4) realizou-se a segunda adubac¢do com 150

kg ha! de Ureia+72 kg ha™! de Cloreto de Potassio (KCl) e 13 dias apos (V8), uma terceira
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aplicagdo de 100 kg ha! de Ureia. Para proporcionar condi¢des 6timas que a cultura necessita,
foi utilizada irrigac¢do por aspersdo, com lamina de 10 mm de 4gua, duas vezes por semana.

O Laboratoério de Criagao de Insetos da Embrapa forneceu as posturas das lagartas de S.
frugiperda, sendo sua populacdo multiplicada no Laboratério de Entomologia e Controle
Biologico (LACOB-UFU) utilizando-se a dieta modificada de Greene et al. (1976) e criagdo
seguindo metodologia adaptada de Parra (2001). As posturas foram colocadas em copos
plasticos de 100 mL com tampa, contendo uma porg¢ao de dieta artificial, as lagartas de 3° instar
foram utilizadas no experimento.

Metade das parcelas foi infestada manualmente com S. frugiperda, enquanto, na outra
metade das parcelas a infestagdo da lagarta-do-cartucho ocorreu naturalmente. Para a infestacao
manual das plantas, 30 dias apds a semeadura (V8), todas as plantas das quatro linhas centrais
das parcelas foram infestadas, transferindo-se para o cartucho das plantas, com auxilio de um
pincel fino, trés lagartas de 3° instar de S. frugiperda.

Durante o periodo de conducao do experimento (07/11/2017 a 15/05/2018) os dados
climaticos foram coletados na estacdo meteorologica instalado na Fazenda Capim Branco a

aproximadamente 300 m da 4rea experimental (Figura 1).

Figura 1 — Variag¢do de temperatura média do ar (°C) e precipitagdo pluvial acumulada (mm)
por semana, durante o experimento (07 de novembro 2017 - 15 de maio de 2018). Avaliacdes
de desfolha em dias apos a infestagdo manual (DAI) de Spodoptera frugiperda e estadio
vegetativo das plantas de milho: *Prévia (V8); **5DAI (V10) e 10DAI (V12) e ***15DAI
(V14).
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Fonte: Estagdo meteoroldgica da Fazenda Capim Branco - UFU, Uberlandia-MG, 2018.
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Para a avaliag¢do da desfolha causada por S. frugiperda, foi utilizada a escala visual de
danos proposta por Carvalho (1970), atribuindo notas de 0-5 (Tabela 3). A avaliagdo foi
realizada em folhas do cartucho e, quando uma planta apresentou danos correspondentes a mais
de uma nota, prevaleceu a mais alta (PALMA et al., 2012). As avaliagcdes da desfolha foram
efetuadas em 20 plantas nas duas linhas centrais. Antes da infestacdo (aos 29 dias apds a
semeadura — V8) foi realizada uma avalia¢ao prévia para verificar a desfolha em funcao da
infestacdo natural de lagartas. Apos a infestacao foram realizadas trés avaliagdes de desfolha,
aos 5, 10 e 15 dias ap6s a infestagao (DAI) com S. frugiperda, aos 35 (V10), 40 (V12) e 45
DAS (V14), respectivamente (Figura 1).

Tabela 3 — Escala de dano causado por Spodoptera frugiperda (Smith).

NOTA DESCRICAO DO DANO
0 Plantas sem desfolha
1 Plantas com folhas raspadas
2 Plantas com folhas furadas
3 Plantas com lesdes nas folhas e cartucho
4 Plantas com o cartucho destruido

5 Plantas com muitas folhas e cartucho totalmente destruido

Fonte: Carvalho (1970).

Dezessete dias apds a maturacao fisiologica foram cortadas rente a raiz 10 plantas nas
linhas adjacentes as linhas centrais para determinagao do peso da matéria fresca com o auxilio
de uma balanga portatil. Em seguida estas plantas foram ensiladas e as amostras foram
acondicionadas em sacos de papel, e levadas a estufa de circulagdo forcada de ar a 60 - 65°C
até massa constante, foram trituradas em moinho tipo Wiley, para reduzir as amostras em
particulas entre 4 e 6 mm e em seguida pesadas para determinar o peso seco. Uma amostra de
cada tratamento foi retirada e realizada a analise de silicio foliar no Laboratério de Fertilizantes
(LAFER-UFU) de acordo com o método azul descrito por Korndorfer et al. (2004).

A produtividade de grios (kg ha™!) foi obtida mediante a colheita das espigas das duas
linhas centrais de cada parcela, 144 DAS (R8). Posteriormente, essas espigas passaram pelo
processo de debulha manual e limpeza, depois os graos foram pesados. Os dados obtidos em
gramas por parcela util foram transformados em quilogramas por hectare e corrigidos para 13%

de umidade mediante a seguinte férmula:
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100 — Umidade inicial da amostra
Peso final= Peso inicial da amostra X

100 — 13% (Umidade final da amostra)

Para obtengdo do peso de mil graos, durante a debulha manual das espigas foram
coletadas oito amostras de 100 graos cada, de acordo com a metodologia indicada para analise
de sementes segundo BRASIL (2009). Apo6s pesagem das amostras, foram calculadas a
variancia, o desvio padrao e o coeficiente de variacao dos valores obtidos nas pesagens, apds
esses calculos, o peso médio das oito subamostras foi multiplicado por 10. Os dados obtidos
foram transformados a 13% de umidade com apoio da mesma férmula usada para

produtividade.

2.4 Avaliacao metabdlica

2.4.1 Trocas gasosas e eficiéncia fotossintética

As medidas das taxas de assimilagdo liquida do CO, (ACO; - mmol m™ s'!), condutancia
estomatica (gs - mol m? s’') e a taxa de transpiraco (E - mmol m™ s!) foram determinadas
com um sistema portatil de anélise de trocas gasosas no infra-vermelho (IRGA - Infra-red Gas
Analyser - Lcpro ADC). O sistema de trocas gasosas do aparelho ¢ aberto de maneira que o
fluxo de ar fresco (novo) seja continuo. As medidas foram feitas 99 DAS (R3), no periodo
matutino entre 9h e 12h em uma planta por parcela nos tratamentos sem Si e 1.200 kg ha™! de
Si, ambos com infestagdo manual de S. frugiperda. Foram realizadas trés medicdes na folha
mais expandida e sauddvel abaixo da espiga. Pela razdo entre taxa de assimilacdo liquida de
CO: e a taxa de transpiragdo, foi calculada a eficiéncia instantdnea do uso da agua (A/E - mmol
m~2 s' / mmol m? s), eficiéncia intrinseca do uso da 4gua (A/gs - mmol CO2 mol™! H,O) e a

eficiéncia de carboxilagdo (A/ci - mol ar m? s72).

2.4.2 Anadlise de polifenois e poder de redugdo do ferro (FRAP)

Para as andlises de polifenois em plantas de milho, aos 99 DAS (R3), foi coletada a
folha oposta abaixo da espiga em cada parcela dos tratamentos 0 e 1.200 kg ha™! de Si, ambos
com infesta¢cdo manual de lagarta. Em seguida retirado 15 cm centrais da folha, congelado em
nitrogénio liquido, acondicionado em papel aluminio e conservado em gelo seco, sendo

posteriormente armazenado em ultrafreezer a -80°C até o momento das andlises, que foram
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realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (LABIBI-UFU). Para a
determinagdo das concentragdes totais de polifenois nos extratos utilizou-se como base o
método de Zou et al. (2011) em microplacas de 96 pogos.

Os extratos foram diluidos em metanol na concentracdo de 1 mg mL™!'. Todas as anélises
foram feitas em triplicata. Para a determinacdo de fendis totais e poder de redugdo do ferro
(FRAP), utilizou-se o reagente Folin Ciocalteu na qual envolve a redug¢do do reagente de Folin
(mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotungstico) pelos compostos fenolicos. O ensaio foi
iniciado com a adicdo de 5 puL de solugdo de extrato/particdo, 25 pL de solugdo aquosa do
reagente Folin-Ciocalteu e 195 pL de dgua milli-Q em cada pogo e depois incubado por 6 min
a 25°C. Apds a incubagdo, adicionou-se 75 pl. de carbonato de sdédio NaxCOs (7%) e a placa
foi novamente incubada por 2h a 25°C na auséncia de luz. A determinacgdo foi feita pela medida
da absorbancia em espectrofotometro no comprimento de onda de 760 nm.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando 5 uL de etanol para obteng¢ao do branco.
O conteudo de fenois totais foi obtido utilizando uma curva analitica construida com padroes
de 4cido galico, nas concentragdes de 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1.000 e 2.000 pg/mL.
Os resultados dos polifenois foram expressos como miligramas de equivalentes de 4cido géalico
por grama de amostra (mg GAE/g) e umol Trolox eq/L para o poder de redugdo do ferro

(FRAP).

2.5 Analise dos dados

Os resultados foram primeiramente submetidos aos testes de pressuposi¢cdes com o
auxilio do programa SPSS 20.0 (NORUSIS, 2008) a fim de avaliar a normalidade dos residuos,
pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene,
considerando 5% de probabilidade para os resultados de desfolha por planta em cada avaliagdo,
trocas gasosas e eficiéncia fotossintética, peso fresco e seco, teor de silicio € peso de mil graos,
e 1% para os resultados de produtividade. Todos os dados atenderam as pressuposicoes de
normalidade e homogeneidade, exceto teor de Si, que foi transformado para arco seno da raiz
de x.

Para os dados de desfolha, aspectos produtivos do milho, teor de Si foliar foi realizada
ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%. Para os dados das avaliagdes
metabolicas as médias foram comparadas pelo teste T a 5%. E para avaliar o efeito das doses
de Si nos dados de desfolha 15 DAI foi proposto o modelo quadratico para infestagdo manual

e o modelo linear para a infestagdo natural, assim como para o teor de Si foliar.
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3 RESULTADOS

3.1 Desfolha

Nas avaliagdes de desfolha por S. frugiperda em plantas de milho, ndo houve interagao
significativa entre doses de Si e tipo de infestacdo de lagartas, nas avaliagdes prévia (F = 0,213;
df=4/27; P = 0,9288), 5 DAI (dias apo6s a infestacao) (F = 0,343; df= 4/27; P = 0,8466) ¢ 10
DAI (F=1,228; df=4/27; P =0,3223). Na avaliacdo prévia, ou seja, um dia antes da infestacao
manual com lagartas, as médias de desfolha ndo diferiram em relagdo ao tipo de infestacao
(F=0,014; df= 1/27; P= 0,9057), indicando que a presenca natural de S. frugiperda foi
homogeénea entre os tratamentos. Também ndo houve diferengas entre as doses de Si utilizadas
(F=0,607; df=4/27; P=0,6612) (Tabela 4). Aos 5 DAI nao houve diferenca entre as doses de
Si (F= 0,402; df= 4/27; P= 0,8056), no entanto, a infestagdo manual apresentou maior média
(média 2,93+0,07) que a infestacao natural (média 1,82+0,04), diferindo entre si (F= 149,028;
df= 1/27; P< 0,0001) (Tabela 4). Aos 10 DAI houve diferenga entre as médias de desfolha
apenas para o tipo de infestagao (F=174,915; df=1/27; P<0,0001), sendo a média maior (média
3,3540,06) para a infestacdo manual. Nao havendo diferenca entre as doses testadas (F=1,935;
df=4/27; P=0,1333) (Tabela 4).

Foi observada interagdo entre a dose de Si e 0 método de infestagdo aos 15 DAI (F=
21,322; df= 4/27; P< 0,0001). Observou-se efeito do Si na redugdo da desfolha, tanto na
infestacdo manual (F= 66,145; df= 4/27; P< 0,0001) quanto natural (F= 4.842; df= 4/27; P=
0,0044), utilizando um modelo linear e quadritico para infestagdes naturais e manuais,
respectivamente, com uma tendéncia de diminuicao da desfolha com aumento do Si no solo
(Figura 2). A desfolha ndo foi afetada pelo método de infestagio a 800 kg ha™! de Si (F=1,693;
df= 1/27; P= 0,2042); no entanto, foram observados niveis mais altos de desfolhamento em
plantas infestadas manualmente do que naquelas com infesta¢do natural da lagarta no controle
(F=164,839; df=1/27; P<0,0001) e nas doses de 600 (F=59.610; df=1/27; P< 0,0001), 1.000
(F=18,814; df=1/27; P=0,0002) ¢ 1.200 (F=7.232; df=1/27; P=0,0121) kg ha'! de Si (Tabela
4).
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Tabela 4 — Notas de desfolha, segundo escala (0 a 5) de Carvalho (1970), em milho com
diferentes doses de silicio (kg ha™') aplicado via solo com infestagiio natural e apos infestacio

manual de Spodoptera frugiperda.

Infestacao
Avaliacio Doses silicio Manual Natural MédiatErro
0 1,68+0,19 1,73+0,10 1,70+0,10 a
600 1,84+0,11 1,78+0,17 1,81+0,10 a
800 1,63+0,20 1,73+0,12 1,68+0,11 a
Prévia
1.000 1,90+0,05 1,80+0,11 1,85+0,61 a
1.200 1,71+0,17 1,78+0,15 1,74+0,11 a
Média+Erro 1,75+0,07 A 1,76+£0,05 A CV(%) = 15,06
0 2,89+0,17 1,83+0,08 2,36+0,22 a
600 2,99+0,17 1,84+0,09 2,41+£0,24 a
800 2,81+0,10 1,89+0,08 2,35+0,19 a
S DAL 1.000 3,06+£0,12 1,85+0,06 2,46+0,24 a
1.200 2,89+0,27 1,69+0,12 2,29+0,27 a
MédiatErro 2,93+0,07 B 1,82+0,04 A CV(%)=12,12
0 3,53+0,14 1,89+0,07 2,71+£0,29 a
600 3,45+0,15 2,45+0,14 2,95+0,29 a
800 3,38+0,14 2,01+0,05 2,68+0,26 a
10 DAT 1.000 3,35+0,13 1,99+0,04 2,67£0,27 a
1.200 3,10+0,14 1,96+0,02 2,53+0,23 a
MédiaxErro 3,35+0,06 B 2,06+0,03 A CV(%)=11,42
0 3,88+0,11 B 2,03+0,72 A -
600 2,78+0,06 B 1,66+£0,07 A -
15 DAI 800 2,00+£0,11 A 1,81+0,09 A -
1.000 2,19+0,08 B 1,56+0,12 A -
1.200 1,84+0,06 B 1,45+0,18 A -
MédiatErro --- --- CV(%) =9,62

Médias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha e minusculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. DAI= Dias ap6s a infestagdo manual.
Fonte: A autora.
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Figura 2 — Notas de desfolha, segundo escala de (0 a 5) de Carvalho (1970), aos 15 dias apds a
infestacdo (DAI) manual de Spodoptera frugiperda em milho com diferentes doses de silicio

(kg ha!) aplicado via solo. A: Infestagio manual; B: Infestacdo natural.
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Fonte: A autora.

3.2 Aspectos produtivos do milho e teor de silicio foliar

Nao houve interacdo significativa entre doses de Si e tipo de infestacao de lagartas para
peso fresco (F= 0,246; df=4/27; P=0,9093) e peso seco (F= 0,820; df=4/27; P= 0,5238) das
plantas de milho. O peso fresco das plantas (Tabela 5) ndo diferiu nem em relagdo as doses de
Si utilizadas (F= 1,325; df= 4/27; P= 0,2860), nem ao tipo de infestacao (F= 0,286; df= 1/27;
p= 0,5970), assim como o peso seco das plantas (doses: F= 0,455; df= 4/27; P= 0,7676)
(infestacao: F=0,082; df= 1/27; P=0,7767) (Tabela 6).
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Tabela 5 — Peso fresco (g) das plantas inteiras de milho, adubadas com diferentes doses (kg ha

1 de silicio aplicadas via solo, com infestagio manual e natural de Spodoptera frugiperda.

Infestacio de S. frugiperda

Doses de Silicio Manual Natural MédiatErro

0 1.150,0+£92,47 1.182,5+241,33 1.166,25+16,25 a

600 1.250,0+126,75 1.282,5+137,50 1.266,25+16,25 a

800 1.347,5+106,96 1.277,5+157,50 1.312,50+£35,00 a

1.000 1.330,0+226,09 1.482,5+£262,25 1.406,25+76,25 a

1.200 1.200,0+£80,62 1.242,5+122,98 1.221,25+21,25a

MédiatErro 1.255,50+31,06 A 1.293,50+51,33 A CV(%)=117,62
Meédias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha e mintisculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.

Fonte: A autora.

Tabela 6 — Peso seco (g) das plantas de milho adubadas com diferentes doses (kg ha™') de silicio

aplicadas via solo, com infestagdo manual e natural de Spodoptera frugiperda.

Infestacio de S. frugiperda

Doses de Silicio Manual Natural MédiatErro
0 174,76+13,63 153,93+9,36 164,35+10,42 a
600 170,60+8,44 174,93+6,10 172,77+2,17 a
800 174,35+7,17 172,16+7,74 173,25+1,10 a
1.000 168,30+14,28 179,98+5,56 174,14+5,84 a
1.200 167,08+6,55 165,56+11,91 166,32+0,76 a
MédiazErro 171,01+1,55 A  169,31+4,50 A CV(%)=11,07

Meédias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha e mintisculas na coluna, diferem entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.

Nao houve interagdo significativa entre doses de Si e tipo de infestagdo de lagartas para
produtividade (F= 0,448; df= 4/27; P=0,7732) e nem para peso de mil graos (F= 0,377; df=
4/27; P= 0,8227). A produtividade das plantas de milho nao diferiu entre as doses de Si (F=
1,007; df= 4/27; P= 0,4212) e tipo de infestagcdo (F= 0,057; df= 1/27; P= 0,8139) (Tabela 7),
assim como o peso de mil graos (Tabela 8). Nao houve interagdo significativa entre doses de Si
e tipo de infestacao de lagartas para os teores de Si presente nas folhas das plantas de milho (F=
0,140; df= 4/27; P= 0,9662), contudo, o teor de Si foliar aumentou de forma linear com o
aumento das doses de Si no solo (F= 2,967; df= 4/27; P= 0,0354) (Figura 3). Os teores de Si
ndo variaram em relagdo ao tipo de infestacao (F= 2,249; df= 1/27; P=0,1441) (Tabela 9).
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Tabela 7 — Produtividade (kg ha'') de plantas de milho sob diferentes doses de silicio (kg ha™),

com infestagdo manual e natural de Spodoptera frugiperda.

Infestacio de S. frugiperda

Doses de Silicio Manual Natural MédiatxErro
0 15.424+1.568,2 16.321+904.,4 15.873+855,0 a
600 14.784+546,3 15.269+1.486,0 15.027+738.,6 a
800 14.835+457,3 13.775+£712,4 14.305+440,1 a
1.000 14.268+1.382,5 15.588+251,9 14.928+696,7 a
1.200 16.683+1.229,8 15.875+1.744,3 16.2794+999.7 a
Média+Erro 15.199+487,7 A 15.366+499,3 A CV(%) = 14,59

Meédias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha e mintisculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.

Tabela 8 — Peso de mil grios (g) de plantas de milho sob diferentes doses de silicio (kg ha™),

com infestagdo manual e natural de Spodoptera frugiperda.

Infestacio de S. frugiperda

Doses de Silicio Manual Natural MédiaxErro

0 28,4+1,04 27,9+1,51 28,1£0,25 a

600 28,9+1,26 28,7£1,97 28,8+0,10 a

800 29,0+1,03 26,3+0,57 27,7+1,35 a

1.000 27,24+2.48 26,4+1,36 26,8+0,40 a

1.200 29,5+1,59 27,2+0,65 28,4+1,15a
MédiaxErro 28,6+£0,39 A 27,3+0,45 A CV(%)=9,37

Meédias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha e mintisculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Tukey

a 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.

Tabela 9 — Teores de silicio (%) presente nas folhas de plantas de milho adubadas com

diferentes doses (kg ha™!) de silicio aplicadas via solo, com infestagio manual e natural de

Spodoptera frugiperda.
Infestacio de S. frugiperda
Doses de Silicio Manual Natural
0 0,5+0,04 0,5+0,09
600 0,7+0,07 0,7+0,09
800 0,7+0,04 0,6+0,04
1.000 0,7+0,12 0,7+0,08
1.200 0,7+0,06 0,6+0,08
Média+Erro 0,68+0,04 A 0,63+0,04 A CV(%)=11,61

Médias seguidas por letras distintas, maitisculas na linha, diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: A autora.
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Figura 3 — Teores de silicio (%) presente nas folhas de plantas de milho adubadas com diferentes

doses (kg ha™!) de silicio aplicadas via solo.
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Fonte: A autora.

3.3 Avaliacao metabdlica

Nio houve diferenca entre os tratamentos 0 e 1.200 kg ha™! de Si, ambos com infestacdo

manual de S. frugiperda, e as caracteristicas do metabolismo do carbono (Tabela 10), os teores

de polifenois e FRAP (Tabela 11).

Tabela 10 — Trocas gasosas e eficiéncia fotossintética (média + erro padrdo) em plantas de

milho adubadas ou ndo com silicio e infestagdo manual de Spodoptera frugiperda.

Doses de silicio (kg ha™)

0 1.200
E (mol H20 m? s) 1,87+£0,71 A 3,21+0,97 A
gs (mol H20 m? s™) 0,06+0,04 A 0,24+0,13 A
A (umol CO2 m? s) 3,1342,04 A 525125 A
ci (umol CO2 mol ar™) 300,25+17,82 A 307,00£21,96 A
A/E (mmol CO: mol'! H20) 1,31+0,39 A 1,77£0,18 A
A/gs (mmol CO:z mol! H20) 54,3849,48 A 4791+17,10 A
A/ci (mol ar m? s?) 0,01+0,01 A 0,02+0,01 A

Meédias seguidas por letras distintas, maiusculas na linha, diferem entre si, pelo teste T a 5% de probabilidade. E=
Transpiracdo; gs= Condutincia estomatica; A= Assimilagdo de CO; (fotossintese); ci= Carbono interno; A/E=
Eficiéncia instantanea do uso da agua; A/gs = Eficiéncia intrinseca do uso da agua (estomatica); A/ci= Eficiéncia
instantanea de carboxilagao.

Fonte: A autora.
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Tabela 11 — Teor de polifenois e poder de reducdo do ferro (FRAP) em plantas de milho

adubadas ou ndo com silicio, e infestacdo manual de Spodoptera frugiperda.

Doses de silicio Polifenois FRAP
(kg ha!) mg GAE/g pmol Trolox eq/L
MédiazErro
0 63,31+10,95 a 110,57+£9,30 a
1.200 76,74+9,55 a 135,70+9,65 a

Médias seguidas por letras distintas, minuscula na coluna, diferem entre si, pelo teste T a 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.
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4 DISCUSSAO

A aplicagdo de Si no solo aumentou em 42% o teor de Si nas folhas de plantas de milho,
que atingiu 0,71% de SiO;, enquanto na testemunha (sem Si) foi de 0,50%. Resultados
semelhantes foram obtidos por diversos autores em diferentes culturas (BENNETT, 1982;
CARVALHO et al., 1999; GOUSSAIN et al., 2002; HODSON, SANGSTER, 1988; OKUDA;
TAKAHASHI, 1964). O aumento no teor de Si nas folhas pode, portanto, dificultar a
alimentacdo das lagartas, tornando as plantas de milho mais resistentes a lagarta-do-cartucho.

A redugdo da desfolha em plantas de milho, causada por S. frugiperda, foi promovida
pela adubagdo silicatada via solo, o que também promoveu aumento no teor foliar do Si,
diminuindo praticamente pela metade a nota de desfolha no tratamento com 1.200 kg ha™! de
Si. Estes resultados corroboram com os encontrados por Perdomo (2017), pelas plantas
apresentarem maior resisténcia ao ataque de insetos, como a lagarta-do-cartucho, seja pela
formagao de barreira fisica (GOUSSAIN et al., 2002; MENZIES et al., 1991) ou pela atuagao
fisiologica, aumentando a produgdo de enzimas de protegdo das plantas (CHERIF et al., 1994;
EPSTEIN, 1999; FAWE et al., 1998). Essa formacao da barreira de silica amorfa impede o
acesso ao nitrogénio e outros nutrientes, além de causar danos no trato digestivo das lagartas,
reduzindo a sua capacidade de alimentacao (BAKHAT et al., 2018).

Segundo os resultados encontrados por Goussain et al. (2002) em condigdes controladas
com plantas de milho, a aplicacdo de Si foi capaz de diminuir o consumo de folhas por lagartas
de S. frugiperda.

No presente trabalho ndo foram observados efeitos do Si na produtividade e outros
aspectos produtivos da cultura do milho, como peso de mil graos, peso fresco e seco das plantas.
Porém, outros autores afirmam que o Si est4 relacionado ao aumento do crescimento e produgao
vegetal por meio de diferentes agdes como o aumento da absor¢do de agua (LIU et al., 2015) e
aumento na rigidez estrutural dos tecidos, o que leva a reduzir o acamamento e quebramento
das plantas, além da formacdo de folhas mais eretas, diminuindo o autossombreamento e
aumentando a eficiéncia fotossintética (DATNOFF et al., 1991; 2001; EPSTEIN, 1994,
MANIVANNAN; AHN, 2017, MARSCHNER, 1995; TRIPATHI et al., 2015) e a redugdo da
evapotranspiracado (COOKE; LEISHMAN, 2016; DATNOFF et al., 1991; 2001;
KORNDORFER et al., 1999; NERI et al., 2005; PULZ et al., 2008). Esses fatores, associados
a inducdo de resisténcia contra insetos herbivoros, faz com que ocorra aumento da
produtividade das culturas com o uso do silicio (CAMARGO et al., 2010; EPSTEIN, 1999;
LIANG et al., 2007; PULZ et al., 2008; SOUSA et al., 2010; WANG et al., 2017).
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Sousa et al. (2010) encontraram aumento da produtividade de graos em plantas de milho
com a aplicacdo de silicio via foliar, porém, outros autores (FREITAS et al., 2011; REZENDE,
2018; TEODORO et al., 2014) observaram resultados similares aos do presente trabalho, nao
encontrando alteracdes na produtividade desta cultura com a aplicagao de Si. O efeito benéfico
do Si no crescimento das plantas ¢ mais evidente em situagdes de estresse hidrico e nutricional
(LUYCKX et al., 2017; MEHARG; MEHARG, 2015; PULZ, et al., 2008; SILVA; BOHNEN,
2003), podendo proporcionar maior peso seco por unidade de area foliar ¢ desempenhar um
importante papel no crescimento e desenvolvimento das plantas (EPSTEIN, 1994). Assim, a
auséncia de efeito do Si nas caracteristicas agrondmicas avaliadas, como peso fresco e seco,
peso de mil graos e produtividade, pode estar relacionado as condi¢des hidricas e nutricionais,
mais proximas possivel das ideais, as quais as plantas do presente trabalho foram submetidas.

Nao houve influéncia do Si nas trocas gasosas e eficiéncia fotossintética avaliadas no
presente trabalho. Estudos t€ém demonstrado o efeito positivo do Si em plantas sob estresse
hidrico. No milho, por exemplo, a adi¢cao de Si aumentou a eficiéncia do uso da agua, reduzindo
a transpira¢do da folha e a taxa de fluxo de 4gua no vaso do xilema (GAO et al., 2006). Hattori
et al. (2003) relataram a melhoria das caracteristicas fisiologicas, como a fotossintese,
transpiracao e condutincia estomatica com a aplicagdao de Si em plantas com estresse hidrico.
Como no presente trabalho as plantas de milho ndo estavam sob estresse hidrico € provavel que
essa condicao de estresse seja necessaria para a obtengdo de ganhos fotossintéticos com a
adubacao silicatada.

O metabolismo de carbono de plantas de milho, neste trabalho, ndo respondeu a
adubacdo silicatada. Reducdes na condutancia estomatica refletem em menor transpiragao,
portanto, menor perda de 4dgua e maior resisténcia a estresses abidticos. A condutancia
estomatica por regular as trocas gasosas, tem relagdo direta com o processo fotossintético
(FERREIRA, 2008). Madeiros et al. (2009) ao trabalharem com aplicagdo de escoria de 37
siderurgias para fornecimento de Si a plantas de cana-de-agicar observaram aumento de
condutancia estomatica e de transpiracao nas plantas acrescidas de Si.

Pinto et al. (2012) obtiveram acréscimo de 44% na taxa de fotossintese liquida em
plantas de trigo tratadas com aplicagdo foliar de 3 mL L' de silicato de potassio. O autor
também observou que os tratamentos ndo influenciaram a condutancia estomatica e
transpiracdo. A condutancia estomatica ¢ um fator de grande importancia, uma vez que os
estomatos correspondem a principal via de trocas gasosas entre atmosfera e interior das plantas,

sendo também um canal de elevada perda de 4gua (AMARAL et al., 2006).
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Embora a aplicagdo de Si, neste trabalho, ndo tenha influenciado na produgdo de
polifenois e FRAP, o uso do Si induz a producdo de enzimas relacionadas a mecanismos de
defesa contra insetos, tais como a polifenol oxidase e tripsina proptease (BAKHAT et al., 2018;
WU; BALDWIN, 2010) compostos toxicos como os flavonoides (MANIVANNAN; AHN,
2017) e substancias de baixa digestibilidade na seiva das plantas (KORNDORFER et al., 2011),
que interferem na biologia das pragas.

A fonte de Si deve permitir o uso de uma dose de Si alta o suficiente para reduzir os
danos dos insetos sem afetar o rendimento da cultura. As doses de Si neste estudo de 600 a
1.200 kg ha! de Si promoveram a reducio da desfolha sem qualquer efeito prejudicial no
rendimento do milho. Isso demonstra que o Si pode ser efetivamente usado no milho, a
resisténcia induzida ¢ uma estratégia de manejo que pode ser combinada com outros métodos

de controle, otimizando o manejo integrado da lagarta-do-cartucho e outras pragas.
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5 CONCLUSOES

A adubagao silicatada induziu a resisténcia em plantas de milho a lagarta-do-cartucho,
reduzindo a desfolha e aumentando o teor desse elemento na folha. No entanto, a produtividade
ndo foi influenciada pela aplicag@o de silicio e nem as outras caracteristicas agronomicas do
milho, como peso fresco e seco das plantas e peso de mil graos. Nao houve influéncia do silicio
nas trocas gasosas ¢ eficiéncia fotossintética, na produgdo de polifenois e no poder de redugao

do ferro.
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CAPITULO 3

Silicio e herbivoria por Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) na
inducéo de resisténcia a Rhopalosiphum maidis (Fitch) (Hemiptera: Aphididae) e no
metabolismo de plantas de sorgo

Resumo: A indugdo de resisténcia de plantas ¢ uma estratégia em potencial para prevenir danos
de insetos as culturas. A utilizacdao de silicio (Si) e o tipo de herbivoria sofrida pela planta
podem influenciar na inducao dessa resisténcia. O presente estudo teve o objetivo de avaliar os
compostos quimicos produzidos pela planta de sorgo relacionadas a indugao de resisténcia por
Si e pela herbivoria, causada por insetos mastigadores e sugadores. Para tanto, plantas de sorgo
cultivadas em vasos foram adubadas com Si e expostas aos estimulos adubacao com Si e/ou
herbivoria por lagartas de Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Também
foi avaliado o crescimento populacional de Rhopalosiphum maidis (Fitch) (Hemiptera:
Aphididae) nessas plantas, sendo considerado como um terceiro estimulo. Para confirmar os
possiveis efeitos do Si e da herbivoria, foram avaliados o teor de silicio foliar, producdo de
polifenois e poder de reducdo do ferro (FRAP) e realizada a andlise de metabolomica. As
plantas analisadas foram comparadas com plantas controle sem os estimulos. A adubacgao
silicatada e a herbivoria ndo interferiu na producao de polifenois ¢ FRAP em plantas de sorgo.
A aplicacdo de Si ndo alterou o teor de Si foliar ou a concentracdo dos compostos nas plantas
sem herbivoria, porém, a herbivoria e a combinagdo de Si com a herbivoria promoveu o
aumento do teor Si foliar e alteracdo na concentragdo de 23 metabolitos nas plantas. A
herbivoria prévia por lagarta em plantas sem Si induziu resisténcia por antibiose a R. maidis,
provavelmente relacionada a reducao na concentragao dos compostos 236,1388 ¢ 474,3718.
Indugdo de resisténcia por antibiose ao pulgao também foi observada em plantas com herbivoria
e Si, relacionada a alteracdo na concentragdo dos compostos 186,0715; 236,1388; 294,1832;
304,2408;311,2479;474,3718 ¢ 571,4608. O teor de Si foliar ¢ a atividade metabolica foi maior
nas plantas de sorgo que receberam, em conjunto, aplicagdo de Si via solo e ambas as
herbivorias. O Si apresentou importante papel na inducdo de resisténcia em plantas de sorgo,
reduzindo a populagdo de R. maidis e promovendo maior atividade metabodlica na planta.

Palavras-chave: Sorghum bicolor. Lagarta-do-cartucho. Pulgdo-do-milho. Metaboldmica.
Metabolitos secundarios. Polifenois. FRAP.
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CHAPTER 3

Silicon and herbivory by Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) in the
induction of resistance to Rhopalosiphum maidis (Fitch) (Hemiptera: Aphididae) and in
the metabolism of sorghum plants

Abstract: Plant resistance induction is a potential strategy to prevent insect damage to crops.
The use of silicon (Si) and the type of herbivory suffered by the plant may influence the
induction of this resistance. The present study aimed to evaluate the chemical compounds
produced by the sorghum plant related to resistance induction by Si and herbivory caused by
chewing and sucking insects. For this, sorghum plants grown in pots were fertilized with Si and
exposed to stimuli fertilization with Si and/or herbivory by caterpillars of Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). The population growth of Rhopalosiphum maidis
(Fitch) (Hemiptera: Aphididae) in these plants was also evaluated, being considered as a third
stimulus. To confirm the possible effects of Si and herbivory, the leaf silicon content,
polyphenol production and iron reduction power (FRAP) were evaluated and metabolomics
analysis was performed. The plants analyzed were compared with control plants, without the
stimuli. Silicate fertilization and herbivory did not interfere in the production of polyphenols
and FRAP in sorghum plants. The application of Si did not alter the content of Si foliar or the
concentration of compounds in plants without herbivory, however, herbivory and the
combination of Si with herbivory increased leaf Si content and changed in the concentration of
23 metabolites in the plants. Previous herbivory by caterpillar in plants without Si induced
resistance by antibiosis to R. maidis, probably related to the reduction in the concentration of
compounds 236,1388 and 474.3718. Induction of resistance by antibiosis to the aphid was also
observed in plants with herbivory and Si, related to the change in the concentration of
compounds 186.0715; 236.1388; 294.1832; 304.2408; 311.2479; 474.3718 and 571.4608. The
leaf Si content and metabolic activity were higher in sorghum plants that received, together,
application of Si via soil and both herbivories. Si played an important role in inducing resistance
in sorghum plants, reducing the population of R. maidis and promoting greater metabolic
activity in the plant.

Keywords: Sorghum bicolor. Fall armyworm. Corn aphid. Metabolomics. Secondary
metabolites. Polyphenols. FRAP.
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1 INTRODUCAO

O uso do silicio (Si1) ¢ uma das estratégias que vem mostrando resultados satisfatorios
como indutor de resisténcia de plantas contra pragas e doencas, seja por agdo mecanica,
producdo de compostos quimicos ou pela atracdo do terceiro nivel trofico (LIU et al., 2017).
Conforme relatado por varios pesquisadores o Si induz resisténcia contra pragas em trigo
(GOMES et al., 2005), arroz (NASCIMENTO et al., 2014), cana-de-agucar (CAMARGO et al.,
2010), milho (ALVARENGA et al., 2017) e sorgo (CARVALHO et al., 1999; MORAES;
CARVALHO, 2002) o aumento do teor de Si foliar leva a um menor periodo reprodutivo € uma
menor reproducao dos pulgdes, induzindo resisténcia por antibiose (CARVALHO et al., 1999;
DIAS et al., 2014; SAMPAIO et al., 2020).

Sob ataque de herbivoros, as respostas de expressdo génica estdo fortemente
correlacionadas com modo de alimentacdo do herbivoro, a quantidade de dano ao tecido, os
padrdes temporais e espaciais especificos no local de alimentagdo, bem como as espécies de
plantas hospedeiras (KESSLER; BALDWIN, 2002; WALLING, 2000). Podendo levar a
inducdo de defesas sistémicas, incluindo tecidos vegetais que ndo foram atacados pelos
insetos (TAIZ et al., 2017). Foi proposto um modelo de reconhecimento de insetos por plantas
através de padroes moleculares associados a herbivoros e padroes moleculares associados a
herbivoria que desencadeiam respostas de defesa de plantas (HEIL, 2009). Uma vez que a
reprogramagao transcricional estd subjacente a muitas respostas de defesa de plantas, analises
transcriptomicas de respostas a pulgdes e outros insetos herbivoros foram conduzidas usando
varias espécies de plantas (APPEL et al., 2014; COPPOLA et al., 2013; COULDRIDGE et al.,
2007; HEIDEL-FISCHER et al., 2014; THOMPSON; GOGGIN, 2006;). No entanto, sdao
relativamente incomuns estudos para a compreensao dessas interagdes complexas e dinamicas
das respostas gendmicas e metabolomicas das plantas a herbivoria por insetos (COPPOLA et
al., 2013; FERRY et al., 2011; GUAN et al., 2015).

Para montar respostas de defesa especificas de herbivoros, as plantas desenvolveram
varios mecanismos reguladores. A sinalizacdo fitohormonal, por exemplo, permite que as
plantas regulem com precisdo suas respostas induzidas (ERB et al., 2012). Nesse contexto, a
sinalizag¢do de jasmonato (JA) esta frequentemente associada a resisténcia induzida a herbivoros
mastigadores, enquanto a sinalizagdo de salicilato (SA) esta associada a resisténcia a insetos
sugadores (BROEKGAARDEN etal.,2011; DE VOS et al., 2005; HEIDEL; BALDWIN, 2004;
HEIDEL-FISCHER et al., 2014; KESSLER; BALDWIN, 2002; LI et al., 2016; MEWIS et al.,
2006; WALLING, 2000). No entanto, esses mecanismos de defesa induzida de plantas sdo,


http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-90
http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-38
http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-4
http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-14
http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-15
http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-15
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http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-14
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http://www.plantphysiol.org/content/169/3/1727?ijkey=03f5dac5dc6bd62e167b2c7b13eb72b530033f32&keytype2=tf_ipsecsha#ref-33
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provavelmente, mais complexos, ja que as plantas usam uma variedade de hormdnios para
formar redes de sinalizagdo que permitem respostas direcionadas contra herbivoros
mastigadores e sugadores (ERB et al., 2012; LI et al., 2015). Pouco se conhece sobre a atuagao
do Si nos mecanismos de indugao de resisténcia e na produgao de metabolitos de defesa vegetal.

Neste contexto, os estudos de metaboldmica podem ser chave para o entendimento das
respostas das plantas adubadas com Si e expostas a diferentes tipos de herbivoria. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar os compostos quimicos produzidos pela planta de sorgo
relacionadas a indugdo de resisténcia por Si e pela herbivoria por insetos mastigadores e
sugadores, usando como modelo de estudo o sorgo como planta hospedeira, lagartas de
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e o pulgdo Rhopalosiphum maidis
(Fitch) (Hemiptera: Aphididae).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producao de plantas de sorgo

2.1.1 Producdo de plantas de sorgo para criacdo de pulgoes

O hibrido de sorgo BRS332 foi semeado em vasos plasticos (15 cm de altura e 13 cm
de diametro) contendo substrato organico Bioplant® e colocado para germinar e se desenvolver
na casa de vegetacdo da Universidade Federal de Uberlandia. Apods 15 dias da semeadura, foi
realizado o desbaste deixando apenas quatro plantas por vaso. Quando as plantas estavam com

cerca de dois meses de desenvolvimento foram utilizadas na criagdo dos pulgdes.

2.1.2 Producdo de plantas de sorgo para o experimento

Para realizar os experimentos de crescimento populacional do pulgdo em plantas de
sorgo com e sem adubacdo silicatada foi coletado solo tipo LATOSSOLO VERMELHO Escuro
distrofico de textura argilosa (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA
— EMBRAPA, 2013) (6,1 mg kg™ de Si) na fazenda experimental Capim Branco, pertencente
a Universidade Federal de Uberlandia (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise quimica do solo da area do experimento.

pH em M.O P Meh! K* Ca’ Mg* A" H'eAl Si \%
H20
-1
(dag kg™) (mg dm) cmol. dm?3 (mg kg™) (%)
6,2 1,8 1,7 142 2,0 0,6 0,0 2,2 6,1 57

Fonte: Laboratdrio de Analise de Solos e Calcarios do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia, 2018.

O solo coletado foi peneirado e colocado em sacos plasticos, para posteriormente
receber os tratamentos. Para o tratamento com Si foi adicionado Agrossilicio Plus® (10,5% de
Silicio; 35% de CaO; e 10% MgO) na dose de 800 kg ha™! em cada vaso de 0,8 L, ja para o
tratamento sem Si, foi adicionado calcario dolomitico Ercal® (37-38% de CaO e 8-10% de
MgO), também na dose de 800 kg ha™!, totalizando 80 vasos para obten¢do das plantas de sorgo

para o experimento.
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Em cada vaso foi adicionado 0,11 L de agua e entdo fechados com saco plastico e
deixados para incubar, no dia 03/05/2018. Apds 34 dias, foi realizada a semeadura e adubagao.
Foram adicionadas quatro sementes de sorgo da cultivar BRS332 por vaso e a adubagao de
semeadura foi realizada conforme recomendacao para a cultura (SANTOS et al., 2014).

Quando as plantas de sorgo estavam com sete dias foram colocadas gaiolas de garrafa
PET de 3 L, cobertas com organza e lacradas com elastico para evitar contaminagdes por
afideos. Apos 14 dias da semeadura foi realizado desbaste deixando apenas uma planta por
copo ¢ em seguida realizada a adubagdo de cobertura de acordo com Santos et al. (2014).

Quando as plantas estavam com 30 dias foram utilizadas nos experimentos.

2.2 Criagao dos pulgoes

Os pulgdes R. maidis utilizados para iniciar a criagdo foram obtidos na fazenda
experimental Capim Branco, pertencente a Universidade Federal de Uberlandia. Os individuos
foram colocados em placas de Petri de 90 mm contendo duas sessdes foliares de sorgo da
cultivar BRS332 sobre uma camada de solugdo agar-agua a 1% e vedadas com organza, presas
por um elastico e entdo colocadas em camaras do tipo BOD a 23°C e fotoperiodo de 12h, a fim
de aumentar o numero de afideos. Para manuten¢do da criagdo, os pulgdes que estavam nas
placas de Petri foram colocados em plantas de sorgo de aproximadamente dois meses de
desenvolvimento para que continuassem aumentando o numero de individuos e, a cada semana
a planta da criacdo foi trocada. Para a padroniza¢do da idade dos pulgdes utilizados no
experimento, 30 placas de Petri com as sessOes foliares de sorgo foram infestadas com 15
pulgdes adultos/placa. Apods 24h da infestacdo, os adultos foram retirados das placas, deixando-
se apenas as ninfas produzidas neste intervalo de tempo. Dez dias ap0ds, quando atingiram a fase

adulta, os pulgdes foram utilizados nas infestagdes das plantas de sorgo no experimento.

2.3 Criacao das lagartas

As lagartas de S. frugiperda utilizadas no experimento foram fornecidas pelo
Laboratorio de Criagdo de Insetos da Embrapa e a populacao foi mantida no Laboratorio de
Entomologia e Controle Biologico (LACOB-UFU), utilizando a dieta artificial modificada de
Greene et al. (1976) e multiplicada através da metodologia adaptada de Parra (2001). Para a
utiliza¢do das lagartas no experimento, as posturas foram colocadas em copos plasticos de 100

mL com tampa, contendo uma por¢do da dieta artificial, assim que as lagartas eclodiram e



58

atingiram o 3° instar foram utilizadas no experimento.

2.4 Instalacao e conduc¢io do experimento

Para avaliar a inducdo de resisténcia por antibiose ao pulgdo R. maidis e avaliar os
metabolitos produzidos pelas plantas de sorgo foram utilizadas 80 plantas de sorgo, das quais
40 receberam aplicacao de Si (Si+) via solo e 40 nao receberam este elemento (Si-). Metade
das plantas de cada grupo (20 plantas Si+ e 20 plantas Si-) foram expostas a herbivoria por S.
frugiperda aos 30 dias apds semeadura (DAS), quando foi feita a infestagdo com duas lagartas
de 3° instar, as quais foram mantidas por 2 dias. Desta forma, foram formados quatro grupos de
plantas: sem Si e sem herbivoria de lagarta (Si-) com Si e sem herbivoria de lagarta (Si+), com
herbivoria de lagarta e sem Si (L Si-) e com herbivoria de lagarta e com Si (L Si+). Metade das
plantas de cada um dos quatro grupos foram infestadas com pulgdes para verificar a inducao da
resisténcia a R. maidis pelo Si e pela herbivoria de S. frugiperda. Para isso, imediatamente apos
a retirada das lagartas (32 DAS), secdes de folhas de sorgo contendo 4 pulgdes adultos (10 dias
de idade) provenientes das colonias de padronizagao etaria (ver item 2.2) foram colocadas no
cartucho das plantas apos 15 dias as plantas foram cortadas e levadas para o Laboratério de
Entomologia e Controle Bioldgico (LACOB-UFU) para a contagem da populagdo de pulgoes,
visando verificar o crescimento populacional de R. maidis nas plantas com e sem Si € com e

sem herbivoria de S. frugiperda. Assim foram formados oito grupos com 10 plantas cada
(Tabela 2).

Tabela 2 — Descri¢dao dos tratamentos utilizados no experimento com o uso de silicio (Si) e

herbivorias de lagartas de Spodoptera frugiperda (L) e do pulgdo Rhopalosiphum maidis (P).

GRUPO DESCRICAO

Si— sem Si, sem herbivoria de lagarta e sem herbivoria por pulgao

Si + com Si, sem herbivoria de lagarta e sem herbivoria por pulgao
L Si- com herbivoria de lagarta, sem Si e sem herbivoria por pulgao
LSi+ com herbivoria de lagarta, com Si e sem herbivoria por pulgio
P Si— com herbivoria por pulgdo, sem Si e sem herbivoria de lagarta
P Si+ com herbivoria por pulgdo, com Si e sem herbivoria de lagarta
LP Si— com herbivoria de lagarta, com herbivoria por pulgio e sem Si
LP Si+ com herbivoria de lagarta, com herbivoria por pulgao e com Si

Fonte: A autora.
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2.4.1 Metabolomica

Para as analises metabolomicas e de polifenois do experimento, foi coletada uma folha
logo abaixo do cartucho de cada tratamento, em seguida congelada em nitrogénio liquido,
acondicionado em papel aluminio e conservado em gelo seco, sendo posteriormente
armazenado em ultrafreezer a -80°C até o momento das andlises foram realizadas no
Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de Biotecnologia (IBTEC-UFU) e Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular (LABIBI-UFU).

Para a extracdao dos metabdlitos 0,2 g do material vegetal que estava no ultrafreezer foi
triturado e adicionado em béquer com etanol 95% PA, esta mistura foi colocada em ultrassom
por 30 minutos em seguida filtrada e o extrativo concentrado em evaporador rotativo e
liofilizador. Para as andlises dos metabdlitos cerca de 1 miligrama do extrativo seco foi
ressuspenso em 4 mL de metanol espectroscopico, e subsequente filtrado em filtro de ponta de
seringa de poros de 0,22 p, totalizando 2 repetigdes por amostra, na qual 1 das repeti¢cdes foi
utilizada na analise de polifenois. As andlises IES/EM (espectrometria de massas com ioniza¢ao
por eletrospray por infusdo direta) foram realizadas com um cromatografo liquido (marca
Agilent modelo Infinity 1260) para inje¢do das amostras, acoplado a um espectrometro de
massas de alta resolugdo tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagao
por electrospray (IES). Os pardmetros cromatografo foram: 0,2 mL min~' de fluxo constante da
fase movel com a composi¢ao de 90% metanol e 10% de 4gua acidificada com acido féormico
(0,1 % (v v'1)), o volume de inje¢do das amostras foi de 2 uL. Os pardmetros de ionizagio
foram: pressdo do nebulizador de 20 psi, g4s secante a 8 L min!' a uma temperatura de 220°C
e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5 KVa. Os dados foram adquiridos nos modos de

ionizagao positivo.

2.4.2 Analise de polifenois e poder de redugdo do ferro (FRAP)

Para a determinag¢do das concentragdes totais de polifenois nos extratos utilizou-se como
base o0 método de Zou et al. (2011) em microplacas de 96 pogos. O poder de reducao do ferro
(FRAP) que mede a capacidade de redugdo de compostos fenolicos (ROGINSKY'; LISSI, 2005)
¢ baseado na reducdo do complexo 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina férrico [Fe(Ill)-(TPTZ)2]
3+ para o complexo ferroso de cor azul escura [Fe(Il)-(TPTZ)2] 2+ na presenga de um
antioxidante. O composto formado pode ser avaliado em espectrofotometro a 595 nm (HUANG

et al., 2005). Os extratos foram diluidos em metanol na concentracio de 1 mg mL!. Todas as
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andlises foram feitas em triplicata. Para a determinag@o de fendis totais, utilizou-se o reagente
Folin Ciocalteu na qual envolve a reducdo do reagente de Folin (mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotungstico) pelos compostos fenolicos. O ensaio foi iniciado com a adigao
de 5 pL de solugado de extrato/parti¢ao, 25 uL de solugdo aquosa do reagente Folin-Ciocalteu e
195 pL de agua milli-Q em cada poco e depois incubado por 6 min a 25°C. Apds a incubagao,
adicionou-se 75 pL de carbonato de s6dio NaxCOs (7%) e a placa foi novamente incubada por
2h a 25°C na auséncia de luz. A determinagdo foi feita pela medida da absorbancia em
espectrofotometro no comprimento de onda de 760 nm. O mesmo procedimento foi realizado
utilizando 5 pL de etanol para obtengdo do branco. O conteudo de fenois totais foi obtido
utilizando uma curva analitica construida com padrdes de acido galico, nas concentragdes de
15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1.000 e 2.000 pg mL™!. Os resultados foram expressos como
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg GAE g') e pumol Trolox

eq/L para o poder de redugdo do ferro (FRAP).

2.4.3 Crescimento populacional de R. maidis e teor de silicio foliar

Para verificar o crescimento populacional de R. maidis nas plantas com e sem Si e com
e sem herbivoria de S. frugiperda foi feita a contagem dos pulgdes nas plantas de sorgo, que
em seguida foram secas em estufa at€¢ massa constante, trituradas e separadas para analise de Si
foliar no Laboratdrio de Fertilizantes (LAFER-UFU) de acordo com o método azul descrito por

Korndorfer et al. (2004).

2.5 Analises dos dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, totalizando 80
parcelas, sendo 10 repetigdes dos tratamentos descritos na Tabela 2. Para o crescimento
populacional de R. maidis foram considerados os quatro tratamentos nos quais o pulgdo estava
presente: 1- P Si- (R. maidis sem Si); 2- P Si+ (R. maidis com Si); 3- LP Si- (S. frugiperda + R.
maidis sem Si); 4- LP Si+ (S. frugiperda + R. maidis com Si).

Os resultados foram primeiramente submetidos aos testes de pressuposi¢des com o
auxilio do programa SPSS 20.0 (NORUSIS, 2008) a fim de avaliar a normalidade dos residuos
pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene a 1% de
probabilidade. Para os dados de teor de Si, crescimento populacional de R. maidis, producao de

polifenois e FRAP foi realizada ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%.
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Os dados de crescimento populacional de R. maidis foram transformados em raiz quadrada de
X para satisfazerem as pressuposicoes.

Os espectros de massa adquiridos foram extraidos utilizando o software MassHunter
Qualitative v. 7.0 e convertidos para extensdo .CEF. Estes arquivos foram submetidos ao
programa MassHunter Mass Profiler Professional v. B.13.1.1 para alinhamento, normalizagao,
teste de significancia e fold change. Os metabdlitos foram filtrados utilizando abundéancia
absoluta minima de 10.000 contagens, frequéncia de 100% (apenas os compostos encontrados
em 100% das amostras bioldgicas dentro de pelo menos um grupo foram considerados), p <
0,05 e fold change > 2.

Os dados foram transformados em escala de log2 e a abundancia dos metabolitos foi
analisada usando o teste ANOVA, com p <0,05 como critério de significancia. Para identificar
a diferenca significativa entre os grupos foi utilizado o teste post hoc Tukey. A clusterizagdo
hierarquica foi realizada utilizando a intensidade normalizada dos compostos diferencialmente
expressos, sendo a distancia métrica Pearson’s centered-absolute, com ligacdo completa. A
identificacdo dos constituintes foi realizada levando em consideracao a massa de alta resolucao
(considerando o erro com a massa exata menores que 10 ppm) e os espectros de massa/massa

(EM/EM).
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3 RESULTADOS

3.1 Teor de silicio foliar

Houve efeito da aplicagdo de Si e da herbivoria no teor de Si foliar das plantas de sorgo
(F= 35,866; d= 7/72; P< 0,0001). O teor de Si foliar foi maior nas plantas de sorgo adubadas
com esse elemento e que foram expostas a ambas herbivorias, tanto a de lagartas quanto a de
pulgdes (LP Si+). Plantas adubadas com Si e que receberam herbivoria por R. maidis (P Si+)
apresentaram maior teor de Si do que as plantas sem a herbivoria de R. maidis. As plantas
expostas apenas a herbivoria de lagartas, independente de terem sido adubadas com Si, as
plantas adubadas com Si, mas ndo expostas a nenhuma herbivoria ndo apresentaram diferenca

no teor de Si entre si e em comparacao as plantas sem adubagdo deste elemento (Tabela 3).

Tabela 3 — Teor de silicio (%) foliar em plantas de sorgo adubadas (Si+) ou ndo (Si-) com esse
elemento via solo e submetidas ou ndo a herbivoria de lagartas de Spodoptera frugiperda (L) e

a pulgdes Rhopalosiphum maidis(P).

Tratamentos Teor de Si
MédiatErro
Si- 0,197+0,006 ¢
Si+ 0,225+0,003 ¢
L Si- 0,217+0,007 ¢
L Si+ 0,379+0,049 ¢
P Si- 0,216+0,007 ¢
P Si+ 0,967+0,158 b
LP Si- 0,203+0,009 ¢
LP Si+ 1,613+0,180 a

CV(%) = 54,61
Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.

3.2 Crescimento populacional de R. maidis

A populacdo do pulgdo (Tabela 4) foi menor nos tratamentos com Si, independente se
as plantas de sorgo foram expostas ou ndo a herbivoria prévia de lagartas de S. frugiperda. Ja
em plantas que ndo receberam Si, mas foram expostas a herbivoria de S. frugiperda, o
crescimento populacional de R. maidis foi intermediario, ndo diferenciando dos demais

tratamentos (F=3,780; d= 3/36; P=0,0186).
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Tabela 4 — Populagdo de pulgdo do milho, Rhopalosiphum maidis, em plantas de sorgo
adubadas (Si+) ou ndo (Si-) com silicio aplicados via solo e submetidas ou ndo a herbivoria de

lagartas de Spodoptera frugiperda (L).

Populacio R. maidis

Tratamentos Média+Erro
P Si- 74,3+4,93 b

P Si+ 49,8+7,26 a

LP Si- 59,0+7,40 ab
LP Si+ 48,1+4,98 a

CV(%) =17,45
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: A autora.

3.3 Metabolomica

Na analise metabolomica foram encontrados 797 metabolitos, e destes, 23 compostos
quimicos foram diferencialmente expressos em plantas de sorgo adubadas ou ndao com Si
aplicado via solo e/ou submetidas a diferentes herbivorias (Anexo A). Nao houve diferenca na
produg¢do dos compostos quimicos quando comparadas as plantas que ndo receberam
herbivoria, independente da aplicacdo (Si+) ou ndo (Si-) de Si no solo. J& as diferentes
herbivorias tiveram influéncia na produg¢do dos compostos, e a adubagdo com Si esteve
envolvida na diferente produgdo dos compostos quimicos nas plantas de sorgo sobre o efeito de
herbivoria de lagartas (L), pulgdes (P) ou ambas (LP).

Quando comparadas as plantas que ndo receberam nenhum estimulo (Si-), nem da
aplicacdo de Sino solo e nem de herbivoria com as plantas que receberam herbivoria de lagarta
(L Si-) e de lagarta e Si (L Sit+), percebe-se que, respectivamente, dois € um compostos foram
silenciados, apresentando maior concentracao nas plantas sem estimulo (Figura 1). J& quando
a herbivoria foi de pulgdo, dois compostos quimicos tiveram maior concentra¢ao nas plantas
Si- e um composto na planta com pulgdo (P Si-), quando o Si foi adicionado a planta com
herbivoria de pulgdo (P Si+), quatro compostos foram silenciados na P Si+ e dois compostos
apresentaram maior concentracdo nessas plantas (Figura 2). De forma andaloga, porém
envolvendo compostos diferentes, exceto o composto quimico 402,2265, em plantas com as
duas herbivorias (LP Si-) seis compostos foram modificados, quatro com maior concentracao
nas plantas Si- e dois com maior concentracdo nas plantas LP Si-. J4 uma maior atividade
metabolica foi percebida nas plantas que receberam as duas herbivorias e a aplicagdao de Si no
solo (LP Si+) com sete compostos com maior concentragdo em plantas Si- e 11 compostos com

maior concentragdo em LP Si+ (Figura 3).
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Figura 1 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
expressos em plantas de sorgo, indicando quantas vezes foi maior nas plantas sem silicio [Si-]
quando comparadas as plantas com herbivoria de lagarta Spodoptera frugiperda e sem [L Si-]

ou com [L Si+] silicio aplicado via solo.
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Fonte: A autora.
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Figura 2 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo com diferentes estimulos. Plantas sem silicio e sem herbivoria
[Si-]; plantas com herbivoria do pulgdo Rhopalosiphum maidis e sem [P Si-] ou com [P Si+]
silicio aplicado via solo. Barra em azul indica quantas vezes a concentragdo do composto
quimico foi maior nas plantas [Si-]; barra em vermelho indica quantas vezes a concentracao do

composto quimico foi maior nas plantas [P Si-] ou [P Si+].
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Figura 3 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo com diferentes estimulos. Plantas sem silicio e sem herbivoria
[Si-]; plantas com dois tipos de herbivoria, de lagarta Spodoptera frugiperda e do pulgdo
Rhopalosiphum maidis, e sem [LP Si-] ou com [LP Si+] silicio aplicado via solo. Barra em azul
indica quantas vezes a concentragdo do composto quimico foi maior nas plantas [Si-]; barra em
vermelho indica quantas vezes a concentragdo do composto quimico foi maior nas plantas [LP

Si-] ou [LP Si+].
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Quando a comparacao foi realizada na concentracdo dos compostos das plantas que
receberam Si via solo (Si+) e as plantas que receberam herbivoria, nota-se semelhanga na
comparagao das plantas Si- com as plantas com herbivoria. Dois compostos quimicos tiveram
maior concentracdo em plantas com Si+ e dois em plantas com lagartas (L Si-) quando essas
foram comparadas, apenas um composto quimico teve maior concentracao em plantas L. Si+ do
que em Si+ (Figura 4). Quando plantas Si+ foram comparadas com plantas com herbivoria de
pulgdo, um composto foi maior em Si+ e dois em P Si-, e dois compostos foram maiores em
Si+ e quatro em P Si+, quando essas plantas foram comparadas (Figura 5). J4 quando a
comparacdo foi realizada com plantas com as duas herbivorias, trés compostos foram maiores
nas plantas Si+ e quatro nas LP Si- e, assim como em plantas sem Si, uma maior diferenca na
atividade metabolica foi verificada em plantas com os trés estimulos com cinco compostos com
maior concentragdo nas plantas Si+ e 14 nas plantas LP Si+, quando essas foram comparadas
entre si (Figura 6).

Na comparacgio entre plantas que receberam o mesmo tipo de herbivoria, mas receberam
(Si+) ou ndo (Si-) aplicagdo de Si no solo, plantas com herbivoria de lagartas tiveram dois
compostos com maior concentracdo em plantas com Si do que nas sem Si. Com herbivoria de
pulgdo, foi observado um composto com maior concentracdo em cada tipo de planta (P Si+e P
Si-), quando as plantas receberam as duas herbivorias, houve maior atividade metabolica com
um composto quimico com menor concentracao, € quatro compostos com maior concentragao
em LP Si+ comparado com LP Si- (Figura 7).

Quando comparadas plantas que receberam aplicacdo de Si no solo (Si+) e diferentes
tipos de herbivoria, seis compostos tiveram concentracdes diferentes na comparacdo entre
lagartas (L Sit+) e pulgdes (P Si+) com trés compostos com concentragdo maior em cada uma
das herbivorias (Figura 8). As plantas com ambas as herbivorias foram comparadas aquelas
com apenas uma das herbivorias, notamos, mais uma vez, maior atividade metabdlica nas
plantas com dois tipos de herbivoria (LP Si+) com 17 compostos alterados na comparagao com
a herbivoria s6 de lagarta (L Si+) e 15 compostos alterados na comparagao com a herbivoria so6

de pulgao (P Si+) (Figura 9).
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Figura 4 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo com diferentes estimulos. Plantas com silicio e sem herbivoria
[Si+]; plantas com herbivoria de lagarta Spodoptera frugiperda e sem [L Si-] ou com [L Si+]
silicio aplicado via solo. Barra em azul indica quantas vezes a concentragdo do composto
quimico foi maior nas plantas [Si+]; barra em vermelho indica quantas vezes a concentragdo do

composto quimico foi maior nas plantas [L Si-] ou [L Si+].
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Figura 5 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo com diferentes estimulos. Plantas com silicio e sem herbivoria
[Si+]; plantas com herbivoria do pulgdo Rhopalosiphum maidis ¢ sem [P Si-] ou com [P Si+]
silicio aplicado via solo. Barra em azul indica quantas vezes a concentragdo do composto
quimico foi maior nas plantas [Si+]; barra em vermelho indica quantas vezes a concentragdo do

composto quimico foi maior nas plantas [P Si-] ou [P Si+].
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Figura 6 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo com diferentes estimulos. Plantas com silicio e sem herbivoria
[Si+]; plantas com dois tipos de herbivoria, de lagarta Spodoptera frugiperda e do pulgio
Rhopalosiphum maidis, e sem [LP Si-] ou com [LP Si+] silicio aplicado via solo. Barra em azul
indica quantas vezes a concentragdo do composto quimico foi maior nas plantas [Si+]; barra

em vermelho indica quantas vezes a concentracdo do composto quimico foi maior nas plantas

[LP Si-] ou [LP Si+].
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Figura 7 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo que receberam o mesmo tipo de herbivoria e com (Si+) ou sem
(Si-) aplicagdo de silicio no solo. Plantas com herbivoria de lagarta (L) Spodoptera frugiperda;
plantas com herbivoria do pulgdo (P) Rhopalosiphum maidis; plantas com os dois tipos de
herbivoria, de lagarta e do pulgdo (LP). Barra em azul indica quantas vezes a concentragdo do
composto quimico foi maior nas plantas [Si+]; barra em vermelho indica quantas vezes a
concentra¢cdo do composto quimico foi maior nas plantas [Si-].
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Figura 8 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo que receberam aplicagdo de silicio no solo e diferentes tipos de
herbivoria. Plantas com herbivoria de lagarta (L) Spodoptera frugiperda; plantas com
herbivoria do pulgdao (P) Rhopalosiphum maidis. Barra em azul indica quantas vezes a
concentragdo do composto quimico foi maior nas plantas [L Si+]; barra em vermelho indica

quantas vezes a concentragdo do composto quimico foi maior nas plantas [P Si+].
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Figura 9 — Diferenca (em logaritmo) na concentracdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo que receberam aplicagdo de silicio no solo e diferentes tipos de
herbivoria. Plantas com herbivoria de lagarta (L) Spodoptera frugiperda; plantas com
herbivoria do pulgdo (P) Rhopalosiphum maidis; plantas com os dois tipos de herbivoria, de
lagarta e do pulgdo (LP). Barra em azul indica quantas vezes a concentragdo do composto
quimico foi maior nas plantas [L Si+] ou [P Si+]; barra em vermelho indica quantas vezes a

concentracdo do composto quimico foi maior nas plantas [LP Si+].
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O numero de vezes que cada um dos 23 compostos quimicos teve sua concentragdo
alterada nas comparagdes entre plantas de sorgo que receberam diferentes estimulos, seja a
aplicacdo de Si no solo ou herbivoria, foi variavel. Sete compostos quimicos, 186,0715;
236,1388; 294,1832; 304,2408; 311,2479; 474,3718 ¢ 571,4608, podem ser destacados quanto
as suas relagcdes com a aplicagdo de Si no solo e as diferentes herbivorias. Dois compostos
quimicos, 236,1388 e 474,3718, foram alterados com a herbivoria por lagarta, seja somente
lagarta (L) ou em conjunto com pulgodes (P) (Figuras 1, 3, 4, 6, 7, 9 e 10; Tabela 5), sendo
alterados em onze comparagdes, reduzidos nas plantas com herbivoria por lagarta (L Si-) e
lagarta e pulgdo (LP Si+ e LP Si-) quando comparadas as plantas sem herbivoria (Si- e Si+).
Quando foram comparas plantas de sorgo com e sem Si e com herbivoria por lagarta (L Si+ vs
L Si-), as concentragdes desses dois compostos quimicos foram maiores em plantas com Si do
que em plantas sem Si, menores nas plantas com dupla herbivoria com Si (LP Si+) quando
comparadas as plantas com apenas uma herbivoria e Si (L Si+ e P Sit+), e maiores nas plantas
com pulgdo e sem Si (P Si-) quando comparadas as plantas com dupla herbivoria com e sem Si
(LP Si+ ¢ LP Si-).

Sob a influéncia da herbivoria por pulgdo (P) e relacionada a adubacdo com Si, dois
compostos quimicos, 186,0715 e 311,2479, tiveram suas concentracdes alteradas (Figuras 2, 3,
5,6,7,8,9 ¢ 10; Tabela 5). A concentracao do composto 186,0715 foi reduzida, enquanto a do
composto 311,2479 foi aumentada em oito e dez comparagdes, respectivamente, todas em
plantas que o estimulo foi herbivoria do pulgdo e adigdo de Si (P Si+ e LP Si+) quando
comparadas com plantas com Si sem herbivoria ou com herbivoria de lagarta ou pulgdo (Si+,
L Si+ e P Sit), e sem Si e sem herbivoria ou com herbivoria de pulgdo ou ambas herbivorias
(Si-, P Si- e LP Si-).

Trés compostos quimicos, 294,1832; 304,2408 e 571,4608, foram alterados sob o efeito
do Si e somente em plantas de sorgo que foram submetidas a herbivoria por lagarta somada a
herbivoria por pulgdes (LP) (Figuras 3, 6, 7, 9 e 10; Tabela 5). As concentragdes desses
compostos foram maiores em plantas que receberam as duas herbivorias e Si (LP Si+) do que
em plantas sem herbivoria (Si+ e Si-), ou somente com herbivoria de pulgdo (P Si-), ou com
ambas as herbivorias, mas que ndo receberam Si (LP Si-), ou nas que receberam Si, no entanto,

com apenas uma das herbivorias (L Si+ e P Si+).
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Tabela 5 — Compostos quimicos expressos em plantas de sorgo em fun¢do da aplicagdo [Si+]

ou ndo [Si-] de silicio via solo e da herbivoria de lagarta Spodoptera frugiperda [L] e/ou do

pulgdo Rhopalosiphum maidis [P]. Log DC = logaritmo da diferengca na concentracdo do

composto quimico, comparando o primeiro tratamento [trat 1] versus o segundo tratamento [trat

2].
Massa do composto quimico [trat 1] vs [trat 2] Log DC
236.1388 [Si-] vs [L Si-] 13,17
[Si-] vs [LP Si-] 13,17
[Si-] vs [LP Si+] 13,17
[P Si-] vs [LP Si-] 13,00
[P Si-] vs [LP Si+] 13,00
[Si+] vs [L Si-] 16,72
[Si+] vs [LP Si-] 16,72
[Si+] vs [LP Si+] 16,72
[L Si+] vs [L Si-] 16,65
[L Si+] vs [LP Si+] 16,65
[P Si+] vs [LP Sit] 17,21
474.3718 [Si-] vs [L Si-] 18,95
[Si-] vs [LP Si-] 18,95
[Si-] vs [LP Si+] 14,64
[P Si-] vs [LP Si-] 19,03
[P Si-] vs [LP Si+] 14,72
[Si+] vs [L Si-] 17,86
[Si+] vs [LP Si-] 17,86
[Si+] vs [LP Si+] 13,56
[L Si+] vs [L Si-] 17,95
[L Si+] vs [LP Si+] 13,64
[P Si+] vs [LP Si+] 14,28
186.0715 [Si-] vs [P Sit] 16,68
[Si-] vs [LP Sit] 12,76
[P Si-] vs [P Sit] 16,09
[P Si-] vs [LP Si+] 12,17
[LP Si-] vs [LP Si+] 12,30
[Si+] vs [P Si+] 16,59
[Si+] vs [LP Si+] 12,67
[L Si+] vs [P Si+] 12,42
311.2479 [P Si+] vs [Si-] 8,07
[P Si+] vs [Si+] 8,07
[P Si+] vs [P Si-] 8,07
[P Si+] vs [L Sit] 8,07
[LP Si+] vs [Si-] 16,62
[LP Si+] vs [Si+] 16,62
[LP Si+] vs [LP Si-] 16,62
[LP Si+] vs [L Sit] 16,62
[LP Si+] vs [P Sit+] 8,55
[LP Si+] vs [P Si-] 16,62

Continua...
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Massa do composto quimico [trat 1] vs [trat 2] Log DC
294.1832 [LP Si+] vs [Si-] 16,21
[LP Si+] vs [Sit] 16,21
[LP Si+] vs [P Si-] 16,21
[LP Sit] vs [LP Si-] 16,21
304.2408 [LP Si+] vs [Si-] 16,85
[LP Si+] vs [Sit] 16,85
[LP Si+] vs [L Si+] 12,68
[LP Si+] vs [P Si-] 16,85
[LP Si+] vs [P Sit] 12,66
[LP Sit] vs [LP Si-] 12,74
571.4608 [LP Si+] vs [Si-] 17,38
[LP Si+] vs [Sit] 17,38
[LP Si+] vs [L Si+] 17,38
[LP Si+] vs [P Si-] 17,38
[LP Si+] vs [P Sit] 17,38
[LP Si+] vs [LP Si-] 17,38

Fonte: A autora.

Ao se observar as plantas que receberam herbivoria do pulgdo, percebeu-se que os

compostos 186,0715 e 311,2479 foram os unicos alterados quando comparadas plantas com e

sem Si (P Si- vs P Si+) (Figura 7; Tabela 5). Ao comparar as plantas sem herbivoria prévia de

lagartas e sem Si (P Si-) com aquelas que receberam herbivoria prévia de lagartas (LP Si-) ou

com as que receberam os trés estimulos (LP Si+), constatou-se alteracdo de outros 7 e 19

compostos quimicos, respectivamente (Figura 10) com destaque para a reducdo na

concentracao dos compostos 236,1388 e 474,3718 nas plantas com herbivoria de lagartas. Esses

mesmos compostos também foram reduzidos em varias outras comparacdes nas plantas que

receberam herbivoria por lagartas (Figuras 1, 3, 4, 6, 7,9 e 10).
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Figura 10 — Diferenga (em logaritmo) na concentragdo de compostos quimicos (Log DC)
comparando plantas de sorgo com herbivoria do pulgdo Rhopalosiphum maidis e que nao
receberam aplicacdo de silicio no solo [P Si-] e plantas que receberam a herbivoria de lagarta
Spodoptera frugiperda e do pulgdo, sem [LP Si-] ou com [LP Si+] aplicacao de Si no solo.
Barra em azul indica quantas vezes a concentragdo do composto quimico foi maior nas plantas

[P Si-]; barra em vermelho indica quantas vezes a concentragao do composto quimico foi maior

nas plantas [LP Si-] ou [LP Si+].

[P Si-] vs [LP Si-]

20 474,3718
18 398,2443 587,4553
16 1338,926
14 236,1388
o 12
A 10
g 8
6
4
5 306,2564 402,2265
0 - |
Massa do composto quimico
25 . .
[P Si-] vs [LP Si+]
20 587,4553 1338926
276,2093 2072675 3042408 323,2827 571,4608

311,2479

291832 474,3718
15 236,1388 300,1339 398,2443
186,0715
306,256 428,366
2952517 22208 892,7537

Massa do composto quimico

Log DC

Fonte: A autora.
3.4 Analise de polifenois e poder de reducio do ferro (FRAP)
Nao houve diferenca entre os tratamentos para os teores de polifenois (F= 1,038; d=

24/31; P=0,4314) e nem para o poder de reducdo do ferro (FRAP) (F= 1,266; d= 24/31; P=
0,3082) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Teor de polifenois e poder de redugao do ferro (FRAP) em plantas de sorgo adubadas
(Si+) ou ndo (Si-) com silicio aplicado via solo e submetidas ou ndo a herbivoria de lagartas de

Spodoptera frugiperda (L) e de pulgdes Rhopalosiphum maidis (P).

Doses de silicio Polifenois FRAP
(kg ha™!) mg GAE/g pmol Trolox eq/L
MédiatErro

Si- 261,47+11,05 a 141,49+15,00 a

Si+ 336,22+18,34 a 178,38+32,10 a

L Si- 372,35+38,43 a 136,74+4,01 a

L Si+ 348,50+44,70 a 126,33+7,38 a

P Si- 295,91+14,36 a 124,33+8,08 a

P Si+ 284,37+28.,63 a 158,18+27,66 a

LP Si- 347,41+67,97 a 176,84+22,71 a

LP Si+ 313,56+36,09 a 133,41+16,64 a

CV(%) =23,05

CV(%) = 26,13

Médias seguidas por letras distintas, mintiscula na coluna, diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: A autora.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, houve maior teor de Si nas plantas de sorgo adubadas com esse
elemento somente quando submetidas a herbivoria pelo pulgao R. maidis ou a dupla herbivoria
e o aumento do teor de Si nas folhas de sorgo esteve relacionada a reducao da populaciao do
pulgdo. No entanto, a herbivoria por lagarta de S. frugiperda sem a herbivoria do pulgdo nao
interferiu no teor de Sina folha. Ja as plantas de sorgo com dupla herbivoria, de lagarta e pulgao,
foram as que apresentaram o maior teor de Si foliar. Um dos principais fatores no aumento da
absor¢ao e no acimulo de Si pelas plantas € a herbivoria (GARBUZOV etal., 2011; HARTLEY
etal., 2015; HARTLEY; DEGABRIEL, 2016; JOHNSON et al.; 2020).

O teor de Si das plantas de sorgo foi avaliado apds 15 dias da herbivoria pelas lagartas
(2 dias de herbivoria) e imediatamente apos finalizada a herbivoria por pulgdes (15 dias de
herbivoria). E provavel que pelo pequeno tempo ou por ter ocorrido no inicio do
desenvolvimento das plantas (dos 30 aos 32 dias apds a semeadura), a herbivoria pelas lagartas
ndo tenha sido suficiente para interferir no teor de Si nas plantas de sorgo. De forma analoga,
Johnson et al. (2020) observaram que a submissdo de plantas de trigo, no inicio de seu
desenvolvimento (32 a 49 dias apos a semeadura), a herbivoria por Rhopalosiphum padi (L.)
nao interferiu no teor de Si foliar 14 dias apds. Porém, ao exporem essas plantas a herbivoria
por lagartas de Helicoverpa armigera (Hubner), sete dias apos a retirada dos pulgdes e por um
periodo de sete dias de herbivoria, houve aumento do teor de Si foliar.

Viarios estudos observaram reducdo no potencial reprodutivo de pulgdes com a
aplicacdo de Si no solo, indicando indugdo de resisténcia por antibiose (BOER et al., 2019;
CARVALHO et al., 1999; DIAS et al., 2014; HANISCH, 1980; KEEPING et al., 2009; LI et
al., 2018; RANGER et al., 2009; REYNOLDS et al., 2016; SAMPAIO et al., 2020). Contudo,
nem sempre o aumento do teor foliar de Si reduz o crescimento populacional de pulgdes. Pelo
menos, R. maidis em milho (BOER et al., 2019) e Schizaphis graminum (Rondani) em sorgo
(SAMPAIO et al., 2020) nao apresentaram redugdo no crescimento populacional em plantas
com Si. Segundo Sampaio et al. (2020), muitos trabalhos em que o Si reduziu a fecundidade
dos pulgdes foram realizados com pulgdes isolados, ja4 em colonias, os pulgdes aumentam a
quantidade de saliva injetada na planta o que, provavelmente, reduz o efeito da resisténcia
induzida pelo Si.

A variacdo na concentracdo de varios compostos quimicos nas plantas de sorgo foi
influenciada pela aplicagdo de Si no solo associada aos diferentes tipos de herbivoria,

demonstrando a importancia desse elemento no metabolismo de plantas de sorgo quando


https://link.springer.com/article/10.1007/s13744-020-00775-w#ref-CR3
https://link.springer.com/article/10.1007/s13744-020-00775-w#ref-CR38
https://link.springer.com/article/10.1007/s13744-020-00775-w#ref-CR61
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atacadas por insetos. A aplicacdo de Si sem herbivoria ndo alterou os compostos quimicos
produzidos pelas plantas de sorgo, assemelhando-se ao observado para o teor de Si foliar.
Porém, a herbivoria, tanto por lagartas, como por pulgdes, ou ambas as herbivorias (de lagartas
somada a de pulgdes), foi responsavel por alteragdes na producao de compostos quimicos.

O composto 186,0715 foi silenciado e o 311,2479 foi estimulado nas plantas com Si
com herbivoria de pulgdes, ja4 os compostos 236,1388 e 474,3718 foram silenciados na
herbivoria por lagartas, independente da presenca de Si. A maior atividade metabodlica foi
observada em plantas de sorgo que receberam os trés estimulos, aplicagdo de Si via solo e as
duas herbivorias, por lagarta e por pulgdo. Nesse contexto, pelo menos sete compostos quimicos
(186,0715; 236,1388; 294,1832; 304,2408; 311,2479; 474,3718 e 571,4608) apresentaram
destaque na relacdo Si e herbivoria e podem ser elementos chave no entendimento dessas
relacdes, uma vez que sejam identificados. No presente trabalho a adubagdo silicatada e
herbivoria (tanto da lagarta quanto do pulgdo) ndo foram suficientes para alterarem a
concentragdo de polifenois e por isso, como consequéncia, ndo houve aumento na atividade
antioxidante (FRAP), apesar de outros autores (GOMES et al., 2005; RANGER et al., 2009)
terem observado aumento da atividade desses compostos associados a aplicacdo de Si e de
herbivoria por pulgoes.

Porém, a necessidade de herbivoria para que o Si induza modificagdes nas plantas ¢
controvérsia. Oliveira et al. (2020) constataram que as plantas de trigo com Si liberaram cerca
de 3,5 vezes mais volateis do que as sem Si. Os autores ainda verificaram que um Unico
composto, o geranil acetona, estava relacionado a atragdo do parasitoide Lysiphlebus
testaceipes (Cresson), sendo emitido por plantas com Si, mesmo sem infestacdo de R. padi.
Também, Ranger et al. (2009) observaram aumento na concentragcdo de acidos fenodlicos e
flavonoides no tecido foliar da planta Zinnia elegans (Jacq.) com a adubacdo com Si, sem a
presenca de herbivoria. Os autores associaram a redu¢do na fecundidade do pulgdo Myzus
persicae (Sulzer) a presenga desses compostos induzidos por Si. J4& Gomes et al. (2005),
verificaram que plantas de trigo que receberam um dos estimulos, ou o Si ou a herbivoria prévia
do pulgdo S. graminum, aumentaram a sintese de compostos de defesa, como peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase, reduzindo a taxa de crescimento de S. graminum.
Porém, segundo os autores, plantas que receberam os estimulos combinados (Si mais herbivoria
prévia) apresentaram as maiores ativacdes dos compostos de defesa e a maior redugdo na
reproducao do pulgdo.

A herbivoria ¢ notadamente um importante fator de inducao de defesa de plantas, o que

esta relacionado a compostos quimicos injetados nas plantas pelos insetos na oviposicao ou
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junto com a saliva, durante a alimentagdo (DIXON et al., 1994; JAOUANNET et al., 2014). Os
pulgdes secretam uma variedade de proteinas no floema a medida que se alimentam
(ELZINGA; JANDER, 2013; GUERRIERI; DIGILIO, 2008; HAYAMIZU, 1984; MILES,
1999; SANDSTROM et al., 2000) e algumas delas s3o conhecidas por suprimir as respostas de
defesa das plantas (BOS et al., 2010; ELZINGA et al., 2014; WILL et al., 2007). No entanto,
tenha sido proposto que os pulgdes induzam ativamente a producdo de acido salicilico
(JOHNSON et al., 2020; WALLING, 2008) e suprimam as concentragdes de acido jasmonico
(JOHNSON et al., 2020) para desviar as defesas das plantas, os componentes salivares
especificos envolvidos neste processo ainda ndo foram identificados. Na secrecdo oral de
lagartas foram encontrados dois tipos de substancias elicitoras, os conjugados de acidos graxos
e aminoacidos e as enzimas liticas, os quais estimulam a produ¢ao de compostos que atuam na
defesa das plantas e na atracdo dos inimigos naturais (MATTIACCI et al., 1995; PINTO-
ZEVALLOS et al., 2013; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2002).

A herbivoria prévia por S. frugiperda teve efeito na indugdo de resisténcia nas plantas
de sorgo que ndo receberam Si, reduzindo a populacdo de R. maidis a nimeros semelhantes aos
das plantas com Si. Apesar da herbivoria por lagarta ndo ter alterado o teor de Si foliar, ela foi
responsavel pela variagdo na concentracdo dos compostos quimicos, indicando que esses
compostos estdo relacionados a defesa das plantas de sorgo e que a alteragdo em sua
composi¢do reduziu a populagdo de R. maidis.

Como os compostos 236,1388 e 474,3718 foram silenciados em plantas sem Si e com
herbivoria por lagartas, ¢ provavel que tenham papel chave na redu¢do da populagdo de R.
maidis. Johnson et al. (2020) encontraram efeito oposto, com as taxas de crescimento do
mastigador, H. armigera, ndo apresentando alteragdes quando se alimentaram de plantas que
receberam herbivoria anterior do pulgdo R. padi, porém com redugdo de 75% no ganho de peso
da lagarta ao se alimentar de plantas com Si, tanto nas com herbivoria como nas sem herbivoria
do pulgdo. Tzin et al. (2015a), observaram que o efeito da herbivoria por lagartas de Spodoptera
exigua (Hiibner) aumentou a fecundidade do pulgdo R. maidis em alguns gendtipos de milho,
mas nos gendtipos com maior concentracao de metiltransferase DIMBOA-Glc a herbivoria da
lagarta reduziu a fecundidade do pulgdo. De maneira analoga, Li et al. (2018) observaram que
em plantas de trigo com maior concentragdo de DIMBOA-GIc a herbivoria por lagartas de
Spodoptera littoralis (Boisduval) promoveu a O- metilacdo desse composto em HDMBOA-
Glc, aumentando a resisténcia da planta a lagartas, porém, reduzindo a resisténcia ao pulgio

Sitobion avenae (Fabricius).
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No presente trabalho, a herbivoria por lagartas foi provocada 15 dias antes da analise de
metabolomica das plantas de sorgo, e as plantas tendem a ndo manter ativos os compostos
induzidos apos tanto tempo (APPEL et al., 2014; COPPOLA et al., 2013; TZIN et al., 2015b;
ZHU-SALZMAN et al., 2004). Por exemplo, para elucidar os processos metabolicos e
mudancas de expressao génica envolvidos nas respostas do milho ao ataque de pulgdes, Tzin et
al. (2015b) utilizaram folhas da linhagem consanguinea B73, as quais foram infestadas com
pulgdes do milho (R. maidis) por 2 a 96h. A analise das folhas de milho infestadas mostrou
duas fases de resposta distintas com as mudangas transcricionais € metabolicas mais
significativas ocorrendo nas primeiras horas ap6s o inicio da alimentagdo dos pulgdes. Apds 4
dias, a expressdo génica e os perfis de metabdlitos do milho infestado por pulgdes voltaram a
ser mais semelhantes aos das plantas controle. No presente trabalho, os perfis metabolicos das
plantas de sorgo que receberam somente herbivoria por S. frugiperda foram mais parecidos com
os controles, sem herbivoria, do que os perfis metabdlicos das plantas que receberam herbivoria
por lagarta e por pulgdo, j& que neste ultimo caso, as plantas receberam herbivoria durante os
17 dias que antecederam as andlises de metabolomica, dois dias por lagarta e 15 dias por
pulgodes.

Por outro lado, a dupla herbivoria (lagartas mais pulgdes) somada a aplicagdo de Si no
solo, foi o estimulo que provocou a maior alteragdo nas concentragdes dos compostos quimicos
nas plantas de sorgo. Embora o crescimento populacional de R. maidis nao tenha sido menor
em plantas com dupla herbivoria e Si do que em plantas que receberam so6 herbivoria de lagartas
ou s6 Si, a maior atividade desses compostos em plantas com os trés estimulos (Si e duas
herbivorias) indica maior indugdo de compostos de defesa nas plantas de sorgo. Porém, pode
haver um ajuste dindmico na produgao de compostos de defesa induzidos e na adequagdo dos
pulgdes as defesas da planta. Segundo Tzin et al. (2015b), alteracdes prolongadas de oxilipinas,
induzidas pela alimentagdo de R. maidis em plantas de milho, indicam mudancas dindmicas nas
respostas da planta a alimentagdo de pulgdes ao longo do tempo. Uma possivel explicacao,
segundo os autores, € que os pulgdes sdo capazes de suprimir algumas respostas de defesa das
plantas durante a alimentacdo de longo prazo. Por outro lado, a mudanga para diferentes
respostas de longo prazo pode indicar que o milho e outras plantas sdo capazes de ajustar suas
respostas transcriptdmicas € metabolomicas ao longo do tempo para ajustar as defesas para o
tipo especifico de ataque que estd sendo percebido.

Tanto a aplicagdo de Si no solo quanto a herbivoria prévia por S. frugiperda tiveram
efeito na inducdo de resisténcia por antibiose nas plantas de sorgo, reduzindo o crescimento

populacional de R. maidis. A herbivoria foi o principal elicitor de compostos quimicos nas
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plantas de sorgo, e o Si sem herbivoria ndo teve efeito sobre a concentracdo dos compostos
quimicos na planta. Porém, plantas de sorgo que foram submetidas aos trés estimulos em
conjunto, Si, herbivoria por lagarta e herbivoria por pulgdo apresentaram maior atividade
metabolica do que as plantas que nao receberam, pelo menos, um desses estimulos, indicando

a importancia do Si no metabolismo de defesa de plantas de sorgo atacadas por insetos.
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5 CONCLUSOES

A aplicacdo do silicio via solo aumentou o teor deste elemento em plantas com
herbivoria e atuou na inducdo de resisténcia por antibiose a R. maidis em plantas de sorgo,
reduzindo o crescimento populacional do pulgao.

O crescimento populacional de R. maidis foi reduzido em plantas de sorgo sem Si e que
foram expostas a herbivoria prévia por S. frugiperda, o que indica que os metabolitos 236,1388
e 474,3718, silenciados devido a essa herbivoria, apresentaram papel na indugdo de resisténcia
ao pulgao.

A herbivoria, tanto por lagartas, como por pulgdes, ou ambas as herbivorias, foi
responsavel por alteragdes na producdo de compostos quimicos, porém, a atividade metabolica
foi maior nas plantas de sorgo que receberam, em conjunto, aplicacdo de Si via solo e ambas as
herbivorias. A alteracdo dos compostos quimicos 186,0715; 236,1388; 294,1832; 304,2408;
311,2479; 474,3718 e 571,4608, em plantas com Si e com herbivoria indica a importancia
desses compostos na indugdo de resisténcia em plantas de sorgo.

A adubacao silicatada e a herbivoria ndo interferiu na produgao de polifenois e no poder

de reducdo do ferro em plantas de sorgo.
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ANEXO A - Metabolitos expressos em plantas de sorgo com ou sem Si, submetidas a diferentes herbivorias.

Compostos/ Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Legenda
Massa [Si-] vs [L Si-] [Si-] vs [L Si+] [Si-] vs [LP Si-] [Si-] vs [LP Si+] [Si-] vs [P Si-] [Si-] vs [P Si+]

186.0715 NS NS NS 12,76 NS 16,68 FC: Fold Change
236.1388 13,17 NS 13,17 13,17 NS NS Si-: Sem silicio
276.2087 NS NS NS NS NS NS Si+: Com silicio
276.2093 NS NS NS -13,23 NS NS L Si-: Lagarta sem silicio
294.1832 NS NS NS -16,21 NS NS L Si+: Lagarta com silicio
295.2517 NS NS NS -0,83 NS NS P Si-: Pulgdo sem silicio
297.2675 NS NS NS -16,42 NS NS P Si+: Pulgdo com silicio
300.1339 NS NS NS 18,41 NS NS LP Si-: Lagarta + pulgdo sem silicio
304.2408 NS NS NS -16,85 NS NS LP Si+: Lagarta + pulgdo com silicio
306.2564 NS NS NS -1,34 NS NS NS: ndo significativo
311.2479 NS NS NS -16,62 NS 8,07
323.2827 NS NS NS NS NS NS
394.3087 NS NS 18,94 14,72 18,94 18,94
398.2443 NS NS -16,68 -13,32 NS NS
402.2265 NS 0,51 1,40 1,55 0,71 1,06
428.3667 NS NS NS 0,75 NS NS
4743718 18,95 NS 18,95 14,64 NS NS
571.4608 NS NS NS -17,38 NS NS
587.4553 NS NS -13,17 -13,52 NS NS
815.6498 NS NS NS 19,45 NS 19,45
892.7537 NS NS NS NS NS NS
906.5275 NS NS NS NS NS NS
1338.926 NS NS NS NS -19,09 -19,41

Continua...



ANEXO A — Continuagao

Compostos/ Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC
Massa [Si+] vs [P Si+] [Si+] vs [L Si-] [Si+] vs [L Si+] [Si+] vs [LP Si-] [Si+] vs [LP Si+] [Si+] vs [P Si+]

186.0715 NS NS NS NS 12,67 16,59
236.1388 NS 16,72 NS 16,72 16,72 NS
276.2087 NS -14,34 -14,35 -14,29 -14,89 -14,52
276.2093 -14,52 NS NS NS -17,38 NS
294.1832 NS NS NS NS -16,21 NS
295.2517 NS NS NS NS -1,06 NS
297.2675 NS NS NS NS -16,42 NS
300.1339 NS NS NS NS 18,44 NS
304.2408 NS NS NS NS -16,85 NS
306.2564 NS -1,41 NS -1,38 2,22 NS
311.2479 NS NS NS NS -16,62 -8,07
323.2827 NS NS NS NS -17,15 NS
394.3087 NS NS NS NS NS NS
398.2443 NS NS NS -16,68 -13,32 NS
402.2265 0,98 NS NS 1,32 1,47 0,98
428.3667 NS NS NS NS -0,94 NS
4743718 NS 17,86 NS 17,86 13,56 NS
571.4608 NS NS NS NS -17,38 NS
587.4553 NS NS NS -17,60 -17,94 NS
815.6498 NS NS NS NS NS NS
892.7537 NS NS NS NS -0,94 NS
906.5275 NS NS NS NS NS -18,29
1338.926 -19,41 NS NS NS NS -19,41

Continua...

Legenda

FC: Fold Change
Si-: Sem silicio
Si+: Com silicio
L Si-: Lagarta sem silicio
L Si+: Lagarta com silicio
P Si-: Pulgdo sem silicio
P Si+: Pulgdo com silicio
LP Si-: Lagarta + pulgdo sem silicio
LP Si+: Lagarta + pulgdo com silicio

NS: néo significativo



ANEXO A — Continuagao

Compostos/ Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC
Massa [L Si-] vs [LP Si-] [L Si-] vs [LP Si+] [L Si-] vs [P Si-] [L Si-] vs [P Si+] [L Si+] vs [L Si-] [L Si+] vs [LP Si-]
186.0715 NS NS NS 12,01 NS NS
236.1388 NS NS -13,00 -17,21 16,65 16,65
276.2087 NS NS NS NS NS NS
276.2093 NS -13,18 NS NS NS NS
294.1832 NS NS NS NS NS NS
295.2517 NS -0,65 NS NS NS NS
297.2675 NS NS NS NS NS NS
300.1339 NS 18,53 NS NS NS NS
304.2408 NS -16,85 NS NS NS NS
306.2564 NS NS 1,35 NS NS NS
311.2479 NS -16,62 NS -8,07 NS NS
323.2827 NS NS NS NS NS NS
394.3087 NS NS NS NS NS NS
398.2443 -16,68 -13,32 NS NS NS -13,32
402.2265 1,09 1,24 NS 0,75 NS 1,04
428.3667 NS -1,05 NS NS NS NS
4743718 NS NS -19,03 -18,58 17,94 13,64
571.4608 NS -17,38 NS NS NS NS
587.4553 -17,60 -17,94 NS NS NS -13,66
815.6498 NS 19,48 NS 19,48 NS NS
892.7537 NS -1,08 NS NS NS NS
906.5275 NS NS NS NS NS NS
1338.926 NS NS -19,09 -19.41 NS NS

Continua...
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Legenda

FC: Fold Change
Si-: Sem silicio
Si+: Com silicio
L Si-: Lagarta sem silicio
L Si+: Lagarta com silicio
P Si-: Pulgdo sem silicio
P Si+: Pulgdo com silicio
LP Si-: Lagarta+pulgdo sem silicio
LP Si+: Lagarta+pulgdo com silicio

NS: ndo significativo



ANEXO A — Continuagao

Compostos/ Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC Log FC
Massa [L Si+] vs [LP Si+] [L Si+] vs [P Si-] [L Si+] vs [P Si+] [LP Si-] vs [P Si-] [LP Si-] vs [P Si+] [LP Sit] vs [LP Si-]
186.0715 NS NS 12,42 NS 16,23 -12,30
236.1388 16,65 NS NS -13,00 -17,21 NS
276.2087 NS NS NS NS NS NS
276.2093 -17,38 NS NS NS NS NS
294.1832 NS NS NS NS NS 16,21
295.2517 -0,68 NS NS NS NS NS
297.2675 -16,42 NS NS NS NS NS
300.1339 18,56 NS NS NS NS NS
304.2408 -12,68 NS NS NS NS 12,74
306.2564 -1,65 NS NS 1,32 NS NS
311.2479 -16,62 NS -8,07 NS -8,07 16,62
323.2827 NS NS NS NS NS NS
394.3087 NS NS NS NS NS NS
398.2443 -13,32 NS NS 16,68 NS NS
402.2265 1,04 NS 0,54 -0,69 NS NS
428.3667 -0,88 NS NS NS NS NS
4743718 13,64 NS NS -19,03 -18,58 NS
571.4608 -17,38 NS NS NS NS 17,38
587.4553 -13,66 NS NS 17,60 17,60 NS
815.6498 19,39 NS 19,39 NS NS NS
892.7537 -0,85 NS NS NS NS NS
906.5275 NS NS -18,29 NS NS NS
1338.926 NS -14,44 -14,76 -14,06 -14,38 NS

Continua...
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Legenda

FC: Fold Change
Si-: Sem silicio
Si+: Com silicio
L Si-: Lagarta sem silicio
L Si+: Lagarta com silicio
P Si-: Pulgdo sem silicio
P Si+: Pulgdo com silicio
LP Si-: Lagarta+pulgdo sem silicio
LP Si+: Lagarta+pulgdo com silicio

NS: néo significativo



ANEXO A — Continuagao

Compostos/ Log FC Log FC Log FC
Massa [LP Si+] vs [P Si-] [LP Si+] vs [P Si+] [P Si+] vs [P Si-]
186.0715 -12,17 NS -16,09
236.1388 -13,00 -17,21 NS
276.2087 NS NS NS
276.2093 17,38 17,38 NS
294.1832 16,21 NS NS
295.2517 0,85 NS NS
297.2675 16,42 NS NS
300.1339 -14,04 -18,82 NS
304.2408 16,85 12,66 NS
306.2564 2,16 1,69 NS
311.2479 16,62 8,55 8,07
323.2827 17,15 17,15 NS
394.3087 NS NS NS
398.2443 13,32 NS NS
402.2265 -0,84 NS NS
428.3667 0,98 1,04 NS
4743718 -14,72 -14,28 NS
571.4608 17,38 17,38 NS
587.4553 17,94 17,94 NS
815.6498 NS NS NS
892.7537 0,90 0,99 NS
906.5275 NS -18,29 NS
1338.926 -19,09 -19,41 NS

Legenda

FC: Fold Change
Si-: Sem silicio
Si+: Com silicio
L Si-: Lagarta sem silicio
L Si+: Lagarta com silicio
P Si-: Pulgdo sem silicio
P Si+: Pulgdo com silicio
LP Si-: Lagarta + pulgdo sem silicio
LP Si+: Lagarta + pulgdo com silicio

NS: néo significativo
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