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APLICACAO DE SILICIO NO SOLO E RESISTENCIA DE HIBRIDOS DE MILHO A
LARVAS DE Diabrotica speciosa (COLEOPTERA: Chrysomelidae)

Autor: JEAN RAFAEL DA CRUZ MACIEL
Orientador: Prof. Dr. EDUARDO DAL’AVA MARIANO

RESUMO

No Brasil, a cultura do milho ocupa a segunda colocagéo em area plantada, sendo o
pais o terceiro maior produtor de milho do mundo. A alta produtividade do milho esti
associada a uma boa condi¢do de desenvolvimento da planta durante o ciclo da cultura, que
pode ser garantida com boa disponibilidade hidrica no solo, tratos culturais adequados e
controle efetivo de pragas e doencas. Dentre as pragas que atacam o milho, Diabrotica
speciosa é uma espécie que tem se mostrado muito importante em diversas regides do pais.
Os prejuizos com a praga tém sido relatados como expressivos para os estados do Sul e
algumas areas da regidao Sudeste e Centro-Oeste do pais, com perdas na producdo
variando entre 10 e 13% na ocorréncia de alta infestagdo. Alguns métodos de controle
podem ser utilizados para diminuir a infestacdo da praga e consequentemente o grau de
injuria, como o controle quimico, a utilizagdo de materiais transgénicos resistentes e o
controle biolégico. Um método alternativo com potencial pode ser a inducdo de resisténcia
na planta com utilizagdo de silicio (Si) na sua nutricdo, conforme observado em algumas
espécies vegetais. Estudos tém evidenciado que o Si pode estimular o crescimento e a
producao vegetal, além de conferir protecdo a fatores abiéticos desfavoraveis, como toxidez
por aluminio e estresse hidrico, e contra estresses bidticos, como doengas e incidéncia de
insetos-praga. A hipétese de trabalho do presente estudo é que o Si também promove
modificacbes na anatomia e em caracteristicas morfolégicas do sistema radicular
promovendo resisténcia contra D. speciosa em plantas de milho. O trabalho foi conduzido
em casa de vegetagcdo, em esquema fatorial 2x2x2, sendo os fatores dois hibridos de milho,
duas doses de silicio e dois graus de infestacdo por D. speciosa (com e sem infestacéo). As
variaveis altura de planta, massa seca de raiz e de parte aérea, teor de Si na raiz e parte
aérea, grau de injaria radicular causada pelo inseto e caracteres anatbmicos do sistema
radicular foram avaliadas e submetidas a andlise de variancia e ao teste de comparacao de
médias de Tukey a 5%. A maior disponibilidade de Si ndo evidenciou resposta quanto a
producdo de biomassa da parte aérea e/ou da raiz. Por outro lado, foram verificadas
diferencas entre os hibridos avaliados em relacdo a resisténcia a D. speciosa. O hibrido
HYO1 naturalmente apresenta um grau maior de resisténcia ao ataque de larvas de D.
speciosa do que o hibrido HY02, que pode ter sido causado pelo maior desenvolvimento
radicular e pela suberizacdo da exoderme, uma vez que a suberina participa como
estimulante da atividade de enzimas de defesa das plantas contra a herbivoria. Também, o
HYO01 apresentou uma antibiose em relacao as larvas da praga estudada. Baseado nesses
resultados, podemos concluir que nessas condi¢cbes testadas a aplicacdo do Si néo
promoveu resisténcia ao ataque da larva de D. speciosa no sistema radicular de plantas de
milho. Além disso, foi verificado que diferencas genotipicas podem conferir maior resisténcia
das plantas ao ataque de D. speciosa.
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SILICON APPLICATION IN SOIL AND RESISTANCE OF CORN HYBRIDS TO
Diabrotica speciosa (COLEOPTERA: Chrysomelidae)

Author: JEAN RAFAEL DA CRUZ MACIEL
Adviser: Prof. Dr. EDUARDO DAL’AVA MARIANO

ABSTRACT

Brazil is the third largest producer of corn in the world. The high yield obtained
in maize is a result good plant development during the crop cycle, supported by good water
availability in the soil and best management practices, resulting in effective plant nutrition
and control of insect pests and diseases. Diabrotica speciosa stands out as an important
insect species causing significant damage to the plant roots consequently reducing the
absorption of water and nutrients. It is reported as key corn pest in Brazilian southern states
and some areas of the Southeast and Center-West. Its impacts might cause yield losses
ranging from 10 to 13% under high infestation. Some methods of control might be used to
reduce pest infestation and consequently the damage caused by the insect such as chemical
control, transgenic plants and biological control. An alternative potential method could be to
induce plant resistance with silicon (Si) through plant nutrition. Studies have shown that Si
can stimulate plant growth and yield, as well as confer protection against abiotic factors, such
as aluminum toxicity and water scarcity, and against biotic stress such as diseases and
insects. Therefore, the hypothesis of this work is that Si also promotes modifications in the
anatomy and morphological characteristics of the root system leading to an increased
resistance against D. speciosa in maize plants. The project was conducted under
greenhouse conditions, in a 2x2x2 factorial scheme: two maize hybrids, two quantities of
silicon and two degrees of infestation by D. speciosa (with and without infestation). The
attributes plant height, dry mass (root and above ground), Si content (root and above
ground), root injury caused by the insect and anatomical characters of the root system were
measured and submitted to analysis of variance and to the comparison test of means of
Tukey to 5%. The higher availability of Si did not impact the plant biomass production (root
and above ground). Si can induce modifications in the anatomy of the root system. By the
other hand differences were found between maize hybrids. The HYO1 hybrid showed a
natural higher degree of resistance to D. speciosa larvae, potentially conferred by better root
development and higher deposition of suberin in the exoderm, since this compound
stimulates defense enzymes against herbivory. Based on these results, we conclude that
under these tested conditions the application of Si did not promote resistance to D. speciosa
larvae



1 INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do milho (Zea mays L) ocupa a segunda colocacdo em
area plantada, com uma estimativa de mais de 16 milhdes de hectares na safra
2018/19, sendo o pais o terceiro maior produtor de milho do mundo, com mais de 82
milhdes de toneladas (Conab, 2018). Na safra 2017/18 a produtividade média
brasileira foi de 4,9 ton/ha, sendo 10,7% menor que a da safra 2016/17, segundo
estimativa da Conab (2018).

A alta produtividade do milho estd associada a uma boa condicdo de
desenvolvimento da planta durante o ciclo da cultura, que pode ser garantida com
boa disponibilidade hidrica no solo, tratos culturais adequados, nutricdo adequada
das plantas e controle efetivo de pragas e doencas (Cruz e Turpin, 1982;
Bergamaschi et al., 2006).

A importancia econdmica dos danos causados por pragas de solo tem
aumentado ao longo dos ultimos anos devido a fatores como reducdo do uso de
inseticidas com longo efeito residual, utilizacdo do plantio direto, ou seja, plantio sem
revolvimento do solo (aracdo e gradagem), e o alto investimento na implementacao
das culturas que tem demandado a manutencéo do estande ideal até 0 momento da
colheita. Algumas praticas como a rotacdo de culturas tém sido utilizadas visando o
manejo das pragas de solo, porém com efeitos limitados devido a polifagia desses
insetos e as poucas alternativas de cultivo em sistemas de producéo intensiva de
graos (Gassen, 1994; Wagquil, et al., 2010; Carvalho et al., 2016).



No Brasil, dentre as principais pragas de solo na cultura do milho destacam-
se as espécies Diabrotica speciosa (Germar, 1824) e Diabrotica viridula (Fabricius,
1801). No Brasil, D. speciosa € a espécie predominante. Os adultos séo
considerados polifagos, uma vez que se alimentam da parte aérea de um grande
namero de espécies de planta (ex: milho, feijdao, soja). As larvas, por sua vez, sao
consideradas mais especializadas, pois ocorrem num numero mais restrito de
plantas hospedeiras (ex: batata, milho). As plantas de milho hospedam a fase larval
de D. speciosa e também podem ser eventualmente atacadas pelos adultos. No
entanto, os maiores danos nas plantas de milho sdo provocados pelas larvas se
alimentando do sistema radicular, consumindo as raizes laterais e, assim, causando
tombamento da planta, reducéo da capacidade de absorcdo de agua e nutrientes, e
permitindo a entrada de fungos causadores da podridédo (Gallo, 2001; Wagquil et al.,
2003).

As perdas de produtividade devido ao ataque da D. speciosa podem estar
relacionadas com a diminuicdo da capacidade de absorcdo de agua e nutrientes das
raizes e também com o tombamento das plantas (Khaler et al., 1985). De acordo
com Viana (2010), os prejuizos com a praga tém sido relatados como expressivos
para os estados do Sul e algumas areas da regido Sudeste e Centro-Oeste do pais,
com perdas na producéo variando entre 10 e 13% na ocorréncia de alta infestacao.

Existem métodos de controle que podem ser utilizados para diminuir a
infestacdo da praga e consequentemente o grau de injuria pela herbivoria. Os
métodos utilizados sdo o controle quimico (Avila e Gomez, 2001; Viana e Marochi,
2002; Avila e Milanez, 2004), a utilizacdo de materiais transgénicos resistentes
(Gallo, 2012; Nava et al. 2016), e o controle biolégico. Alternativamente, um método
potencial seria a inducdo de resisténcia na planta com utilizacdo de silicio (Si) na
nutricdo (Nalesso et al. 2015). De acordo com Miuller e Zando Junior (2014), o
emprego do Si tem potencial para ser utilizado como ferramenta do Manejo
Integrado de Pragas devido sua capacidade de promocao de resisténcia de plantas
a insetos.

Estudos tém evidenciado que o Si pode estimular o crescimento e a producao
vegetal, além de conferir protecdo a fatores abibticos desfavoraveis, como toxidez
por aluminio e estresse hidrico, e contra estresses bioticos, como doencas e

incidéncia de insetos-praga (Korndorfer et al., 1995; Marschner, 1995; Epstein, 1999;



Goussain et al., 2002; Korndérfer, 2006; Gomes et al., 2009; Keeping et al., 2009;
Zanao Junior et al., 2009; Nascimento et al., 2014; Harley et al., 2015).

Nesse contexto, levando em consideracdo toda a informacdo sobre a
capacidade do Si na indugédo de resisténcia a doencgas e insetos-praga na parte
aérea das plantas, a hipotese do presente trabalho € que o Si também promove
modificacbes na anatomia do sistema radicular, 0 que, por sua vez, promove
resisténcia contra D. speciosa em plantas de milho. Verificar se o Si induz
resisténcia a D. speciosa, em sua fase larval, pode trazer mais conhecimento e
informacdes sobre o tema e eventualmente aumentar a potencialidade de utilizacéao

do elemento Si como mais uma ferramenta no Manejo Integrado de Pragas.



2 OBJETIVOS

Verificar o efeito do fornecimento de Si no solo na promocédo de resisténcia a D.
speciosa e na alteracdo de caracteristicas anatdmicas do sistema radicular de

hibridos de milho.

Objetivos especificos:

- Caracterizar dois hibridos de milho quanto a resisténcia a larva de D.
speciosa em raiz,

- Avaliar o efeito do fornecimento de Si no solo sobre o grau de injaria
causada por larvas de D. speciosa em raizes de plantas de milho;

- Avaliar a anatomia do sistema radicular de plantas de milho crescidas em
solo com disponibilidades distintas de Si;

- Medir o acumulo de Si no sistema radicular e na parte aérea de plantas de
milho;

- Medir 0 acumulo de massa da raiz e parte aérea de plantas de milho como
variavel dependente da infestacdo do solo com larvas de D. speciosa e da

disponibilidade de Si no solo;



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Importancia econémica e producao de milho no Brasil

O milho é uma das culturas mais importantes do atual cenério agricola
mundial, por ser utilizado em atividades essenciais como alimentagdo humana e
animal e fabricacdo de biocombustiveis. Estima-se que a maior parte da producao
mundial ou nacional do cereal € destinada a alimentacdo animal, correspondendo a
70% de sua producao (Duarte, 2010).

No Brasil, o milho é a segunda espécie vegetal mais cultivada, atingindo na
safra 2017/18 uma é&rea plantada de aproximadamente 16 milh6es de hectares, com
uma producédo por volta de 82 milhdes de toneladas de grédos, sendo esse valor 15%
menor do que o da safra anterior (Conab, 2018).

Existem duas épocas do ano destinadas ao plantio de milho no Brasil, sendo
elas a safra de verdo, que se inicia em outubro, na época de maior regime hidrico, e
a “safrinha”, que tem seu inicio em janeiro, principalmente nos estados do Parana,
Sao Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, com colheita
prevista para abril. Dentre as épocas de producdo de milho, a safrinha esta a cada
ano sendo mais importante para o setor do cereal no Brasil. Estima-se que na safra
2017/18 a producdo de graos na safrinha seja 108% superior a da safra de verao
(Conab, 2018).



Embora a safrinha seja a época em que mais se produz grdos de milho no
Brasil, esta se tornando também um fator favoravel ao aparecimento de doencas e
pragas que antes eram consideradas secundarias para a cultura e passaram a ser
pragas-chave. Devido a uma série de fatores, geralmente ocorre uma maior
severidade de danos de insetos-praga na safrinha do que no cultivo de veréo
(Gassen, 1999; Cruz; Bianco, 2001).

3.2 A espécie Diabrotica speciosa e sua importancia como praga agricola

Diabrotica speciosa (Germar, 1824. Coleoptera: Chrysomelidae) € um inseto
polifago que pode atacar distintas espécies de plantas cultivadas. O adulto,
conhecido popularmente por “vaquinha” ou “patriota”, se alimenta de flores, frutos e,
especialmente, folhas e brotacdes novas de diversas espécies vegetais. Os danos
causados pelo ataque do inseto em uma cultura podem ser diretos, pela reducéo da
qguantidade de tecido vegetal, ou indiretos, pela transmissdo de doencas (Boff e
Gandin, 1992; Oliveira et al., 1994).

A larva de D. speciosa, conhecida popularmente por “larva-alfinete”, passa
por trés instares, e, durante esse periodo, se desenvolve no solo alimentando-se de
raizes de plantas, por um periodo médio de 30 dias. Em milho, o consumo das
raizes pela larva ocasiona diminuicdo da altura, atraso no desenvolvimento e
aumento da suscetibilidade das plantas ao tombamento (Marques et al., 1999; Avila,
Milanez, 2004). Em densidades acima de 40 larvas por planta, o ataque da larva
reduz significativamente o desenvolvimento do sistema radicular, afetando seu
crescimento e consequentemente a producdo de graos (Marques et al., 1999).

De acordo com Nava et al., (2016) perdas econdmicas do milho podem ser
observadas na ocorréncia de danos maiores que 3 na escala de avaliagdo de 1 a 6
utilizada por Hilss e Peters (1971). Tais graus de danos podem ser relacionados com
notas acima de 1 na escala de avaliacdo de 1 a 3 descrita por Oleson et al. (2005),
gue corresponde a perda total de pelo menos 1 n6 de raiz, dos 3 nés utilizados para
avaliacdo da injaria.

Em estudo realizado por El Khishen et al. (2009), para avaliagcdo de
resisténcia natural de hibridos de milho a D. virgifera virgifera nos Estados Unidos da

América utilizando a escala de Oleson et al. (2005), foram atribuidas notas médias



de 1,13 a 1,17 a materiais considerados resistentes e nota média de 1,58 a materiais
susceptiveis a praga. No entanto, as caracteristicas dos hibridos que conferem
resisténcia contra a praga sao desconhecidas.

De acordo com Viana (2010) a resisténcia estd associada a um sistema
radicular mais desenvolvido e/ou a capacidade de formacdo de novas raizes,

suportando melhor o ataque das larvas.

3.3 Resisténcia de plantas a insetos-praga

Em um sistema agricola de producdo, as culturas estdo constantemente
sendo afetadas pela presenca de insetos-praga, que variam de espécie, populacéo e
etc. de acordo com a espécie vegetal. Ao longo dos anos, plantas e insetos co-
evoluiram desenvolvendo estratégias de defesas. No caso das plantas, as respostas
ao ataque de herbivoros podem ocorrer através de varios aspectos morfolégicos,
bioguimicos e mecanismos moleculares (War et al., 2012). De forma geral, as
plantas quando atacadas podem desencadear seus mecanismos de defesa de modo
gue possa inibir, bloquear ou modificar o0 metabolismo da praga (Santamaria et al.,
2013).

De acordo com Painter (1968) as plantas podem apresentar trés formas de
suportar e resistir ao ataque de pragas no campo, sendo elas a) antixenose, b)
tolerancia e c) antibiose. A antixenose, também conhecida como nédo-preferéncia,
ocorre quando uma planta é menos utilizada pelo inseto do que outra para
alimentacdo, oviposicdo ou abrigo, quando ambas estdo crescendo nas mesmas
condicdes de ambiente. Tolerancia € a capacidade da planta de suportar uma maior
infestacdo de praga sem reduzir sua producdo ou qualidade, e ndo afetando o
comportamento ou a biologia da praga. E antibiose ocorre quando existe um efeito
direto sobre a sobrevivéncia ou desenvolvimento da praga na planta e geralmente
depende de um mecanismo quimico.

A producgdo de substancias quimicas pelas plantas, para sua defesa, ocorre
de duas maneiras diferentes: a) constitutiva: que repelem herbivoros através da
toxicidade direta ou através da reducdo da digestibilidade dos tecidos; b) induzida:
gue ocorrem em resposta a injuria causada pelos herbivoros (Mello & Silva-Filho,
2002).



Existem barreiras fisicas que podem ser consideradas como mecanismos de
defesa de uma planta, sendo um exemplo o fortalecimento da parede celular. A
presenca de lignina e fendis na parede da célula pode atuar como uma barreira que
impede ou limita a oferta de alimentos para os insetos, tornando a planta menos

atrativa (Santiago et al. 2013).

3.4 Silicio como promotor de resisténcia a estresses em plantas

O silicio (Si) € um dos elementos mais abundantes da superficie da Terra,
sendo o0 quartzo, os feldspatos e a silica amorfa os principais materiais constituintes
da maioria dos solos (Orlov, 1985). A concentracdo de SiO2 extraivel do solo pode
variar de menos de 1 até mais de 100 mg dm (Raven, 1983). Essa variacdo esta
relacionada com o tipo de solo, com os teores de argila e de oxidos de ferro e de
aluminio e com a acidez do solo. Nos solos tropicais, que no geral encontram-se
altamente intemperizados, os minerais primarios facilmente intemperizaveis que
contém Si sdo quase inexistentes. Esses solos apresentam, em alguns casos, teores
menores do que 2 mg dm no extrato saturado (Fox & Silva, 1978). Korndorfer et al.
(1999) conduziram experimentos de campo com a cultura do arroz e sugeriram 0s
niveis de Si no solo como baixo quando menor que 6 mg dm=3, médio entre 6 e 24
mg dm3, e alto acima de 24 mg dm3, quando extraidos com acido acético.

O Si tem papel secundario na maioria dos organismos vivos. Embora seja
fisiologicamente requerido por muitas espécies dentro dos grupos dos protistas e
vertebrados, o seu papel biolégico em plantas superiores ainda ndo esta claramente
definido (Epstein, 1999).

Na agricultura o0 mesmo tem sido utilizado por entender que se trata de um
elemento benéfico. Elementos benéficos sdo aqueles que tém efeito positivo
somente em algumas espécies de plantas ou sob condi¢cdes especificas de
crescimento, enquanto que elementos essenciais sdo aqueles necessarios para
todas as plantas sob quaisquer condicbes de crescimento (Marschner, 1995).
Epstein e Bloom (2005) pontuam que ndo se pode relatar com exatidao se o0 Si é ou
nao um elemento essencial.

O Si &€ um elemento que nao faz parte de processos metabdlicos das plantas,
no entanto, de acordo com Cherifi et al. (1992), ele esta relacionado com reacdes de

defesa da planta. A maior parte do Si absorvido é translocado das raizes para as



folhnas e, com a saida da agua pela transpiracdo, acumula-se e polimeriza-se na
parte externa da parede celular, transformando-se em uma estrutura amorfa de silica
(Lanning et al., 1958; Yoshida, 1965). O acumulo do elemento induz a formacao de
uma dupla camada de silica cuticular na folha (Korndérfer et al., 2004).

De acordo com Marschner (1995), as diferentes espécies vegetais variam em
relacdo a sua capacidade de absorver e acumular Si nos tecidos, podendo, em
funcdo dos percentuais de SiO2 na matéria seca da parte aérea, serem classificadas
como: a) plantas acumuladoras, que incluem muitas gramineas como o0 arroz,
contendo de 100 a 150 mg/g; b) intermediarias, cereais, cana-de-acucar e poucas
dicotiledbneas com teores de SiO2 variando de 10 a 50 mg/g; e c) plantas n&o-
acumuladoras, incluindo a maioria das dicotiledéneas, apresentando teores menores
do que 5 mg/g. Também, podem existir diferencas de absor¢cdo e acumulo entre
genadtipos de uma mesma espécie, como foi observado em arroz por Deren et al.
(1992) e em soja por Grothge-Lima (1998).

A distribuicdo do Si em uma planta pode diferenciar entre parte aérea e raiz,
variando de acordo com a espécie e também com sua capacidade de acumulagéo
do elemento. Em plantas ndo acumuladoras, essa distribuicdo é uniforme. Por outro
lado, em plantas com maior capacidade de acumular Si, a concentracdo do
elemento € maior nas folhas do que no sistema radicular (Wiese et al., 2007)

Estudos tém evidenciado que o Si pode estimular o crescimento e a producéo
vegetal, além de conferir protecdo a fatores abibticos desfavoraveis, como toxidez
por aluminio e estresse hidrico, e contra estresses bibdticos, como doencas e
incidéncia de insetos-praga (Korndorfer et al., 1995; Marschner, 1995; Epstein, 1999;
Korndorfer, 2006).

Goussain et al. (2002), em um trabalho realizado com milho e a lagarta
Spodoptera frugiperda, observaram uma mortalidade de cerca de 36% do total de
individuos quando a lagarta estava no segundo instar e de 21% quando a lagarta
estava no sexto instar, o que pode estar relacionado com a diminuicdo da sua
alimentacéo, ocasionada pelo desgaste das mandibulas, devido a maior rigidez das
folhas das plantas que receberam aplicacéao de Si.

Gomes et al (2009) relataram que o Si tem efeitos deletérios sobre larvas de
Liriomyza spp., reduzindo o niumero de minas foliares em plantas de batata inglesa
cultivadas em sistema organico e adubadas com Si quando comparadas aquelas

que nao receberam Si na adubacgéo.
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Moraes et al. (2004), trabalhando com trigo, observaram que plantas que
receberam Si, via foliar ou solo, tiveram uma menor infestacdo de pulgdo-verde
(Schizaphis graminum) quando comparadas as plantas que ndo receberam Si.
Segundo Basagli et al. (2003), a aplicacdo de Si na forma de silicato de sodio no
solo provoca baixa fecundidade e longevidade do pulgédo verde em plantas de trigo.
E no trabalho conduzido por Correa et al. (2005), o Si quando aplicado na forma de
silicato de calcio, no solo ou via foliar, em plantas de pepino (Cucumis melo L.),
causou reducao da oviposi¢cédo, aumento do ciclo bioldgico e mortalidade na fase de
ninfa de mosca-branca (Bemisia tabaci biotipo B).

Em estudo realizado por Keeping et al. (2009), utlizando-se de
espectroscopia de raio-x por dispersdo de energia (EDX), mostrou-se que o padréo
de deposicao de Si nos entrends e na zona radicular do colmo € provavelmente a
razdo pelo aumento da resisténcia de plantas de cana-de-acUcar ao ataque de
larvas de Eldana saccharina. E mais recentemente, Hartley et al. (2015), também
utilizando EDX, comparando quatro diferentes espécies da familia Poaceae (Festuca
arundinaceae, F. ovina, F. rubra e Deschampsia cespitosa) entre si, concluiu que a
morfologia de estruturas foliares (tricomas e células silicosas), modificadas ou
aumentadas pelo deposito de Si, podem ser mais importantes do que a

concentracéo foliar do elemento, em relacdo a resisténcia de plantas a herbivoria.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aplicacéo de silicio no solo, semeadura e conducao das plantas

O material de solo usado nos ensaios foi coletado de um Neossolo
Quartzarénico ortico (RQo), a mais de 20cm de profundidade a partir da superficie,
no municipio de Leme/SP. Nas andlises de atributos quimicos e fisicos, o material
apresentou 92% de areia, 1% de silte e 7% de argila, além de um baixo conteudo de
matéria organica, apenas 0,8%, e o0s seguintes valores dos atributos quimicos
(Tabela 1).

Tabela 1. Atributos quimicos do solo antes dos tratamentos para 0s ensaios

Acidez P K+ Ca** Mg* APB* H+Al SB CTCe CTC V m
pH-CaClz mg/dm3 MMOle/dM3 —----mmmmmmmmmmme e e % -----
4,7 6,0 0,6 5,0 3,0 0,8 13,0 8,6 9,4 216 40 9

Para uso nos ensaios, o solo foi seco ao ar, passado em peneira de 2mm de
abertura de malha e homogeneizado. Para estabelecimento das concentracdes de

Si e dos valores de acidez para o cultivo das plantas, amostras do solo foram
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tituladas com silicato de calcio (CaSiO3) ou com carbonato de calcio (CaCOs),
umedecidas e incubadas no escuro por 30 dias. Apos este periodo, foram medidas
as concentracdes de Si e Ca e o pH das amostras e duas curvas de titulagdo foram
construidas, uma com cada corretivo de acidez do solo (Figura 1). Estas curvas
foram entdo usadas para definir as quantidades de CaSiOs e de CaCOs que
produziriam valores semelhantes de acidez e de concentracdo de Ca nas amostras

dos diferentes tratamentos relativos a concentracéo de Si no solo.

7,5

7,0 -

6,5 1

6,0 -

pH

5,5 1
5,0 -

4,5 - —o— CaCo,

4,0 |||||||||||||||||

g de CaCO, ou SiCO, / kg de solo

Figura 1. Variacdo da acidez ativa (pH) do Neossolo Quartzarénico ortico (RQO)
como resultado da aplicacdo de carbonato de calcio (CaCOz3s) e silicato de calcio

(SiCOs3) e incubacéo por 30 dias.

ApoOs aplicacdo de CaSiOs ou de CaCOs no solo de cada parcela, 0 mesmo
foi fertilizado com macro e micronutrientes, seguindo sugestdes de Van Raij et al.
(1997) e Malavolta (1980) para que se chegasse as seguintes concentragfes (em
mg/kg): N = 120; P = 18 K =200; Mg =50; S=50; B=0,5; Cu=1,5; Fe = 5,0 (como
Fe-EDTA); Mn = 3,0; Mo = 0,1 e Zn = 5,0. Em seguida, 4 amostras de solo de cada
tratamento (com CaSiOs e com CaCOgs) foram enviadas para analise em laboratério
para determinagéo de Si, Ca e pH.

Nos ensaios foram utilizados vasos de 5 litros. A semeadura dos hibridos de

milho no solo, especificados como HYO1l e HYO02 convencionais, foi realizada
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colocando-se trés sementes por vaso. Apos germinacao e emergéncia, as plantulas
foram desbastadas mantendo-se apenas uma planta por vaso. As plantas foram
crescidas em casa de vegetacdo com fotoperiodo de 12 horas, intensidade luminosa
de aproximadamente 400 pM m2 s, 70% de umidade relativa do ar e sob sistema
de irrigacdo automatico, mantendo a umidade do solo proxima a capacidade de

campo do mesmo.

4.2 Criagao de D. speciosa em laboratorio

Para obtencdo dos ovos de D. speciosa, foram realizadas coletas de insetos
adultos a campo, na estacdo experimental da Monsanto do Brasil LTDA, em Santa
Cruz das Palmeiras, Sdo Paulo, e os mesmos foram criados em laboratério até
postura dos ovos (SISBIO: 41766-8).

A coleta foi realizada utilizando sugador manual adaptado, e ao todo foram
coletados 800 insetos. No laboratério foi realizada uma triagem dos insetos adultos,
para garantia de criacdo da espécie desejada, verificando as caracteristicas
morfolégicas de acordo com Rosseto et al. (1989). Os exemplares obtidos foram
colocados em gaiolas de criagdo, construidas em estrutura de aluminio, laterais
constituidas de acrilico e tela de nylon com malha de 1 mm (Avila; Tabai; Parra,
2000) e foram alimentados de acordo com a metodologia descrita por Avila e Parra
(2002).

Para obtencdo das posturas seguiu-se a metodologia descrita por Milanez
(1995), colocando dentro das gaiolas placas de Petri com tecido de coloracao preta
no fundo. Apos a postura, os ovos foram retirados por meio de lavagem do tecido
em &gua corrente dentro de um balde. Em seguida, foram agrupados realizando

centrifugacdo manual da 4gua e coletados com uma pipeta.

4.3 Avaliacdo da resisténcia natural de hibridos de milho a larvas de D.

speciosa

A avaliagdo da resisténcia natural dos hibridos a larvas de D. speciosa foi
realizada em dois ensaios distintos, sendo um com objetivo de verificar se existe

efeito de antixenose e um segundo para verificar se existe efeito de antibiose.
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Para execucdo do ensaio foi necessario realizar o preparo do solo,
semeadura dos hibridos e a conducéo das plantas em casa de vegetacdo, com um
total de 10 vasos para cada hibrido. Todo o procedimento foi realizado igualmente
ao descrito no item 4.1, com excecao do acréscimo de silicato de calcio, onde nesse
caso, 0 mesmo nao foi realizado.

As plantas foram conduzidas até o estadio vegetativo V4, por volta de 20 dias
apos semeadura. Em seguida, as raizes foram coletadas fazendo-se o corte e a
remocao da parte aérea da planta, a retirada da raiz do solo e a lavagem das raizes
em agua corrente para limpeza do solo aderido. O material coletado foi
imediatamente levado para o laboratério para uso nos ensaios.

Para a realizacdo da infestacéo artificial das plantas, as larvas de D. speciosa
foram obtidas utilizando o mesmo procedimento de criagdo descrito no item 4.2.
Apos coleta dos ovos, os mesmos foram dispostos em placas de Petri e colocados
em temperatura ambiente para eclosdo. Os ovos iniciaram a eclosédo apés 7 dias e

logo em seguida, as neonatas foram utilizadas nos ensaios.

4.3.1 Ensaio de antixenose

O ensaio de antixenose foi realizado em laboratorio, onde foi observada a
preferéncia das larvas de D. speciosa pelas raizes de cada hibrido de milho em um
ensaio de arena com chance de escolha. Raizes dos hibridos HYO1 e HYO02,
previamente coletadas e lavadas, foram cortadas em segmentos de 10cm de
comprimento e um segmento de raiz de cada hibrido, identificado por numeracéao
para posterior avaliagdo, foi posicionado em uma placa de Petri de forma
equidistante do centro da placa, forrada com papel de filtro umedecido com agua
destilada (Figura 2). No total foram montadas dez placas de Petri, representando

dez repeticbes. O ensaio foi realizado duas vezes.
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Figura 2. Detalhe da disposicdo dos segmentos de raizes nas placas utilizadas

como arena.

No centro de cada placa foram liberadas 10 neonatas de larva de D. speciosa,
e a placa foi devidamente vedada com papel filme e envolvida por papel aluminio
para neutralizar a interferéncia da luz. As placas ficaram dispostas em prateleira,
todas na mesma altura, em local com temperatura média de 26°C.

Ao final de 24 horas foi realizada a contagem do numero de larvas se
alimentando em cada uma das raizes (Figura 3), em cada repeticao.

Figura 3. Detalhe das larvas de D. speciosa préximas da raiz avaliada, visualizadas

utilizando-se de lupa.
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4.3.2 Ensaio de antibiose

O ensaio de antibiose foi realizado em laboratério, onde foi avaliado o impacto
da alimentacdo no desenvolvimento de neonatas de larvas de D. speciosa, utilizando
tecido liofilizado das raizes dos hibridos HY0O1 e HYO02, incorporados em dieta
artificial. O experimento foi composto por trés tratamentos (dieta artificial, dieta +
HYOL1 e dieta + HY02) com quatro repeticdes. A unidade experimental foi composta
pela média de 24 células por placa de bioensaio, sendo cada placa considerada uma

repeticéo.

4.3.2.1 Liofilizacdo das raizes

Amostras de raizes frescas dos dois hibridos foram adicionadas a tubos
Falcon de 50mL e em seguida liofilizadas. Apds a liofilizacdo, os tubos foram
armazenados em ultra freezer por 24 horas, para congelamento do material
liofilizado, e em seguida o material congelado foi triturado em um poé fino.

O peso dos tubos, das amostras frescas e das amostras liofilizadas foram
anotados para realizacdo do célculo de determinacgéo da relagcéo entre o peso seco e

fresco das raizes.

4.3.2.2 Preparo de dieta artificial, montagem das placas e infestagdo com
neonatas de D. speciosa

A dieta para alimentacéo das larvas foi preparada com ingredientes de acordo
com o descrito pelo fabricante (Western CRW diet, Bio-Serve, Frenchtown, New
Jersey), seguida da adicdo de tecido liofilizado das raizes dos hibridos HYO1 e
HYO02.

Para o ensaio foram preparadas como tratamentos a dieta artificial
(tratamento controle), dieta de CRW mais 0,66 mg de tecido liofilizado do hibrido
HYOl e dieta de CRW mais 0,52 mg de tecido liofilizado do hibrido HY02. Essas
quantidades de tecidos foram incorporadas em 30 ml de dieta, mantendo-se a
mesma relacdo entre o peso seco e fresco das raizes.

Apés o preparo, cada dieta foi distribuida em uma placa de bioensaio (24
células por repeticdo), com auxilio de um repipetador semi-automatico (Figura 4), e

aguardou-se por 30 minutos, sobre a bancada, para garantir o resfriamento da dieta.
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Figura 4. Distribuicdo da dieta nas placas de bioensaio.

A infestacdo das placas foi realizada ap6s o resfriamento da dieta, sendo
colocada uma larva recém eclodida por célula, com auxilio de pincel n1, totalizando

24 larvas por repeticao (Figura 5).

Figura 5. Infestacdo com neonatas de D. speciosa.
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Apés a infestacdo, as placas foram mantidas em BOD da marca Marconi,
modelo MA-1402, com temperatura de 28°C, 70% de umidade relativa e conduzidas
no escuro, por sete dias.

A avaliacdo do ensaio foi realizada sete dias ap0s a infestacdo das placas. As
informacdes de porcentagem de mortalidade, estadio de desenvolvimento larval e
peso das larvas foram capturados.

4.4 Avaliacdo da resisténcia de hibridos de milho cultivados em solo fertilizado
com silicio a larvas de D. speciosa

Para avaliar o efeito do Si em promover resisténcia a larvas de D. speciosa
em plantas de milho foi necessario conduzir um ensaio em casa de vegetacdo e
realizar infestacéo artificial do solo com ovos de D. speciosa. Para execugdo do
ensaio foi realizado o preparo do solo, semeadura dos hibridos e a conducdo das
plantas igualmente ao descrito no item 4.1.

Os tratamentos experimentais resultaram da combinacéo de dois hibridos de
milho (HYO1 e HYO02), dois valores de aplicacdo de silicato de célcio no solo (0 e
3,33 g dm?) e dois graus de infestacdo com larvas de D. speciosa (com e sem
infestacdo). O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes, em esquema fatorial. No total foram preparados 40 vasos para a

execucao do ensaio, todos preenchidos com 5 kg de solo.

4.4.1 Infestacdo do solo com ovos de D. speciosa

Para realizar a infestagcéo do solo com ovos de D. speciosa, 0s mesmos foram
colocados em suspensdo em solucdo de agar 0,25% (Figura 6). A solucdo de agar
foi preparada adicionando-se 2,5g de agar por litro de agua destilada. Em seguida, a
solugéao foi aguecida em forno micro-ondas por 15 minutos, e para ser utilizada,
aguardou-se até o seu completo resfriamento. ApOs o resfriamento, 0os ovos
coletados foram adicionados a solucéo.

Para quantificacdo dos ovos, foram aplicadas paralelamente quatro aliquotas

de 1ml cada sobre uma placa de Petri com didametro de 15cm, contendo um fundo
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preto. Em cada aliquota foi realizada a contagem dos ovos e depois calculada a

meédia de ovos/mL e estimado o niumero de ovos no volume total da solucéo.

Figura 6. Ovos de Diabrotica speciosa suspensos em solucéo de agar 0,25%.

A infestacao foi realizada no momento em que as plantas atingiram o estadio
de desenvolvimento vegetativo V4 (por volta de 15 dias apdés a semeadura),
aplicando-se no interior do solo, a aproximadamente 5cm de profundidade, 6mL de

solucdo de ovos em suspenséo por vaso, totalizando 150 ovos por planta (Figura 7).

Figura 7. Infestacdo do solo com ovos de Diabrotica speciosa.

Para verificacdo da viabilidade dos ovos, foram aplicadas em uma placa de

Petri quatro aliquotas de 5mL da solu¢do de ovos em suspensdao, e contabilizado o
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namero de ovos. A placa foi preservada em temperatura ambiente por 10 dias e
apos este periodo foi realizada a contagem de larvas eclodidas e o célculo da

porcentagem de viabilidade dos ovos.

4.4.2 Avaliacao do grau de injaria naraiz causada por D. speciosa

A avaliagdo do grau de injuria nas raizes ocasionada pelas larvas de D.
speciosa foi realizada 28 dias apos a infestacao, utilizando-se a metodologia descrita
por Oleson et al. (2005), que consiste na contagem do numero de raizes por coroa e
do numero total de raizes de comprimento menor do que 4cm por coroa, em trés
coroas consecutivas de cada planta. O niumero de raizes menores do que 4cm é
entdo dividido pelo nimero total de raizes da coroa e os valores da divisdo das trés
coroas avaliadas sao somados. Assim, qguanto maior for a injuria, maior serd a soma

€ maior sera a nota.

4.4.3 Avaliacdo de crescimento da planta, producdo de biomassa e teor de Si

na parte aérea e naraiz

A altura da planta foi medida 28 dias ap0s a infestacdo com as larvas, sendo
considerado o comprimento da base, rente ao solo, até a bainha da primeira folha
totalmente expandida. Ao término do experimento, a parte aérea das plantas foi
cortada rente ao solo e as raizes de todas as plantas foram lavadas em agua para
separacao do solo aderido. Em seguida, foram colocadas em estufa de circulacao
forcada de ar a 70°C para secagem e posterior determinagéo do peso seco.

Amostras de material seco e triturado da parte aérea e da raiz foram enviadas

para o laboratorio Laborsolo (Londrina, PR), para determinacéo do teor de Si.

4.4.4 Caracteristicas anatdbmicas da raiz

Para realizar a caracterizacdo anatdémica radicular dos hibridos, duas raizes
de cada repeticdo foram coletadas aleatoriamente e fixadas em FAA 70%
(formaldeido, &acido acético glacial e etanol) e preservadas em alcool 50%

bY

(Johansen, 1940). Cada raiz foi seccionada transversalmente a méo livre com o
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auxilio de laminas em sua regidao mediana. Os cortes foram corados com Safra-Blau
0,05% (Bukatsh, 1972). Para a identificacdo de amido, foi utilizada a solucdo de
Lugol (Bucherl, 1962); de lignina, floroglucina cloridrica (Jansen, 1962); dos lipidios,
Sudan Ill (Johansen, 1940); e dos flavondides, hidréxido de potassio (Costa, 1982).
O objetivo dos testes histoquimicos foi verificar a presenca de regides esclerificadas,
substancias ergasticas ou diferencas na anatomia da raiz, podendo trazer indicativos

de efeito do Si nos tecidos do sistema radicular.

4.5 Andlise estatistica dos dados

No ensaio de antixenose (item 4.3.1) os dados coletados foram transformados
utilizando a férmula V' (x + 0,5), submetidos ao teste de normalidade dos residuos e
analise de variancia.

Para o ensaio descrito no item 4.4 as causas de variacdo consideradas foram
os trés fatores individuais (hibridos de milho, concentracao de Si no solo e graus de
infestacdo com larvas), as trés interacdes duplas e a interagéo tripla entre eles. Os
efeitos significativos de fatores individuais s6 serdo apresentados e discutidos
qgquando as interacbes ndo apresentarem efeitos significativos na analise de
variancia.

As médias obtidas nos tratamentos, em cada ensaio, foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% utilizando o software R.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise quimica e concentracéo de Si no solo

O solo utilizado nos ensaios apresentou atributos conforme descrito na tabela
2, elevando o pH e aumentando os valores de macro nutrientes em relagdo ao solo
original.

Tabela 2. Atributos quimicos do solo apos a fertilizacdo para os ensaios

Acidez P K+ Ca?* Mg* APR* H+A SB CTCe CTC V m
pH-CaCl2 mg/dm? MMOle/dMS —-m-mmmmmmmm s e % -----
6,1 31,0 1,5 115 3,6 0,8 10,0 16,6 17,4 26,6 60 5

A anadlise estatistica revelou diferenca significativa do teor de Si entre os
tratamentos com e sem aplicagdo do elemento. No solo onde foi aplicado o
elemento, foi verificado um valor médio de 12,25 mg dm= de Si, e no solo sem
aplicacdo, o valor médio encontrado foi de 2,25 mg dm (Tabela 3). Estes valores
podem ser classificados como médio (6-24 mg dm=?) e baixo (< 6 mg dm3),
respectivamente, de acordo com a sugestdo de Korndorfer et al. (1999). Valores

semelhantes ao encontrado nesse trabalho no tratamento sem aplicagdo de Si
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também foram relatados por Camargo et al. (2007) com o mesmo tipo de solo. Os

valores de Ca e pH foram semelhantes entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de Si, Ca e pH do solo nos tratamentos com aplicagcdo de CaSiOs e
CaCOs;

Tratamento Si (mg/dm?3) Ca?* pH
(cmolc/dm?3)
CaSiOs 12,25 a 1,66 a 6,1a
CaCO3 2,25b 1,31a 6,1a

Numeros seguidos por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Médias de 4 repeticoes.

5.2 Resisténcia natural de hibridos de milho a larvas de D. speciosa

5.2.1 Avaliagdo de antixenose

O resultado em relacédo a preferéncia e nao-preferéncia das larvas de D.
speciosa as raizes dos hibridos avaliados mostrou que o HYOL1 foi o mais preferido
no ensaio com chance de escolha. Nos dois ensaios conduzidos, foi observado um
ndamero meédio significativamente maior de larvas se alimentando do hibrido HY01 do
que no hibrido HYO2 (Tabela 4).

Tabela 4. Contagem de larvas de D. speciosa proximas ou em cima de cada uma

das raizes dos dois hibridos de milho no ensaio de arena, com chance de escolha

Hibrido NUumero médio de larvas (ensaio 1) NUumero médio de larvas (ensaio 2)

HYO1 5,7 +0,39a 5,5 £ 0,30a

HYO02 2,1+0,45b 2,5+0,48b

Ndmeros seguidos por letras iguais, na mesma coluna dentro de cada ensaio, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. Médias de 10 repeti¢cdes. (média + erro padrao)

Esse é o primeiro trabalho evidenciando antixenose natural em hibrido de
milho contra D. speciosa em laboratorio. Um trabalho desenvolvido por Bernklau et.
al. (2010) mostrou que existe gendtipo de milho (SUM2162) que apresenta

antixenose a D. virgifera virgifera, no entanto o mecanismo ainda é desconhecido.
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5.2.2 Avaliacao de antibiose

No ensaio de antibiose, ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa
para as varaveis porcentagem de mortalidade e estadio de desenvolvimento larval.
Por outro lado, foi encontrada diferenca de peso larval entre os tratamentos
avaliados. As larvas que foram alimentadas com a dieta contendo material liofilizado
de raiz do hibrido HYO1 apresentaram peso médio (0,24 mg) significativamente
menor que o0 encontrado para as larvas alimentadas com dieta-controle (0,34 mg) e
com dieta contendo material de raiz do hibrido HY02 (0,30 mg). O resultado
encontrado para o HYO1 apresenta uma reducéo de peso de 29,4% em relagéo a
dieta-controle, e de 20% em relacdo a dieta contendo material de raiz do hibrido
HYO02. (Tabela 5).

Tabela 5. Peso de larvas de D. speciosa alimentadas com dieta contendo material

de raiz liofilizado de dois hibridos de milho

Tratamento Peso médio (mg)
HYO01 0,24 +0,015a
HYO02 0,30 £ 0,019b

Controle 0,34 + 0,036b

NUmeros seguidos por letras iguais, ha mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Médias de 4 repeticbes. (média + desvio padréo)

A antibiose geralmente esta relacionada com mecanismo quimico de defesa
da planta, sendo os compostos secundarios, como os fendis, o grupo mais comum
de resposta da planta ao ataque de herbivoros (Lattanzio et. al., 2006). Nesse caso,
sugere-se que o0 HYOl produza alguma substancia em maior concentracdo, ou
diferente, em relacdo ao HY02, que possa estar inibindo a digestdo ou sendo menos
nutritivo para o desenvolvimento das larvas de D. speciosa, no ensaio com tecido

liofilizado.
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5.3 Grau de injuria naraiz causada por D. speciosa

A anadlise de variancia revelou efeito significativo da interacdo dupla entre
graus de infestacdo e hibridos no grau de injaria causada pelas larvas no sistema
radicular das plantas de milho. Somente as plantas das parcelas com infestacao
apresentaram injarias em suas raizes (Figura 8). Sob infestacdo, o hibrido HYO1
apresentou nota média de dano de 1,10, um grau de injdria significativamente menor
do que o hibrido HY02, com média de 1,73 (Figura 9). Esse resultado sugere que o
HYO1 apresenta maior resisténcia a D. speciosa do que o HY02. El Khishen et al.
(2009) atribuiram em seu estudo uma nota média de injaria de 1,17 ao hibrido
SUM2068 e de 1,13 ao hibrido CRW3 (S1), ambos desenvolvidos para resisténcia a
Diabrotica virgifera virgifera, sendo tais valores maiores do que o encontrado para o
hibrido HYO1 (1,10) no presente trabalho. Para o hibrido B37 x H84, suscetivel a
praga e usado no estudo como controle, os autores atribuiram nota média de 1,58,
valor menor do que o encontrado para o HY02 neste trabalho, que apresentou nota
média de 1,73.

Figura 8. Detalhe das raizes de plantas sem infestacéo e sem injiria (A) e de raizes de plantas com
infestacdo e com injurias (B) ocasionada por larvas de D. speciosa.
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Figura 9. Grau de injuria ocasionada pelas larvas de D. speciosa em raiz de hibridos de milho. s Inf. =

Sem infestagdo da praga; c Inf. = Com infesta¢édo da praga.

Apesar das diferencas de injdrias encontradas entre os dois hibridos testados,
ndo foram encontradas diferencas significativas no grau de injaria causada por D.
speciosa entre os tratamentos com e sem aplicacdo de Si. Era esperado que
houvesse alguma reducdo da injaria na raiz quando houvesse variacdo na
disponibilidade de Si no solo. Essa hip6tese de que o elemento pudesse promover
resisténcia da planta a praga havia sido levantada uma vez que ja foi comprovado
gue o Si é capaz de induzir resisténcia a herbivoria em outras partes da planta de
distintas espécies vegetais (Goussain et al., 2002; Gomes et al., 2009; Keeping et
al., 2009; Zanao Junior et al., 2009; Nascimento et al., 2014; Hartley et al., 2015).

5.4 Morfoanatomia do sistema radicular

As caracteristicas anatdmicas observadas nos tecidos epiderme, cortex e
cilindro vascular da porcéo da raiz analisada foram semelhantes entre os hibridos. A
epiderme apresentou-se uni-seriada em ambos os hibridos. O cértex estava dividido
em trés regides: exoderme, cortex propriamente dito, com células parenquimaticas, e
endoderme, envolvendo o cilindro vascular. No cilindro vascular observa-se o

periciclo, os feixes vasculares, com protoxilema revestido com células esclerificadas,
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e 0 parénquima medular mais internamente, composto por células globosas com
pequenos espacos intercelulares (Figura 10). As caracteristicas encontradas nesse
trabalho também foram descritas por Ferrer et al. (2004), Pereira et al. (2008) e
Bergamin et al. (2010).

evidenciando caracteristicas anatbmicas. en= endoderme; ep= epiderme; ex= exoderme; co= coértex;
cv= cilindro vascular; fv= feixe vascular; pe= periciclo; pm= parénquima medular; es= esclerénquima.

A analise de variancia revelou efeito simples de hibridos e de concentracfes
de Si no solo para a variavel de niumero de camadas de células do cértex (Tabela 6).
O hibrido HYOl1 apresentou numero de camadas de células do cortex
significativamente maior do que o HYO02 (Tabela 6). Em condicdo de maior
disponibilidade de Si no solo, a média de numero de camadas de células do cortex é
maior do que na condicdo de menor disponibilidade do elemento. O nimero de
camadas de células pode ser uma caracteristica genotipica, e ser esse 0 motivo da
diferenca entre os dois hibridos.

Em relagdo a diferenca do numero de camadas de células do cortex
associada a disponibilidade de Si no solo, esse é o primeiro trabalho que analisa tal
variavel. Como ndo houve diferenca significativa do grau de injaria na raiz entre os
tratamentos com e sem aplicacao de Si, € provavel que esta caracteristica ndo tenha
relacdo com a herbivoria da praga.
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Tabela 6. NUmero de camadas de células do cortex dos hibridos e dos tratamentos com e

sem aplicacdo de Si no solo

Tratamento Nimero médio de camadas de
células do cortex
HYO01 13,69 +0,48a
HY02 12,06 +0,50b
Com Si 13,69 +0,54a
Sem Si 12,06 +0,43b

NuUmeros seguidos por letras iguais, na mesma coluna dentro de cada fator, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%. Médias de 4 repeticdes. (média + erro padréo)

Com o teste histoquimico utilizando Sudan Il foi observada uma suberizacéo
na regido da exoderme (Figura 11a), revelada pela coloracdo vermelha. Nesse caso,
o hibrido HYO1 submetido a infestacdo da praga e aplicacdo de Si apresentou
células suberizadas, o que nao foi encontrado no hibrido HY02, com 0os mesmos
tratamentos (Figura 11b). A suberizagdo dessa regido pode ser um mecanismo de
defesa para minimizar estresses abioticos (Rieger; Litivin, 1999; Enstone; Peterson,
2005; Cruz Maciel, 2015) e também pode ser uma forma de defesa da planta contra
pragas, uma vez que a suberina promove uma dureza do tecido. Nesse caso, como
so foi encontrada a substancia nos tratamentos com a praga e com aplicacdo de Si,
sugere-se que pode ter ocorrido uma inducdo da formacdo de suberina, pois o
elemento participa como estimulante da atividade de enzimas de defesa das plantas
contra a herbivoria (Dixon et al., 1994) como a peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amonialiase (Gomes et al., 2005), cujas funcdes estdo relacionadas a
sintese de substancias que contribuem para aumentar a dureza dos tecidos (lignina
e suberina) e a redugdo da qualidade nutricional do alimento para os herbivoros
(Oliveira et al., 2012).
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Figura 11. Cortes transversais de raiz de hibridos de milho observados em microscépio Optico
evidenciando diferenca na exoderme entre genoétipos. A= HY01 Com Si, Com infestacdo; B= HY02
Com Si, Com infestagé@o; C= HY01 Com Si, Sem infestacdo; C= HY02 Com Si, Sem infesta¢@o. Ep=
epiderme, ex= exoderme, co= cortex.

5.5 Teor de Si naraiz e na parte aérea das plantas

A analise de variancia ndo revelou diferencas significativas entre os
tratamentos para o teor de Si no sistema radicular, nem mesmo entre os tratamentos
com e sem aplicacdo de Si. O valor médio de concentracao de Si encontrado na raiz
foi de 3,3 mg/g de matéria seca (MS) para todos os tratamentos.

J& na parte aérea, observou-se um valor maior de teor de Si nos tratamentos
com aplicagdo do elemento em relacdo aos tratamentos sem aplicacdo,
independentemente de infestacdo com D. speciosa ou do hibrido analisado,
evidenciando uma maior absorcdo e translocacdo para a parte aérea quando da
ocorréncia de maior disponibilidade de Si no solo (Tabela 7). Giongo e Bohnen
(2011), trabalhando com diferentes gendtipos de milho, também observaram um
maior teor de Si na parte aérea quando compararam tratamentos com e sem adi¢ao
do elemento no solo.

Foi encontrada interagéo dupla significativa entre hibridos e infestacdo com D.
speciosa para teor de Si na parte aérea. Nesse caso, com a presenca da praga, o
teor de Si na parte aérea foi semelhante entre os hibridos. E quando nao infestado,
o hibrido HYO1 apresentou teor de Si mais alto do que o hibrido HY02 (Tabela 7).
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Esse resultado sugere que o hibrido HYO1 apresentou uma maior sensibilidade ao
estresse bidtico, na absorcdo e translocacdo do Si para a parte aérea, ou, que 0

hibrido HY02 compensou a absor¢édo do elemento na condi¢do de estresse.

Tabela 7. Teor de Si na parte aérea das plantas de milho cultivadas em solo fertilizado com
Si

Tratamento Com infestacéo Sem infestacao
(aplicacéo de Si — Hibridos) (mg/g) (mg/qg)
Com Si 3,01 aA 3,17 aA
Sem Si 1,47 bB 1,80 bA
HYO1 2,24 bB 2,60 aA
HY02 2,34 bB 2,32 bB

Numeros seguidos por letras mindsculas iguais, ha mesma coluna, e letras mailsculas iguais, na
mesma linha, dentro de cada tratamento (Si/Hibrido) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Médias de 4 repeticdes.

5.6 Acumulo de Si na planta

Quando avaliado o acumulo total de Si na planta (raiz + parte aérea), o hibrido
HYO01 acumulou significativamente mais Si do que o hibrido HY02, com valores
meédios de 56,97mg e 35,23mg de Si por planta, respectivamente (Figura 12a). As
plantas cultivadas no solo onde foi aplicado silicato de calcio acumularam mais Si
(57,27mg) do que as plantas cultivadas sem aplicacdo do elemento (34,93mg)
(Figura 12b). Também foi observada diferenca significativa entre plantas sem
infestacdo e plantas com infestacdo da praga, em que as plantas infestadas
acumularam menos Si (35,20mg) do que as plantas sem infestacdo (57,00mg)
(Figura 12c).
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Figura 12. Valores de acumulo de Si total da planta comparando as diferencas encontradas entre
hibridos (A), aplicacdo de Si (B) e infestacdo de D. speciosa (C) (média + erro padrdo). Médias com

diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5%.

Os valores de Si apresentados na analise quimica do solo mostram que para
cada vaso foram disponibilizados em média 61,25mg de Si, no tratamento com
aplicacdo de CaSiOs, e em média 11,25mg de Si, no tratamento sem aplicacdo do
elemento. Como pode ser observado na figura 8, as plantas foram capazes de
extrair uma quantidade significativa do elemento do solo. Prado e Korndorfer (2003)
nao obtiveram resposta de desenvolvimento da planta, quando aplicaram escoéria de
siderurgia como fonte de Si na cultura do milho, mesmo apresentando alta
disponibilidade do elemento, sugerindo que a cultura do milho pode nao ter

respondido ao silicio, mesmo presente no interior da planta.
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5.7 Producéo de biomassa da parte aérea e do sistema radicular
Para a variadvel altura de planta, a andlise de variancia mostrou somente

diferenga entre hibridos, no qual o HYOL1 foi significativamente maior do que o HY02
(Figura 13).

50

40 A

30 A

20 A

Altura da planta (cm)

10 A

HYO01 HY02

Figura 13. Altura das plantas dos dois hibridos de milho no estagio V10. (média + erro padrao).

Barras com letras iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.

Em relacdo a producdo de biomassa da parte aérea, ndo foi encontrado efeito
significativo do Si, mas houve efeito simples de hibrido e de grau de infestacdo. O
hibrido HYO1 apresentou mais massa da parte aérea seca do que o hibrido HY02
(Figura 14a). Sob infestacdo, os valores de massa para ambos os hibridos foram
menores. Comparando a massa das plantas sem infestacdo, a massa das plantas
infestadas foi 21% menor (Figura 14b). Tal efeito pode ter sido ocasionado por uma
possivel reducdo de absorcdo de nutrientes do solo pela planta, uma vez que a
injuria ocasionada pelas larvas diminui a quantidade de raizes e consequentemente
prejudica a absorcdo de agua e minerais no solo. Marques et al. (1999) também
encontraram reducao significativa de biomassa da parte aérea de plantas de milho
infestadas com a praga, e atribuiram esse efeito a reducédo do sistema radicular

ocasionado pela alimentacéo de larvas de D. speciosa.
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Figura 14. Comparacgdo da massa da parte aérea seca dos hibridos (A), e do efeito da infestagéo (B)

(média + erro padréo). Barras com letras iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.

Para a variavel producdo de massa de raiz, observou-se interacdo tripla
significativa dos fatores estudados. Ao comparar os genoétipos, o hibrido HYO1
produziu mais biomassa do que o hibrido HY02, na auséncia da praga e sem
aplicacéo de Si (Figura 15). Tal resultado pode indicar que naturalmente o hibrido
HYOl1l produza mais biomassa do sistema radicular em comparacdo ao hibrido
HYO02, podendo ser um dos fatores para a menor injlria encontrada na raiz do HYO1.
Como sugerido por Viana (2010), uma das caracteristicas de uma planta resistente
ao ataque da larva é a presenca de um sistema radicular mais desenvolvido e/ou
com maior capacidade de emisséo de novas raizes ao longo do periodo de ataque.

A infestacdo da praga diminuiu significativamente a biomassa da raiz quando
comparados os tratamentos com e sem infestacdo, evidenciando a capacidade da
praga em prejudicar o desenvolvimento da planta ao se alimentar do sistema
radicular.

Quando comparados os tratamentos com e sem Si, na auséncia da praga, o
hibrido HYO1 produziu menos biomassa na condicdo de maior disponibilidade do
elemento, sendo o oposto do encontrado para o hibrido HYO02. Restricdo no
desenvolvimento radicular também foi observado por Ribeiro et al. (2011) em plantas
de cafeeiro cv. Catuai Vermelho, conduzidos em solo suplementado com silicato de
calcio. Embora tenha ocorrido uma diminuicdo da massa seca da raiz, o autor

mostra que ndo houve interferéncia no desenvolvimento da parte aérea das plantas.
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Figura 15. Massa da raiz seca de hibridos de milho. (média + erro padréo). Diferengcas encontradas
no desdobramento das interacdes. Letras mindsculas iguais (entre os hibridos) e maidsculas iguais
(dentro do hibrido), ndo diferem pelo teste Tukey a 5%.

Os maiores valores de crescimento e biomassa encontrados para o hibrido
HYO1, tanto na parte aérea quanto na raiz, e, principalmente, a menor injlria sob
infestacdo reforcam a hipétese de que tal hibrido apresenta um grau de resisténcia a
praga maior que o HYO02. Ficou evidenciado, de forma geral, reducao significativa de
valores das variadveis avaliadas, ocasionado pelo atague da praga, e mesmo sob
efeito desse estresse, o HYO1 apresentou uma melhor resposta de crescimento e

producdo de biomassa em relacdo ao HY02.
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6 CONCLUSOES

O hibrido HYO1 apresenta um grau maior de resisténcia ao ataque de larvas
de D. speciosa em relacdo ao hibrido HY02, que pode ser considerado uma
resisténcia nativa.

A aplicagéo do Si, na metodologia utilizada nesse estudo, ndo foi capaz de
promover resisténcia ao ataque da larva de D. speciosa no sistema radicular dos
hibridos de milho testados.

O Si induziu modificacBes na anatomia do sistema radicular do hibrido HYO01,

sob estresse bidtico.
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