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RESUMO

O herbicida nicosulfuron se destaca entre os principais utilizados em pos-
emergéncia na cultura do milho. Dentre as tecnologias disponiveis no mercado,
alguns hibridos podem ser considerados tolerantes ao nicosulfuron, e essa
sensibilidade diferencial esta relacionada com o ambiente, o estadio de
desenvolvimento da planta e a dose de herbicida utilizada. A seletividade de
herbicidas é geralmente determinada em funcdo da fitointoxicacdo e do efeito do
produto nas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas das plantas. De modo que o
objetivo do trabalho foi determinar a sensibilidade de hibridos de milho ao herbicida
nicosulfuron por meio de marcadores bioquimicos. O primeiro experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacdo com delineamento experimental inteiramente
casualizado com 4 repeticbes em esquema fatorial 4 x 2 (hibridos x doses), o
herbicida foi aplicado nas doses 0 e 120 g i.a. ha' quando as plantas se
encontravam no estadio fenolégico V3. Foram realizadas avaliacbes da taxa de
transporte de elétrons (ETR), fitointoxicacdo e altura aos 1, 3, 7 e 14 dias apés a
aplicacdo (DAA). Aos 14 DAA as plantas foram coletadas para determinagéo da
massa seca. Dentre os hibridos utilizados selecionou-se o0 mais sensivel e o mais
tolerante para a realizacdo de andlises de determinacdo dos teores do &cido
aminobutirico, e dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina, nesses mesmos
periodos de avaliagdo. O segundo experimento foi disposto em delineamento
inteiramente casualizado com 5 repeticdes em esquema fatorial 8 x 2 (hibridos x
doses), as doses de nicosulfuron aplicadas foram 0 e 120 g i.a. ha™. O experimento
foi realizado em épocas distintas para os estadios V2 e V6 de desenvolvimento do
milho. Um dia apés a aplicacdo do herbicida as plantas foram coletadas para
determinacdo dos teores de nicosulfuron, dos &cidos aminobutirico e quinico e dos
aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Durante o experimento foram realizadas
avaliacdes da taxa de transporte de elétrons aos 1, 7, 10, 14, 21 e 28 DAA, altura e
fitointoxicacéo das plantas aos 7, 14, 21 e 28 DAA e aos 7 DAA foram determinados
os teores de clorofila. As plantas foram coletadas aos 28 DAA para determinacéo da
massa seca da parte aérea. No primeiro experimento, a coleta das plantas um dia
apos aplicacdo de nicosulfuron foi considerado o melhor periodo para determinacao
dos teores de acido aminobutirico, uma vez que o maior acumulo desse composto

ocorreu nesse periodo. O hibrido mais sensivel apresentou maiores valores de



fitotoxicidade, menores valores de altura, ETR, massa seca e maior acumulo do
acido aminobutirico quando comparado ao hibrido mais tolerante. No segundo
experimento os oito hibridos estudados apresentaram diferentes niveis de
sensibilidade ao nicosulfuron e os maiores teores internos e externos do herbicida
foram encontrados nas plantas aplicadas no estadio fenolégico V2. O acumulo de
aminobutirico nas plantas apos aplicagdo do herbicida ocorreu para todos os
hibridos nos dois estadios fenoldgicos, no entanto sé foi possivel estabelecer
correlacdes entre o acumulo de aminobutirico e a sensibilidade dos hibridos quando

a aplicacdo ocorreu no estadio V2 de desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: Acido aminobutirico. Aminoacidos. Herbicidas inibidores da ALS.

Sulfonilureia.



ABSTRACT

Nicosulfuron stands out among the principal post-emergent herbicides used in the
maize crop. Among the commercial technologies available, there are some hybrids
considered tolerant to this molecule and can present a differential sensitivity, process
which is related to the environment, growth stage and herbicide dose. The objective
of the study was to determine the sensitivity of corn hybrids to the herbicide
nicosulfuron by means of biochemical markers. The first experiment was carried out
under greenhouse conditions in a completely randomized design with four
replications in a factorial scheme 4 x 2 (hybrids x doses). The herbicide was applied
at 0 and 120 g a.i. ha™, when the plants were in the V3 stage. Electron transport rate
(ETR), phytointoxication and plant height were evaluated at 1, 3, 7 and 14 days after
treatment (DAT). Plants were collected at 14 DAT to determine its dry weight. The
most sensitive and tolerant hybrids were selected to determinate the content of 2-
aminobutyric acid and valine, leucine and isoleucine amino acids, in the same
evaluation period. The second experiment was arranged in a completely randomized
design with five replications in a factorial scheme 8 x 2 (hybrids x doses), the
nicosulfuron was applied at 0 and 120 g a.i. ha™. The experiment was conducted in
different periods, for V2 and V6 maize growing stage. One day after the herbicide
application, the plants were collected to determine the content of nicosulfuron, 2-
aminobutyric and quinic acid, as well as valine, leucine and isoleucine amino acids.
During the experiment, the ETR was evaluated at 1, 7, 10, 14, 21 and 28 DAT, and
the variables plant height and phytointoxication at 7, 14, 21 and 28 DAT. At 7 DAT
the chlorophyll content was determined. Plants were collected at 28 DAT to
determine the shoot dry weight. In the first experiment, the collection of the plants
one day after application was considered the best period for determination of
aminobutyric acid contents, since the greatest accumulation of this compound
occurred during that period. The most sensitive hybrid presented higher phytotoxicity
values, lower plant height, ETR, dry weight and the highest 2-aminobutyric acid
accumulation when compared to the most tolerant hybrid. In the second experiment
the eight hybrids presented different sensitivity levels to nicosulfuron. The greatest
internal and external herbicide content was observed in V2 stage. The accumulation
of 2-aminobutyric acid in the plants after herbicide application occurred for all hybrids

in both growing stages, however it was only possible to establish correlations



between the accumulation of 2-aminobutyric acid and the sensitivity of the hybrids
when the herbicide was applied in the V2 stage.

Keywords: 2-aminobutyric acid. Amino acids. ALS inhibitor herbicides. Sulfonilureia.
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1 INTRODUCAO

O milho € um dos mais importantes cereais cultivados no mundo, é um
alimento de elevado valor energético e de custo relativamente baixo, a importancia
econdbmica dessa cultura é caracterizada pelas diversas formas que é utilizado, que
vai desde a alimentacdo animal até a industria de alta tecnologia. O Brasil € o
terceiro maior produtor mundial de milho, e assim como acontece no cenario
mundial, o milho € uma das espécies agricolas de maior importancia no pais, tanto
em relacdo a éarea cultivada quanto a producdo. Além disso, esse cereal é
importante fonte de energia em regibes com baixa renda, representando também
elevada importancia social (CRUZ et al., 2011; MORO; FRITSCHE-NETO, 2015).

Os efeitos negativos causados pela interferéncia das plantas daninhas podem
causar prejuizos no desenvolvimento das plantas de milho (ZAGONEL; VENANCIO;
KUNZ, 2000). A competicdo estabelecida entre plantas daninhas e a planta cultivada
pode levar a perdas no rendimento da cultura de até 70%, variando em funcéo do
tipo de solo, do estadio de desenvolvimento da cultura, das espécies de plantas
daninhas que infestam a area, do grau de infestacdo e das condicbes ambientais
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). Nesse sentido, 0 manejo de plantas daninhas
€ fundamental para garantir uma boa produtividade na cultura do milho quando
essas plantas se desenvolvem no mesmo espaco e periodo de tempo da cultura,
estabelecendo um processo competitivo pois para 0 seu crescimento e
desenvolvimento necessitam dos mesmos fatores exigidos pela cultura (CONTIERO,
2009).

A aplicagdo de herbicidas € um método de controle altamente empregado nas
lavouras de milho, sendo uma pratica fundamental para o manejo das plantas
daninhas, principalmente em situacfes de altas infestacdes. O controle quimico &
considerado como método mais viavel em grandes propriedades, devido a maior
agilidade e eficiéncia dos herbicidas (LOPEZ-OVEJERO et al., 2003; VARGAS;
PEIXOTO; ROMAN, 2006).

Os herbicidas inibidores da acetolactato sintase (ALS, também denominada
acetohidroxi-acido sintase, AHAS) estdo entre os produtos quimicos mais utilizados
no controle de plantas daninhas desde a sua introdu¢cdo no mercado no inicio dos

anos 80, incluindo cinco grupos quimicos: sulfonilureias, imidazolinonas,
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triazolopirimidinas, pirimidiltiobenzoatos e sulfonilamina carbonil triazolinonas (ZHOU
et al., 2007). Atualmente, os produtos com esse mecanismo de acédo sao utilizados
na maioria das culturas agricolas, pois apresentam amplo espectro de acao
controlando plantas daninhas mono e dicotiledéneas com o emprego de baixas
doses, além disso séo altamente seletivos e possuem baixa toxicidade a organismos
ndo-alvo como mamiferos, peixes, aves e insetos (SHANER, 1999).

No Brasil, o registro de herbicidas do grupo quimico das sulfonilureias como,
por exemplo, o nicosulfuron e foransulfuron + iodosulfuron, possibilitou novas
perspectivas para o controle de plantas daninhas na cultura do milho. A
sensibilidade do milho ao nicosulfuron esta relacionada a capacidade da cultura em
metabolizar o herbicida em compostos ndo ativos, sendo assim, cultivares tolerantes
de milho metabolizam herbicidas sulfonilureias de maneira mais rapida. A tolerancia
diferencial de hibridos de milho ao nicosulfuron requer maior cuidado na aplicacéo
do herbicida, devendo se limitar aos cultivares que tolerem o produto (RIZZARDI et
al., 2014).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi determinar a sensibilidade

de hibridos de milho ao herbicida nicosulfuron por meio de marcadores bioquimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A culturado milho e sua importancia econémica

O milho é uma graminea que pertence a familia Poaceae, género Zea e
espécie Zea mays, tendo como possivel regido de origem a América Central, onde
se encontram seus ancestrais mais proximos. Essa planta vem sendo utilizada
desde os primérdios da agricultura, sendo seu processo de domesticacao iniciado ha
mais de 10 mil anos (PATERNIANI; CAMPOS, 2005).

De toda producdo agricola no mundo, a producdo de milho € uma das
maiores e mais expressivas, sendo o cereal mais cultivado. Devido ao seu valor
econdbmico e o alcance social e geografico da producdo, o milho € considerado
espécie indispensavel para a humanidade. A principal utilizacdo é como fonte de
energia através do amido de seus graos, sendo destinado para alimentacdo humana
como também para alimentagcdo animal, constitui-se como o principal ingrediente de
racdes, sendo indispensavel na cadeia produtiva de aves e suinos no Brasil. Além
disso, o milho é uma importante fonte de matéria-prima para a industria de alta
tecnologia, tendo uso industrial relevante na producdo de etanol (FRANCISCO;
KAPPES, 2012; MORO; FRITSCHE-NETO, 2015; TESTA; SILVESTRO, 2012).

Os Estados Unidos, a China e o Brasil sédo os maiores produtores mundiais de
milho e produziram, de acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos, 3454, 2245 e 84 milhdes de toneladas na safra de 2015/2016,
respectivamente. Os principais paises responsaveis pela maior parte da exportacdo
desse grdo e consequentemente pelo abastecimento do mercado mundial de milho
sao os Estados Unidos, o Brasil, a Argentina e a Ucrania (USDA, 2017).

O consumo mundial do milho vem aumentando nos ultimos anos, esse
processo esta relacionado principalmente ao aumento na demanda de milho
utilizado na alimentacao animal, que na safra 2018/2019 ultrapassou 660 milhdes de
toneladas, representando um incremento de aproximadamente 14% quando
comparado a safra de 2014/2015 (GUTH, 2018).

No Brasil, a produgdo de milho ocorre em duas épocas distintas de
semeadura da cultura. A primeira época corresponde aos plantios de verdo, ou
primeira safra, realizados durante o periodo de chuvas, iniciando no més de agosto

na regido Sul e estendendo-se até novembro nas regides Sudeste e Centro- Oeste.
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A segunda safra ou safrinha é o milho de sequeiro que normalmente € plantado
apos a colheita da soja precoce, no periodo de janeiro a abril, sendo cultivado
principalmente na regido Centro-Oeste e no Parana (DUARTE; GARCIA; MIRANDA,
2015; GARCIA et al., 2008). Ocupando aproximadamente 16,6 milhdes de hectares,
a cultura do milho encontra-se amplamente disseminada pelo territério nacional,
sendo produzida em praticamente todos os estados. A maior producdo esta
concentrada na regido Centro-Oeste, e 0 estado do Mato Grosso destaca-se como
maior produtor com 26,4 milhdes de toneladas produzidas na safra 2017/2018,
seguida das regibes Sul e Sudeste que produziram nessa mesma safra 19,2 e 11,1
milhdes de toneladas de milho, respectivamente (CONAB, 2018).

Apesar de apresentar elevada importancia econémica no pais, a cultura tem
apresentado baixa produtividade média, em torno de 4 t ha™ nas Gltimas safras,
guando comparado com as elevadas produtividades obtidas nos Estados Unidos
que chegam a 9 t ha® (SANGOI; SILVA, 2012). De acordo com Garcia e Duarte
(2011), por ser calculada englobando regides que apresentam grande diversidade
em relacdo ao sistema de cultivo como também em relacdo a finalidade de
producdo, essa baixa produtividade ndo representa o desenvolvimento tecnologico
gue vem sendo alcancado por grande parte dos produtores que gerenciam lavouras
comerciais.

Cruz et al. (2011) evidencia a existéncia de uma dualidade na producdo do
milho no Brasil onde um elevado nimero de pequenos produtores praticam
agricultura de subsisténcia, ndo sédo altamente tecnificados e ndo possuem recursos
para alcancar elevadas produtividades, enquanto uma pequena parcela de grandes
produtores dispdem de mais terras, tecnologias e capital, alcancando produtividades
equivalentes a de paises de agricultura mais avancada.

A divergéncia nos niveis de produtividade entre as diversas regides
produtoras de milho no pais pode estar relacionada a utilizacdo de genoétipos de
baixo potencial ou sementes de baixa qualidade, gendtipos ndo adaptados a regiao
de producgéo, arranjo de plantas inadequado, aplicacdo de baixas doses de
fertilizantes, bem como a interferéncia imposta pela presenca de plantas daninhas
(SANGOI; SILVA, 2012).
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2.1.1 Interferéncia de plantas daninhas na cultura do milho

No cenério agricola, as atividades voltadas para controle de plantas daninhas
representam cerca de 20 a 30% dos custos de producao (SILVA et al., 2009). Para a
producdo de milho esses gastos ndo podem ser evitados pelos produtores, pois um
dos principais fatores que levam a baixa produtividade da cultura é o controle
inadequado ou a auséncia de controle de plantas daninhas (SILVA et al., 2015).

As plantas daninhas interferem nas plantas cultivadas através da competicao
pelos recursos necessarios ao crescimento e desenvolvimento como luz, agua,
nutrientes e espacgo; e por liberarem substancias alelopaticas no ambiente que
podem ser prejudiciais ao desenvolvimento e a produtividade da cultura. Além disso,
as plantas daninhas desempenham um papel importante quando hospedam pragas,
doencas e nematoides (PITELLI, 1987).

A interferéncia de plantas daninhas pode afetar significativamente o
crescimento e o rendimento de gréos da cultura do milho. Embora seja considerada
uma cultura competitiva, as perdas de rendimento devido a interferéncia podem ser
de 10 a mais de 80%, variando de acordo com o estadio fenolégico da cultura, as
espécies e a densidade de plantas daninhas presentes e o periodo de convivéncia
entre as plantas daninhas e a cultura (RIZZARDI et al., 2014; SILVA et al., 2015;
VARGAS, PEIXOTO, ROMAN, 2006).

A producdo da cultura normalmente é utilizada como parametro para
avaliacao do grau de interferéncia das plantas daninhas (PITELLI, 2014). No entanto
essas plantas também podem afetar outras caracteristicas da planta cultivada. Rossi
et al. (1996) observaram que o comprimento e o peso das espigas, 0 peso dos graos
e a altura de insercdo da primeira espiga foram afetados negativamente pela
presenca de plantas daninhas para todos os cultivares estudados.

As plantas daninhas presentes nas areas de producao de milho também séo
responsaveis por provocar maturacao desuniforme e reduzir a qualidade dos graos,
bem como por dificultar a operacdo de colheita devido ao embuchamento das
maquinas, levando a perdas durante esse processo (SILVA et al., 2015; VARGAS,
PEIXOTO, ROMAN, 2006;). Aléem disso, a competicdo por luz durante a fase
vegetativa do milho gera um estresse que culmina no atraso da emissao do pendao
e dos estigmas, afetando assim o processo de polinizagdo da cultura (RIZZARDI et
al., 2014).



24

A época de inicio de controle das plantas daninhas é de extrema importancia,
pois a duracdo do periodo em que as plantas daninhas e as plantas cultivadas
convivem e disputam pelos recursos limitantes do meio pode influenciar o
desenvolvimento e a producéo da cultura do milho (MEROTTO JR. et al., 2000).

O periodo critico de competicdo na cultura do milho pode ser bastante
varidvel, dependendo do gendtipo, da época de semeadura, das condi¢cdes
climaticas, da densidade e das espécies de plantas daninhas presentes na area.
Esse periodo tem sido relatado por diversos autores em condi¢des distintas, mas de
maneira geral ocorre dos 15 até os 50 dias apdés a emergéncia da cultura (KARAM,;
RIZZARDI; CRUZ, 2008; RIZZARDI et al., 2014). Considerando-se a fenologia do
milho, Kozlowski (2002) verificou que o periodo critico de prevencao da interferéncia
corresponde ao intervalo entre os estadios fenolégicos V2 a V7, ou seja, de 2 a 7
folnas totalmente expandidas. O autor destaca a importancia da utilizacdo da
fenologia da cultura como base para que técnicas de manejo adequadas ao estadio

de desenvolvimento da planta sejam implementadas.

2.2 Controle de plantas daninhas na cultura do milho

Para que o controle de plantas daninhas seja realizado de maneira adequada
€ importante que a estratégia de manejo apresente eficiéncia técnica e econémica.
O método de controle mais adequado para a cultura inserida em um ambiente
especifico, deve ser escolhido com base nas condi¢cbes climaticas, nas principais
espécies de plantas daninhas presentes, na disponibilidade de equipamento e méo-
de-obra, bem como nos riscos associados a falha de controle. O fator ambiental
também vem sendo considerado por alguns agricultores (FANCELLI; DOURADO
NETO, 2000; GUNSOLUS, 1990).

Dentre os métodos de controle de plantas daninhas que podem ser
empregados na cultura do milho, atualmente destacam-se os métodos mecanicos,
culturais e principalmente quimicos, através da aplicacdo de herbicidas. Entretanto,
€ importante que essas medidas sejam integradas, pois quando empregadas de
maneira isolada, podem nao ser suficientes para prevenir toda a interferéncia
exercida pelas plantas daninhas sobre a cultura (SEVERINO; CARVALHO;
CHRISTOFFOLETI, 2005). O manejo integrado de plantas daninhas na cultura do
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milho tem como objetivo, além da racionalizacdo do uso de herbicidas, proteger o
ambiente e diminuir os custos de produgdo (KARAM; RIZZARDI; CRUZ, 2008;
MEROTTO JUNIOR et al., 1997; RIZZARDI et al., 2014).

O controle cultural baseia-se na adocdo de técnicas para que a cultura
manifeste seu méaximo potencial produtivo, favorecendo assim as plantas cultivadas
em relagcdo ao potencial competitivo das plantas daninhas (MACIEL, 2014). A
utilizacdo de cultivares mais competitivos e modificacbes no arranjo espacial de
plantas de milho influenciam em diversos fatores que s&o cruciais para a
produtividade de grados, havendo ou ndo a competicdo interespecifica. A
competitividade da cultura com as plantas daninhas pode ser favorecida pela
escolha de gendtipos com caracteristicas como elevada estatura e rapido
crescimento inicial (BALBINOT JUNIOR; FLECK, 2004).

Os plantios com populagdes elevadas e espacamentos estreitos promovem
maior e mais rapido fechamento do solo, Merotto Junior et al. (1997) observaram
reducdes da matéria seca das plantas daninhas com o aumento da populacédo de
plantas de milho, promovendo assim um aumento do rendimento de grdos da
cultura. Além disso, a época de plantio, 0 uso de cobertura morta, rotacdo de
culturas, adubacédo adequada e um bom manejo de irrigacdo também sdo técnicas
do manejo cultural que aumentam a capacidade competitiva da cultura (KARAM,;
MELHORANCA; OLIVEIRA, 2008).

2.2.1 Controle quimico de plantas daninhas

As medidas preventivas, culturais e mecanicas sao essenciais no manejo das
plantas daninhas, no entanto o controle quimico através da aplicacdo de herbicidas
€, em muitos casos, necessario para garantir o controle efetivo das invasoras,
principalmente quando o banco de sementes de plantas daninhas no solo é elevado
e quando h&a predominancia de espécies altamente competitivas, representando
grande potencial de dano a cultura, sendo assim, um método fundamental para
garantir elevadas produtividades (BALBINOT JUNIOR; TREZZI, 2012).

O controle quimico é considerado uma operacdo que demanda elevado

investimento inicial e por isso é recomendado para lavouras de medio e grande porte
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que possui nivel tecnologico elevado onde busca-se altas produtividades
(MELHORANCA et al., 2015).

Os herbicidas utilizados na cultura do milho podem ser aplicados em épocas
distintas. O controle de plantas daninhas utilizando herbicidas em pré-emergéncia
vem sendo realizado hd muitos anos, no entanto esses herbicidas dependem dos
niveis de precipitagéo, que refletem na umidade do solo, para que possuam elevada
eficacia de controle. Devido a possibilidade de ocorréncia de condicdes inadequadas
para atuacado dos herbicidas aplicados em pré-emergéncia, do desenvolvimento de
herbicidas pos-emergentes eficientes no controle de gramineas e folhas largas e do
desenvolvimento de culturas resistentes a herbicidas, as aplicacbes em pos-
emergéncia apresentaram alto crescimento nos programas de controle de plantas
daninhas na cultura do milho (TAPIA et al., 1997; WHALEY et al., 2006).

A aplicagdo em pré-semeadura também é uma opcdo de manejo, 0S
herbicidas séo aplicados antes do plantio da cultura e o tempo necessario entre a
aplicacdo e a semeadura varia em funcdo das caracteristicas do herbicida, das
condi¢cBes climéticas, da textura do solo e da presenca de cobertura vegetal. Além
disso, podem ser realizadas aplicagdes em jato dirigido nas entrelinhas. Nas
aplicacbes em pré-emergéncia, a maioria dos herbicidas utilizados pertence aos
grupos quimicos das triazinas e das amidas, e entre os aplicados em pos-
emergéncia destacam-se 0s herbicidas pertencentes ao grupo quimico das
sulfonilureias como, por exemplo, o nicosulfuron e foransulfuron + iodosulfuron
(KARAM; RIZZARDI; CRUZ, 2008; RIZZARDI et al., 2014).

Dois importantes fatores devem ser considerados ao se utilizar o controle
guimico, a eficiéncia do herbicida para as principais espécies de plantas daninhas
presentes na lavoura e sua seletividade na cultura (MELHORANCA et al., 2015). A
época de aplicacdo dos herbicidas na cultura do milho também é um fator
importante. Zagonel, Venancio e Kunz (2000) observaram reducdo nos
componentes de producdo, como 0 numero de espigas por planta, e na
produtividade do milho com o atraso na época de controle das plantas daninhas,
sendo que a produtividade apresentou queda acentuada quando o controle ocorreu
a partir dos 18 dias ap0s a emergéncia do milho, evidenciando assim vantagem do
controle precoce de plantas daninhas sobre a produtividade da cultura. Além disso, o

estadio fenoldgico da cultura durante a época de aplicacdo é essencial para

determinar a seletividade do herbicida, se 0 momento de aplicacao for inadequado, o
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herbicida pode provocar injdrias na cultura reduzindo sua producdo (LOPEZ-
OVEJERO et al., 2003).

2.3 Seletividade de herbicidas

No ambiente agricola, um fator imprescindivel para que o controle quimico de
plantas daninhas seja eficiente é a seletividade dos herbicidas, que é considerada
como uma medida da resposta diferencial de espécies de plantas a um herbicida
especifico. Sendo assim, um herbicida seletivo é aquele que é mais téxico para
determinadas plantas do que para outras, considerando os mesmos limites de dose,
condi¢cdes ambientais e métodos de aplicacdo (OLIVEIRA JR.; INOUE, 2011). Nesse
sentido, Negrisoli et al., (2004) ressalta que o herbicida seletivo é capaz de eliminar
as plantas daninhas presentes em uma determinada cultura sem afetar a
produtividade e a qualidade do produto final.

As interagBes entre as condi¢cdes edafoclimaticas, as caracteristicas fisico-
quimica dos herbicidas e as caracteristicas anatdbmicas, morfo-fisiolégicas e
bioquimicas da planta também estdo relacionadas com a seletividade do herbicida.
Dentre os fatores que compfe essas interacfes e determinam a seletividade do
herbicida, destacam-se o0s fatores inerentes ao herbicida como a estrutura
molecular, formulacéo, dose, propriedades fisico-quimicas das moléculas e modo de
aplicacao que pode influenciar na localizacdo espacial ou temporal do herbicida em
relacdo a planta, bem como os fatores inerentes a planta como o estadio de
desenvolvimento, mecanismos de absor¢do e translocagcdo diferencial e
metabolismo diferencial (AZANIA; AZANIA, 2014).

Um dos principais mecanismos de seletividade de herbicidas nas plantas é o
metabolismo diferencial, que pode ocorrer através da ativacdo, que consiste na
transformacao da molécula parental em um metabdlito biologicamente ativo, ou via
inativacdo (HOAGLAND; ZABLOTOWICZ; HALL, 2000). Nesse processo muitos Sao
0S casos em que as plantas cultivadas possuem maior habilidade de metabolizar as
moléculas do herbicida, transformando-as em substancias ndo toxicas, quando
comparado com as plantas daninhas (COLE, 1994).

A inativacdo do herbicida baseia-se na sua transformagcdo quimica em

compostos derivados que sdo quimicamente distintos, envolvendo uma ou mais
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reacOes catalisadas por enzimas. Tanto as taxas de metabolizacdo quanto 0s
metabdlitos formados nesse processo dependem das espécies vegetais. Os
produtos da transformacdo quimica normalmente sdo menos téxicos e mais
hidrofilicos (caracterizando menor mobilidade na planta) do que o composto original,
fato que consolida o efeito de desintoxicacdo (COLE, 1994; COLEMAN; BLAKE-
KALFF; DAVIES, 1997).

O metabolismo do herbicida é geralmente dividido em trés fases: Fase |
(conversao), Fase Il (conjugacao) e Fase Il (compartimentalizacdo). A Fase | &
provavelmente a fase mais importante do metabolismo de pesticidas nas plantas
(SHIMABUKURO; LAMOUREUX; FREAR, 1982), pois estes sdo submetidos a
modificacbes através dos processos de oxidacdo, reducdo ou hidrolise que
tipicamente aumentam a polaridade, diminuem (ou em alguns casos aumentam) a
fitotoxicidade da molécula parental (HATZIOS, 1997). Embora os produtos das
reacdes de fase | sejam mais hidrofilicos do que o xenobidtico original, a funcdo
primaria desta fase € fornecer locais reativos no xenobiético através da adi¢cdo ou
exposicdo de grupos funcionais (como hidroxila ou carboxila), predispondo o0s
compostos para as reagOes da Fase Il (COLEMAN; BLAKE-KALFF; DAVIES, 1997).
A segunda fase envolve a conjugacdo do herbicida ou seu metabdlito com
aminoacidos, glicose ou glutationa, originando metabdlitos sollveis em agua, nao
toxicos e relativamente iméveis na planta. A Fase lll pode envolver conjugacéo
secundaria seguida do transporte dos conjugados para compartimentos como o
vacuolo e a parede celular, onde pode ocorrer metabolismo adicional (HATZIOS,
1997; SHIMABUKURO; LAMOUREUX; FREAR, 1982).

As principais enzimas responsaveis pelas transformacdes oxidativas da fase |
sdo as do complexo P450 que catalisam reacbes como hidroxilagdo e N-
desalquilagdo. Ja as transformacbGes da fase Il sdo processos conjugativos
geralmente catalisados pela glutationa S-transferase (GSTs). Os complexos
enzimaticos GST e o citocromo P450 séo responsaveis pela detoxificacdo de grande
parte dos herbicidas na maioria das plantas (ZABLOTOWICZ; HOAGLAND; HALL,
2005).

Uma das causas que impulsionaram a pesquisa do metabolismo de
herbicidas mediada pelo P450 foi a descoberta e a comercializacédo de herbicidas
pertencentes aos inibidores da ALS. Esses herbicidas apresentaram caracteristicas

como baixa toxicidade em mamiferos, boa seletividade para culturas e propriedades
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favoraveis ao ambiente em comparagdo com as antigas moléculas e as P450s
desempenham um papel fundamental no metabolismo de véarios produtos desta
classe de herbicidas (SIMINSZKY, 2006).

As sulfonilureias e as imidazolinonas, grupos quimicos de herbicidas
inibidores da ALS, s&o exemplos de herbicidas altamente seletivos por passarem
pelo processo de desativacdo metabdlica onde as espécies tolerantes e as espécies
sensiveis apresentam elevadas diferencas na sensibilidade. Para os herbicidas
pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas, os metabdlitos formados pela
planta sdo muito menos toxicos do que os compostos originais (OLIVEIRA JR.;
INOUE, 2011). Ja para as sulfonilureias Carey, Penner e Kells (1997) compilando
informacdes de diversos autores, relataram que a base principal para a seletividade
desses herbicidas é a taxa diferencial do metabolismo onde espécies tolerantes
desintoxicam rapidamente sulfonilureias gerando compostos inativos, enquanto em
espécies sensiveis 0 metabolismo é muito mais lento e menos intenso.

De acordo com Barrett (1995) as monooxigenases dependentes do citocromo
P450 tém sido consideradas um complexo enzimatico de grande importancia para a
desintoxicagao de herbicidas em milho, desempenhando um papel tdo importante
qguanto a glutationa S-transferase para o metabolismo de herbicidas. O autor afirma
ainda que a mudanca no papel da P450 na seletividade de herbicidas em milho pode
estar relacionada com a introducdo de novas classes de herbicidas na cultura, que
podem atuar como substratos mais eficientes para as isoenzimas P450 do milho
quando comparado aos produtos mais antigos. Além disso, 0s herbicidas mais
novos (imidazolinonas, sulfonamidas, sulfonilureias) séo aplicados em doses mais
baixas, sendo a atividade do P450 suficiente para a desintoxicacdo do herbicida

antes que injarias ocorram na cultura.

2.3.1 Nicosulfuron

Dentre os principais herbicidas utilizados na cultura do milho destaca-se o
nicosulfuron 2-[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-yl)carbamoylsulfamoyl]-N,N-
dimethylpyridine-3-carboxamide, que é um herbicida sistémico seletivo para a
cultura, recomendado para aplicacdo em pds-emergéncia no controle de plantas

daninhas poaceas e algumas dicotiledéneas. A meia-vida do nicosulfuron no campo
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€ de 21 dias, jA& nas plantas de milho a meia-vida do herbicida €é de
aproximadamente cinco horas enquanto que nas plantas sensiveis pode ser de
diversos dias (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

O nicosulfuron pertence ao grupo quimico das sulfonilureias, os herbicidas
desse grupo inibem a acetolactato sintase (ALS), também denominada acetohidroxi-
acido sintase (AHAS), que é a primeira enzima comum a rota dos aminoacidos
essenciais de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina. A enzima ALS catalisa
duas reacdes em paralelo, na primeira delas onde ocorre a biossintese de valina e
leucina, duas moléculas de piruvato sdo condensadas resultando em 2-acetolactato.
J& na segunda reacdo, para a formacdo de isoleucina, uma molécula de piruvato
reage com 2-cetobutirato originando acetohidroxibutirato (DURNER; GAILUS;
BOGER, 1991; MCCOURT et al., 2006).

A enzima ALS regula a velocidade de sintese desses aminoécidos em funcéo
da quantidade disponivel e da necessidade de utilizacdo na sintese de proteinas
(VIDAL et al., 2014). Com a ligacéo do herbicida, a atividade catalitica dessa enzima
€ reduzida ou bloqueada resultando na deficiéncia de aminoacidos de cadeia
ramificada e essas reducdes drasticas nos niveis de valina, leucina e isoleucina
acredita-se ser o mecanismo primario pelo qual os herbicidas inibidores da ALS
causam inibicdo de crescimento e morte das plantas (SHANER, 1991; SHANER;
SINGH, 1992). Além disso, um efeito secundéario da aplicacdo de herbicidas desse
mecanismo de acao é o acumulo de 2-cetobutirato (a-cetobutirato ou 2-KB) ou do 2-
aminobutirato (2-AB, que é o produto da transaminacgdo de 2-KB) (LAROSSA; DYK;
SMULSKI, 1987; RHODES et al., 1987; SHANER, 1991; ZHOU et al., 2007).

Em estudos realizados por Shaner e Singh (1993) foi observado o acumulo de
elevados teores de 2-cetobutirato e 2-aminobutirato em plantas tratadas com
imazaquin, no entanto esses autores concluiram que nao existe uma relacdo entre
0s teores desses compostos na planta e a inibicdo do crescimento das mesmas,
indicando que a fitotoxicidade causada por esse grupo de herbicidas ndo se deve ao
acumulo de 2-cetobutirato e/ou 2-aminobutirato. Entretanto, Dayan et al. (2015)
afirma que os efeitos dos herbicidas inibidores da ALS podem ser medidos através
da extracado e quantificacdo do acumulo de 2-aminobutirato utilizando cromatografia
liquida de alta performance (HPLC).

As espécies de plantas variam quanto a sensibilidade aos herbicidas

inibidores da ALS (WHITCOMB, 1999), para os herbicidas pertencentes ao grupo
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das sulfonilureias o processo de metabolizacdo gerando compostos inativos € um
fator chave para tolerancia das culturas, em experimentos realizados na cultura do
milho evidenciou-se que esses herbicidas sdo inicialmente metabolizados pela acao
do citocromo P450 principalmente através de reacdes de hidroxilacdo (FONNE-
PFISTER et al., 1990).

Carey, Penner e Kells (1997) com o objetivo de determinar a base fisioldgica
para seletividade de nicosulfuron em diversas espécies de plantas observaram que o
milho foi capaz de metabolizar o herbicida de forma rapida e intensiva com apenas
20% do herbicida permanecendo em sua forma original ap6s 12 horas, e as
espécies tolerantes ao herbicida foram capazes de metaboliza-lo mais
eficientemente do que as espécies sensiveis, sendo assim, a taxa de metabolismo
do herbicida pode ser considerada um dos principais fatores que determinam se o
milho é tolerante ou sensivel ao nicosulfuron.

Cerca de 40% do nicosulfuron aplicado a superficie das folhas de uma
espécie tolerante como o milho ou de espécies sensiveis como o capim-
massarambé (Sorghum halepense) foi absorvido. No entanto, mais de 90% do
nicosulfuron absorvido foi metabolizado pelo milho em 20 horas, ja para o capim-
massaramb& mesmo um dia apds a aplicacdo ndo houve metabolismo perceptivel
do nicosulfuron (OBRIGAWITCH; KENYON; KURATLE, 1990)

Segundo Rodrigues e Almeida (2011), o nicosulfuron é seletivo para grande
parte dos cultivares comerciais de milho, no entanto, existem alguns hibridos para os
quais a aplicacdo desse produto ndo é recomendada. Sintomas iniciais de
fitotoxicidade podem ser observados mesmo para os hibridos tolerantes. A
tolerancia diferencial de hibridos de milho ao herbicida nicosulfuron foi evidenciada
por diversos autores (CAVALIERI et al., 2008; DAMIAO FILHO; MORO; TAVEIRA,
1996; MORTON; HARVEY, 1992). Os hibridos considerados tolerantes a esse
herbicida podem apresentar diferentes niveis de sensibilidade que variam de acordo
com a dose aplicada, com o estadio fenoldgico da planta e também com as
condigbes ambientais no momento da aplicacdo (GUBBIGA et al., 1995; MORTON,;
HARVEY, 1992).

Spader e Vidal (2001) avaliando a seletividade de nicosulfuron aplicado em
trés estadios de desenvolvimento (Vs, Vs € Vg representando 3, 6 e 9 folhas
completamente desenvolvidas, respectivamente) de um hibrido de milho

considerado tolerante ao herbicida, observaram que a tolerancia do milho € maior
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nos estadios iniciais de desenvolvimento e a seletividade de nicosulfuron para a
cultura diminui a partir do estadio de 6 folhas completamente expandidas, reduzindo
0 peso e o rendimento de grdos quando aplicado nos estadios Ve € Vo,

Para o milho pipoca aplicado com nicosulfuron nos estadios fenologicos Vs, Vs
e V; foram observados efeitos significativos em relacdo a intoxicagcdo, reducdo de
altura, comprometimento dos componentes de producao e consequente redugao de
produtividade de grdos quando o nicosulfuron foi aplicado no estadio V; para as
maiores doses testadas (70 e 140 g ha). Evidenciando assim a importancia da
observacéo do estadio fenoldgico das plantas de milho-pipoca para que a aplicacdo
do nicosulfuron seja realizada no momento adequado sem afetar a produtividade da
cultura, uma vez que as plantas se mostram mais sensiveis a aplicacdo desse
herbicida nos estaddios mais avancados de desenvolvimento (CAVALIERI et al.,
2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo no Nucleo de
Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de
Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, Campus de
Botucatu/SP.

Cada unidade experimental foi constituida por vasos de 1,7 litros preenchidos
com substrato Carolina®, composto de turfa de esfagno, vermiculita e casca de arroz
carbonizada, com pH 5,7 (£0,5). Foram semeadas cinco sementes por vaso, e apos
a emergéncia das plantas foi realizado um desbaste, permanecendo trés plantas de
milho viaveis por vaso. Durante todo o experimento as plantas foram mantidas em
casa-de-vegetacdo em condi¢cdo de plena luz.

Para aplicacdo dos tratamentos foi utilizado um pulverizador pertencente ao
NUPAM, constituido por estrutura metalica (barra de pulverizacdo) com 2 metros de
largura, tracionada por um conjunto de motor elétrico e modulador de frequéncia, sendo
assim possivel controlar a velocidade de trabalho. A barra é composta por quatro
pontas de pulverizacdo XR 110.02 VS, espacadas em 0,5 m e dispostas a 0,5 m de
altura em relacdo as unidades experimentais. A pressao de trabalho utilizada no
equipamento foi de 2,0 kgf cm™, com velocidade de 3,6 km h™ e consumo de calda de
200 L ha™.

3.1 Experimento 1 - Epocas de coleta para determinacdo do &cido

aminobutirico

O primeiro experimento foi realizado com o objetivo de definir a época ideal
para coletar as plantas de milho para posterior determinag¢édo do acido aminobutirico
e dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Esse experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repeticbes no esquema
fatorial 4 x 2, utilizou-se quatro hibridos de milho (NS 50 PRO II; CD 384; DKB 290
PRO Il e NS 56 PRO Ill) e duas doses do herbicida (0 e 120 g i.a. ha™). A aplicacéo
foi realizada quando as plantas encontravam-se no estadio fenoldgico V3 (trés folhas

completamente expandidas).
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Foram realizadas avaliacbes da taxa de transporte de elétrons no
fotossistema Il (ETR) aos 1, 3, 7 e 14 dias apos a aplicacdo (DAA) do herbicida,
utilizando o fluorbmetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti
Sciences), com leituras realizadas em dois pontos da ultima folha completamente
expandida. Os resultados foram expressos em porcentagem em relagéo ao tratamento
nao aplicado que foi considerado como 100%.

Avaliacdes de fitointoxicacdo foram realizadas aos 3, 7 e 14 DAA adotando-se
a porcentagem de 0 a 100 (0 representa auséncia de sintomas e 100% representa a
morte das plantas) (SBCPD, 1995). A altura das plantas foi determinada aos 3, 7 e
14 DAA através de medidas do nivel o solo até a insercéo da ligula da ultima folha
expandida. Aos 14 DAA as plantas foram coletadas para determinacdo da massa
seca. Para o hibrido que se mostrou mais sensivel e o0 mais tolerante, as plantas

foram coletadas aos 1, 3, 7 e 14 DAA pra a determinagdao dos compostos.

3.2 Experimento 2 - Sensibilidade de hibridos de milho ao nicosulfuron em
dois estadios fenoldgicos

O segundo experimento foi disposto em delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeticdes em esquema fatorial 8 x 2 (hibridos x doses), as doses
de nicosulfuron aplicadas foram 0 e 120 g i.a. ha™ e foram utilizados oito hibridos de
milho (Tabela 1).

Tabela 1 - Identi_ficac;éo dos hibridos de milho utilizados no segundo
experimento
Identificacao Hibrido Ciclo
H1 CD 384 PW Precoce
H2 DKB 290 PRO I Precoce
H3 CD 3612 PW Precoce
H4 NS 56 PRO I Precoce
H5 NS 50 PRO I Superprecoce
H6 P1680 VYH Superprecoce
H7 P30R50 VYH Precoce

H8 2B587 PW Precoce
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Esse experimento foi realizado em épocas distintas para dois estadios de
desenvolvimento do milho: V2 e V6 representando duas e seis folhas
completamente expandidas, respectivamente (Figura 1). Para o milho no estadio V2
o plantio ocorreu no dia 02/09/2018 e a aplicacao foi realizada dia 19/09/2018. Ja
para o milho no estadio fenolégico V6 o plantio foi feito dia 26/10/2018 e o
nicosulfuron foi aplicado dia 26/11/2018.

Figura 1 - Aplicacdo de nicosulfuron em dois estadios de desenvolvimento do
milho: V2 (A) e V6 (B).

A : B

1EmE|

No momento da aplicacdo do ensaio em que o milho se encontrava no estadio
fenoldgico V2 as condigcdes meteoroldgicas foram: temperatura de 21°C e umidade
relativa do ar de 83%, ja as condi¢cdes meteorolégicas no momento da aplicacao do
milho no estadio V6 foram: temperatura de 23°C e umidade relativa do ar de 68%.
Os dados de temperatura maxima, minima e média que ocorreram durante a

conducgédo desses ensaios estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Temperaturas maxima, média e minima durante a conducéo
dos experimentos. Estadio fenologico V2 (A) e V6 (B)
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3.2.1 Taxade transporte de elétrons e analise de crescimento

Para o experimento em que a aplicacdo ocorreu no estadio V2 foram realizadas
avaliacOes da taxa de transporte de elétrons no fotossistema Il aos 1, 7, 10, 14, 21 e 28
DAA, utilizando o fluorémetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti
Sciences), com leituras realizadas em dois pontos da Ultima folha completamente
expandida em todas as repeticdes dos tratamentos. Os resultados foram expressos em
porcentagem em relacéo ao tratamento ndo aplicado que foi considerado como 100%.
Para ambos os estadios fenoldgicos foram realizadas avaliacdes de fitointoxicacao
decorrentes da aplicacdo de nicosulfuron aos 7, 14, 21 e 28 DAA, no qual foram
atribuidas notas visuais para cada repeticdo adotando-se a porcentagem de 0 a 100
(O para auséncia de sintomas e 100 para a morte das plantas) considerando
sintomas visiveis de fitointoxicacdo como clorose foliar nas plantas (Sociedade
Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas — SBCPD, 1995). A altura das plantas foi
determinada aos 7, 14, 21 e 28 DAA por meio da medida da altura do colmo, do solo
até a ligula da ultima folha completamente expandida.

Aos 28 DAA as plantas foram coletadas, acondicionadas em sacos de papel e
secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C, durante 72 horas para obter massa
constante. Posteriormente, o material foi pesado em balanca de precisdao para

determinacdo da massa seca em cada um dos tratamentos.
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3.2.2 Teores de clorofila

Os teores de clorofila (a, b e total) e carotenoides foram determinados
segundo Lichtenthaler (1987). As folhas das plantas foram coletadas aos 7 DAA,
maceradas em nitrogénio liquido, pesadas (0,2 g do tecido macerado),
acondicionadas em tubos “falcons” contendo 10 mL de fase acetona:agua (80:20),
mantidas no escuro por 30 minutos e posteriormente centrifugadas a 3095 g por 15
minutos sendo coletado 1 mL do sobrenadante. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (UV-2700, UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Tokyo, Japan)
nos comprimentos de onda de 663 e 647 nm para clorofilas a e b, e 470 nm para
carotenoides (Figura 3). As determinacdes dos niveis de clorofila (mg g*) basearam-
se nas equacdes propostas por Arnon (1949): Clorofila a = (11,25 x A663 — 2,79 X
A647); Clorofila b = (21,5 x A647 — 5,1 x A663); Carotenoides = (1000 x A470 — 1,82
x Clorofila a — 85,02 x Clorofila b)/190; em que, A é a absorbancia no comprimento

de onda indicado, além disso foi calculado o teor de clorofila total = Ca + Cb (mg g™).

Figura 3 — Procedimentos para determinacédo dos teores de clorofila e
carotenoides. Maceracao das amostras (A), pesagem (B), adic&do da solucéo
extratora (C,D), centrifugacao (E) e leitura no espectrofotémetro (F, G, H).

T
AT

Foto: Natalia fla Cunha Bevilaqua™-2019
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3.2.3 Determinacédo dos compostos

Um dia apés a aplicacdo dos tratamentos, plantas de cada vaso foram
coletadas e pesadas em balanca analitica e acondicionadas em sacos plasticos nos
quais foram adicionados 100 mL de agua destilada para lavagem das mesmas. Este
procedimento de lavagem foi realizado duas vezes, totalizando 200 mL de agua. No
experimento em que a aplicacao foi realizada no estadio V6 de desenvolvimento do
milho, as plantas coletadas foram submetidas a duas lavagens com 200 mL de agua
destilada, totalizando 400 mL de agua. A solucdo total resultante da lavagem foi
homogeneizada para coleta de uma aliquota de 10 mL que foi armazenada em tubos
falcons para posterior determinacédo da quantidade de herbicida depositado sobre as
plantas (teor externo ou ndo absorvido). O material vegetal lavado foi armazenado
em freezer.

Para a determinacg&o do teor externo do herbicida na planta, 3 mL da solucao
proveniente da agua de lavagem foram filtrados com filtros Millipore 0,45 um e o
contetudo transferido para vials de 2 mL que foram levados para analise
cromatografica.

Para a determinacdo do teor interno do herbicida nicosulfuron, &cido
aminobutirico, &cido quinico e aminoacidos valina, leucina e isoleucina, o material
vegetal armazenado foi pulverizado com auxilio de nitrogénio, e logo apos
liofilizados por 72 horas. Em seguida, pesou-se em balanca de precisdo (0,00019)
uma aliquota de 0,1 g de cada amostra liofilizada, acondicionando-as em tubos
falcon de 15 mL aos quais adicionou-se 10mL de agua acidificada com éacido acético
(pH 3,0). Os tubos foram submetidos ao banho de ultrassom durante 30 minutos,
centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos e posteriormente foi realizada a filtragem
do sobrenadante das amostras com filtros Millipore 0,45 um, transferindo o contetdo
filtrado para vials de 2 mL que foram levados para analise em cromatografia liquida

de alta eficiéncia e espectrometria de massas (LC-MS/MS) (Figura 4).
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Figura 4 — Procedimentos para determinacédo do teor interno dos compostos.
Maceracéo (A), liofilizacao (B), pesagem (C), preparo e adi¢cdo de dgua
acidificada (D, E), sonicacéao (F), centrifugacao (G) e filtragem (H, I) das

amostras.

Para a realizac@o das analises foi utilizado um sistema LC-MS/MS, composto
por um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), Shimadzu, modelo
Proeminence UFLC, que combina analise ultra-rapida e excelente performance de
separacao, com alta confiabilidade de resultados; equipado com duas bombas LC-
20AD, auto-injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-
20A (permite a operacgéo totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle
da temperatura da coluna) (Figura 5). Acoplado ao HPLC esta o espectrdmetro de
massas 4500, Triple Quad, AB Sciex. Este € o modo quantitativo padrao utilizado
para metabdlito alvo, tendo como principais vantagens alta sensibilidade e
reprodutibilidade, baixo ruido e medicdo simultdnea de até 100 compostos
(QUEIROGA, 2009).
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Figura 5 - Cromatografo liqguido (Prominence UFLC) acoplado ao
espectrometro de massas (Triple Quad 4500, AB Sciex).

As condi¢cdes cromatograficas para a quantificacdo dos compostos foram
otimizadas para cada modo de ionizagdo (Tabela 2). Escolheu-se o modo de
ionizacao da fonte (eletrospray - ESI), que permite a deteccédo e a separacao dos
compostos em uma Unica corrida para os modos positivo e negativo. A massa

molecular e os fragmentos gerados das moléculas estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 2 - Condi¢cbes cromatogréficas utilizadas para quantificagdo dos

compostos
Coluna Analitica Gemini 5u C18RP 110A (150 x 4,6 mm)
Volume de injegao 20yl

Fase A (FA) = 5mM acetato de aménio em agua

Fase movel (pH 7,0)  Fase B (FB) = 5mM acetato de aménio em metanol

0-1 minutos = 20% FB e 80% FA
1-3 minutos = 95% FB e 5% FA
Gradiente 3-6 minutos = 95% FB e 5% FA
6-8 minutos = 20% FB e 80% FA
8-10 minutos = 20% FB e 80% FA
Fluxo 0,8 ml min*

Temperatura do forno 40°C
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Tabela 3 — Massa molecular e fragmentos dos compostos analisados

Composto Massa molecular Fragmento
181,800
Nicosulfuron 411,094 212,800
106,000
86,900
Acido aminobutirico 104,071 58,100
104,071
84,900
Acido quinico 191,037 93,000
59,100
72,200
Valina 118,239 55,200
57,200
86,100
122,800
86,000
85,500

Leucina 132,041

Isoleucina 132,028

O tempo total de corrida para o nicosulfuron, acido aminobutirico, acido
quinico e os aminodacidos valina, leucina e isoleucina foi de 10 minutos, com
retencdo na coluna cromatografica de 5,15; 2,15; 2,19; 2,49; 3,30 e 3,53 minutos,
respectivamente. Os cromatogramas desses compostos estdo apresentados nas
Figuras 6 e 7.

Os teores do herbicida e dos demais compostos foram expressos em mg g™
de massa seca (mg g ms™) das plantas. Para os aminoAcidos leucina e isoleucina
devido a similaridade da massa molecular de ambos os compostos, do tempo de
retencdo e area de quantificacdo, optou-se por apresentar os resultados da soma

desses dois compostos ao longo do texto.
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Figura 6 — Cromatograma obtido para o nicosulfuron (37,5 ng ml™)
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Figura 7 — Cromatograma obtido para o acido aminobutirico (A), &cido
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3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos nas avaliagdes morfologicas e analises de compostos foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05), sendo as médias
comparadas pelo teste de tukey (p<0,05). Foi realizada andlise de correlacdo entre
0os teores naturais de acido aminobutirico e aminodcidos e os teores apds a
aplicacado do herbicida, bem como entre os parametros de altura e fitointoxicacéao
das plantas.

Os programas utilizados foram o Sisvar® (versdo 5.6) e Sigma plot® (versao
12.5). Para todos os parametros estabeleceu-se o intervalo de confianga pelo teste t
(p=0,05), utilizando a equacéo:

txDP
Vn

Em que “t” corresponde ao valor de t tabelado (p<0,05), o “DP” ao desvio

“"

padrao dos dados, “n” 0 numero de repeticoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 - Epocas de coleta para determinacdo do &cido

aminobutirico

O monitoramento da taxa de transporte de elétrons (ETR) nos quatro hibridos
de milho foi realizado em periodos de até 14 dias apds a aplicacdo do herbicida
nicosulfuron, e permitiu identificar o comportamento dos materiais. Dentre 0s

hibridos utilizados, o NS 50 PRO |l e o DKB 290 apresentaram valores de ETR

proximos a testemunha (Figura 8).

Figura 8 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacdo a testemunha)
aos 1, 3, 7 e 14 dias apos aplicacdo (DAA) de nicosulfuron, em hibridos de
milho no estadio fenoldgico V3
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianca das médias (p<0,05).

Para os hibridos NS 56 PRO Ill e CD 384, de maneira geral, houve reducéo

dos valores de ETR ao longo do periodo de avaliacdo, sendo observadas aos 14
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DAA as maiores reducdes, chegando a valores de aproximadamente 87% em
relacdo a testemunha para o hibrido NS 56 PRO Il e 90% para o CD 384.

O herbicida nicosulfuron influenciou negativamente o desenvolvimento das
plantas de milho em curtos periodos apds a aplicagdo. Os hibridos avaliados
apresentaram significativa reducéo de altura na avaliagao realizada aos 3 DAA em
relacdo as suas testemunhas. A maior reducdo foi observada para o hibrido CD 384,
que apresentou valores de 74,48 e 81,12% em relacdo a testemunha aos 3 e 7 DAA,
respectivamente. Na avaliacdo realizada aos 14 DAA as plantas apresentaram
valores de altura mais préximos a testemunha, alcancando entre 93,98 e 100,63%.
Esses resultados demonstraram a capacidade de recuperacao das plantas de milho

a aplicacao do nicosulfuron, anulando seus efeitos fitotoxicos (Figura 9).

Figura 9 — Altura de plantas de hibridos de milho (% em relacdo a testemunha)
aos 3, 7 e 14 dias ap0s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron no estadio fenolégico
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05).

As porcentagens de fitointoxicagao nos quatro hibridos de milho em diferentes

periodos de avaliagdo estdo apresentadas na Figura 10. Os sintomas de
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fitointoxicagcdo apresentados pelos hibridos de milho se caracterizam principalmente
por clorose nas folhas em desenvolvimento. Guerra et al. (2010) observaram clorose
e enrugamento das folhas novas em expansédo em plantas de milho no estadio V3
aos trés dias apés a aplicacdo de nicosulfuron. No entanto Spader e Vidal (2001)
ndo encontraram injarias evidentes apds a aplicacao do herbicida nas doses de 60 e

80 g i.a. ha™ no mesmo estadio vegetativo.

Figura 10 — Porcentagem de fitointoxica¢cdo em hibridos de milho aos 3, 7 e 14
dias ap0s a aplicacédo (DAA) de nicosulfuron no estadio fenologico V3
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05).

Pode-se observar que apenas os hibridos NS 50 PRO Il e CD 384
apresentaram valores acima de 10% de fitointoxicagéo (11 e 15%, respectivamente)
no primeiro periodo de avaliacdo, demostrando maior sensibilidade a aplicacdo do
nicosulfuron quando comparados com os demais hibridos (abaixo de 6%).

Na avaliacdo realizada aos 7 DAA os hibridos NS 50 PRO Il e NS 56 PRO Il
apresentaram sintomas mais pronunciados de fitointoxicagcdo quando comparados a

primeira avaliacdo. No entanto, para todos os hibridos estudados observou-se a
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tendéncia de recuperagdo das injurias causadas pelo nicosulfuron na avaliagdo
realizada aos 14 DAA em que 0 maximo de fitointoxicagéo foi de 2,5%.

Contiero (2009) aplicando nicosulfuron nas doses de 30, 60 e 140 g i.a ha™
nos hibridos de milho AS 1548, AS 15 45, S2 709, AS 32, AS 3466 e AS 15 33
observou aos 7 DAA leves alteracdes foliares nas plantas, caracterizadas por
descoloracdo e deformacdes, principalmente nas maiores doses do herbicida. A
partir dos 21 DAA as plantas se recuperaram e 0s sintomas desapareceram de
maneira uniforme para todos os hibridos. Resultados semelhantes foram observados
por Lopez-Ovejero et al. (2003), que relataram sintomas de clorose nas plantas de
milho aplicadas com nicosulfuron (40 g i.a. ha) apenas aos 3 DAA, com plena
recuperacado das plantas aos 7 DAA.

Os resultados de fitointoxicacdo permitiram diferenciar os niveis de
sensibilidade dos hibridos ao herbicida, embora ndo tenham sido observadas injarias
visuais muito acentuadas.

A massa seca da parte aérea em relacdo a testemunha apresentada na
Figura 11 permitiu diferenciar o crescimento e desenvolvimento do hibrido DKB 290
em relagdo, principalmente, ao NS 50 PRO Il e CD 384. Esse hibrido apresentou
valor de 94,61% de massa seca em relacdo a sua testemunha. As maiores reducdes
nos valores de massa seca foram observadas para os hibridos NS 50 PRO Il e CD
384 (18,25 e 18,54%, respectivamente), que ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si. Ainda de acordo com os resultados de massa seca das plantas
de milho, o hibrido NS 56 PRO Il teve um comportamento intermediario n&o
diferindo estatisticamente dos demais.

A analise em conjunto dos parametros de altura, fitointoxicacdo e massa seca
das plantas possibilitou distinguir diferentes niveis de sensibilidade dos quatro
hibridos a aplicagdo de nicosulfuron. O hibrido CD 384 foi considerado o mais
sensivel e o hibrido DKB 290 o mais tolerante, sendo esses selecionados para a

determinacao do acido aminobutirico e dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina.
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Figura 11 - Massa seca (% em relacdo a testemunha) de hibridos de milho aos
14 dias ap6s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron no estadio fenolégico V3
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F = 4,60* CV (%) = 6,69. *significativo a p<0,05. Barras correspondentes ao intervalo de confianca
das médias (p<0,05). Letras minusculas iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A andlise dos teores de acido aminobutirico nas plantas dos hibridos de milho
selecionados permitiu identificar o maximo acumulo na coleta realizada um dia apés
a aplicacdo de nicosulfuron para ambos os hibridos, havendo drastica reducéo
desses teores nas avaliacdes de 3, 7 e 14 DAA (Figura 12). Para o hibrido CD 384 a
aplicacdo de nicosulfuron resultou em valores de aminobutirico de 0,055; 0,013;
0,012 e 0,006 mg g ms™ e para o hibrido DKB 290 os teores foram de 0,038; 0,012;
0,009 e 0,005 mg g ms* nas avaliacdes de 1, 3, 7 e 14 DAA, respectivamente.

Desta forma, o melhor periodo de coleta para determinacdo do &cido
aminobutirico foi considerado um dia apds aplicacdo de nicosulfuron, sendo esse o
periodo padronizado para o segundo experimento realizado.

Em experimento realizado por Li e Wang (2005), o teor do acido 2-
aminobutirico em plantas de Brassica rapa tratadas com o herbicida bensulfuron
aumentou rapidamente dentro de um periodo de trés horas apds a aplicacao,
atingindo nivel maximo entre 6 e 12 horas e permanecendo com niveis elevados até

72 horas apo6s a aplicagdo. No periodo de 24 horas apés a aplicagdo do herbicida as



49

plantas ndo apresentaram injurias visiveis e houve grande aumento no teor de
aminobutirico. Assim os autores concluiram que este acido pode ser utilizado como
indicador quimico, importante para a rapida deteccdo da acdo de herbicidas

inibidores da ALS nessas plantas.

Figura 12 — Teor do &cido aminobutirico (mg g™ de massa seca) em dois
hibridos de milho aos 1, 3, 7 e 14 dias ap6s aplicacédo (DAA) de nicosulfuron no
estédio fenoldgico V3
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianca das médias (p<0,05). DO = tratamento
testemunha; D1 = tratamento aplicado com a dose 120 g i.a. ha™.

No periodo de 1 DAA também foi possivel observar diferencas entre os teores
de aminobutirico nas plantas aplicadas com nicosulfuron e suas respectivas
testemunhas para ambos os hibridos. Para o hibrido CD 384 o teor de aminobutirico
na testemunha foi de 0,012 mg g ms™, enquanto que nas plantas tratadas foi de
0,055 mg g ms™, representando um aumento de 343%. J& para o hibrido DKB 290,
considerado mais tolerante, os valores na testemunha e na dose foram de 0,010 e
0,038 mg g ms™, respectivamente, mostrando um incremento de 280% (Figura 12).

Para os teores dos aminoacidos valina e leucina+isoleucina néo foi observado

0 mesmo comportamento do acido aminobutirido, de decréscimo constante ao longo



50

dos periodos de coleta (Figura 13). Para os teores de valina nos hibridos aplicados
com nicosulfuron, verificou-se 0 méximo de acumulo na coleta realizada aos 7 DAA,
enquanto que para as testemunhas dos hibridos a maior concentracdo do
aminoacido ocorreu na coleta de 1 DAA.

Na primeira coleta, 1 DAA, o teor de valina no hibrido CD 384 aplicado
correspondeu a aproximadamente 77% em relagcdo a sua respectiva testemunha,
enquanto que para o hibrido DKB 290 essa relacdo foi de 90%, representando
menor reducdo dos teores de valina apds a aplicacdo do herbicida para o hibrido
considerado tolerante. Nas avaliacbes aos 7 e 14 DAA os teores de valina, para
ambos os hibridos, nas plantas aplicadas com nicosulfuron foram maiores que os

teores encontrados nas testemunhas (Figura 13A).

Figura 13 — Teores dos aminoéacidos valina (A) e leucina+isoleucina (B) em
dois hibridos de milho aos 1, 3, 7 e 14 dias apo6s aplicacdo (DAA) de
nicosulfuron no estadio fenolégico V3
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testemunha; D1 = tratamento aplicado com a dose de 120 g i.a. ha™.

Além disso, os teores naturais de valina, ou seja, aqueles encontrados nas
plantas sem aplicacdo do herbicida foram maiores no hibrido DKB 290 ao longo dos
periodos de avaliacdo, quando comparado com os teores do hibrido CD 384. Para o
hibrido CD 384 foram encontrados teores de 0,217; 0,170; 0,159 e 0,072 mg g ms™
nas coletas de 1, 3, 7 e 14 DAA, respectivamente. Para o hibrido DKB 290 esses
teores foram de 0,224; 0,185; 0,214; 0,116 mg g ms™, demonstrando que o teor
natural de valina no hibrido DKB 290 foi 3,15; 8,85; 34,90 e 60,83% maior que no
hibrido CD 384, nas avaliagdes de 1, 3, 7 e 14 DAA, respectivamente.
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Em relagcdo aos aminoacidos leucina+isoleucina os maiores teores foram
observados na coleta realizada um dia apdés a aplicacdo (Figura 13B). Nessa
primeira coleta, o teor de leucina+isoleucina na testemunha do hibrido CD 384 foi de
0,257 mg g ms' e no hibrido DKB 290 foi de 0,280 mg g ms™, representando 9% a
mais no teor natural de leucina+isoleucina no hibrido DKB 290 quando comparado
ao hibrido CD 384.

Na coleta de 3 DAA o hibrido CD 384 apresentou teor de 0,192 mg g ms™
enquanto o teor no hibrido DKB 290 foi de 0,217 mg g ms™, havendo nesse (ltimo
13,47% a mais de leucina+isoleucina. Na avaliagdo de 7 DAA os teores nos hibridos
CD 384 e DKB 290 foram de 0,160 e 0,234 mg g ms*, respectivamente,
representando 45,98% a mais desses aminoacidos no hibrido considerado mais
tolerante. No ultimo periodo de coleta essa porcentagem aumentou para 52,09%
sendo os teores de leucina+isoleucina de 0,098 e 0,157 mg g ms™, nos hibridos CD
384 e DKB 290, respectivamente.

Desse modo, foi possivel afirmar que para esse experimento a rota de sintese
dos aminoéacidos de cadeia ramificada foi mais ativa no hibrido DKB 290. Tal
comportamento pode ser atribuido ao maior teor natural de aminoacidos nas plantas,
que refletiu nas andlises de crescimento realizadas nas quais o hibrido mostrou-se

mais tolerante a aplicacdo de nicosulfuron.

4.2 Experimento 2 - Sensibilidade de hibridos de milho ao nicosulfuron em

dois estadios fenoldgicos

4.2.1 Taxade transporte de elétrons e andlise de crescimento

Estudos demonstraram que a fluorescéncia da clorofila pode ser utilizada para
detectar mudancas fotossintéticas em diversas espécies de plantas que estdo sob
estresse causado por herbicidas (ZHAO et al., 2018). As interferéncias decorrentes
da aplicacdo de herbicidas no metabolismo das plantas, mesmo que ocorram em
reacoes metabdlicas ndo diretamente envolvidas no metabolismo fotossintético,

foram detectadas através de mudancas consideraveis nos parametros de
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fluorescéncia, antes que efeitos visuais no crescimento de plantas pudessem ser
observados (BARBAGALLO et al., 2003).

Segundo Zhou et al. (2007) a morte das plantas com a aplicacdo de
herbicidas inibidores da ALS também pode ocorrer devido a alguns efeitos
secundérios desses produtos, como por exemplo, distirbios no sistema de
transporte da fotossintese. Embora a fotossintese ndo seja considerada um
mecanismo primario de acdo dos herbicidas inibidores da ALS, mudancas nas
respostas de fluorescéncia da clorofila foram observadas nas plantas tratadas com
esses herbicidas (RIETHMULLER-HAAGE et al.,, 2006). Sendo assim, de acordo
com Araldi et al. (2011) é importante que o comportamento da fase inicial da
fotossintese, que é o transporte de elétrons no PSII, seja registrado e isso pode ser
feito com o uso de um fluorémetro.

Em relacdo ao segundo ensaio, a taxa de transporte de elétrons ao longo dos
periodos de avaliacdo, para os oito hibridos de milho aplicados no estadio fenologico
V2 pode ser observada na Figura 14. Os hibridos H2 e H8 apresentaram as
menores reducdes de ETR, com valores muito préximos a testemunha para todos os

periodos de avaliagao.

Figura 14 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacédo a testemunha)
aos 1, 7, 10, 14, 21 e 28 dias apo6s aplicacédo (DAA) de nicosulfuron, em oito
hibridos de milho no estadio fenolégico V2
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O H5 apresentou as maiores reducdes de ETR com valores de 90,58; 86,00 e

89,29%

em

relacdo a testemunha nas avaliacbes de 10, 14 e 21 DAA,

respectivamente. O H7 apresentou 0 mesmo comportamento nesses periodos de
avaliacdo, com valores de ETR de 85,86; 92,68 e 91,28% em relacdo a testemunha.

Na ultima avaliagdo, esses dois hibridos recuperaram os valores da taxa de

transporte de elétrons, praticamente igualando-se a testemunha. Ja para o H4 foram

verificados menores valores de ETR em relagédo a testemunha a partir da avaliacdo

de 14 DAA, sendo ele de 87,18% em relag&o as plantas sem aplicagéo.
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Estudos realizados por Zhao et al. (2018) indicaram que a aplicacdo do
herbicida chlorsulfuron em plantas de milho provocou reducdes significativas dos
teores de clorofila, representando 49% dos obtidos na testemunha. Os autores
concluiram que a fluorescéncia de clorofila foi um parametro util para avaliar o
desempenho fotossintético de plantas sob estresse causado pela toxicidade de
chlorsulfuron.

Anésio et al. (2017) apos a aplicacdo de diversos herbicidas em Brachiaria
decumbens e Brachiaria ruziziensis observaram que aos 21 e aos 30 dias ap0s a
aplicacdo dos herbicidas glyphosate, fluazifop-p-buthyl, mesotrione e nicosulfuron,
as plantas de B. ruziziensis apresentaram reducdo de ETR, diferindo
significativamente das plantas ndo aplicadas. Esses herbicidas também afetaram a
relacdo F./Fn (fluorescéncia variavel/fluorescéncia maxima) para as duas espécies
estudadas, mostrando que a aplicacdo desses herbicidas pode resultar em algum
efeito na cadeia de transporte de elétrons.

Os hibridos H1, H3 e H6 mostraram na média de todos os periodos de
avaliacdo uma reducdo na taxa de transporte de elétrons de aproximadamente 5%
em relacdo as suas respectivas testemunhas, havendo alguns periodos onde essa
gueda foi mais acentuada (Figura 14). Resultados semelhantes foram encontrados
por Freitas et al. (2014), que aplicando nicosulfuron em trés gendtipos de milho
pipoca observaram que a razdo F,/F, ndo foi afetada pela aplicacdo desse
herbicida.

Pode-se ressaltar que durante o monitoramento da ETR, ndo houve drasticas
reducdes nos valores para todos os hibridos estudados, sendo que a diminuigcdo nao
ultrapassou 20% em relacao aos valores encontrados nas testemunhas.

Em relacdo a altura das plantas pode-se observar que no experimento onde o
nicosulfuron foi aplicado nas plantas de milho no estadio fenoldgico V2 (Figura 15),
as reducdes mais expressivas ocorreram aos 7 DAA para os hibridos H5 e H6, que
apresentaram valores de 75,73 e 83,51% em relacdo as suas testemunhas,
respectivamente. No entanto, ao longo do periodo de avaliacdo esses hibridos
apresentaram recuperacao total de altura, igualando-se as testemunhas aos 28
DAA.
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Figura 15 — Altura de plantas de hibridos de milho (% em relacdo a testemunha)
aos 7, 14, 21 e 28 dias apo0s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron no estadio
fenoldégico V2
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Resultados semelhantes também foram encontrados por Dami&o Filho, M6éro
e Taveira (1996), que aplicando nicosulfuron na dose de 80 g i.a. ha™ em nove
hibridos de milho no estadio fenolégico V6, observaram reducdes significativas na
altura dos hibridos AG 106, Br 201, 92HDIQPM e CMS 473 em relacédo as plantas
ndo aplicadas. Na avaliacao realizada no periodo de florescimento, com excec¢éo do
hibrido AG 106, os hibridos apresentaram recuperacdo no crescimento, igualando-
se estatisticamente as respectivas testemunhas.

Os hibridos H2, H3, H7 e H8 apresentaram, de maneira geral, valores
préximos aos encontrados em suas respectivas testemunhas e, com excecédo do H3,
0s menores valores de altura ocorreram na avaliacdo de 7 DAA com reducdes de
aproximadamente 7%. Para o H1 a maior interferéncia do herbicida na altura das
plantas foi observada na primeira avaliacdo, com reducéo de 12%. Ja em relagéo ao
H4, as plantas apresentaram reducdo desse parametro a partir da avaliacdo de 14

DAA (reducao de 8%), apresentando leve recuperacao aos 28 DAA (Figura 15).
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Em ensaio realizado por Cavalieri et al. (2008), o herbicida nicosulfuron foi
aplicado nas doses de 30 e 60 g i.a. ha™ em cinco hibridos de milho que se
encontravam entre 4 a 6 folhas completamente expandidas. Os autores relataram
aos 7 DAA na maior dose, os hibridos AG 7000, B 761, B 551 e Ocepar 705
apresentaram reducgdes significativas de altura, enquanto que na avaliagdo de 14
DAA a reducdo do crescimento foi significativa apenas para o hibrido B761,
indicando recuperacao dos demais hibridos ao longo do ciclo da cultura.

Quando o nicosulfuron foi aplicado no estadio V6 de desenvolvimento das
plantas de milho, comportamentos similares ao experimento anterior foram
observados (Figura 16). O H5 mostrou-se novamente o mais sensivel a aplicacdo do
herbicida com reducdes de 19; 12; 6 e 9,5% quando comparado a testemunha aos
7, 14, 21 e 28 DAA, respectivamente. No entanto, para o hibrido H6 ndo houve
recuperacdo no crescimento das plantas, sendo observadas aos 21 e 28 DAA
reducbes na altura de 14 e 18%, respectivamente, mostrando-se assim mais

sensivel a aplicacdo do nicosulfuron do que quando aplicado no estadio V2.

Figura 16 - Altura de plantas de hibridos de milho (% em relacdo a testemunha)
aos 7, 14, 21 e 28 dias ap06s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron no estadio
fenoldgico V6

140 -
I 7 DAA
1 14 DAA
120 21 DAA
H II 1 28 DAA
~ | 4
g 100 A L7 1 e
(e
= |
& 80
»
9
X 60 A
o
=
X 40 -
20 -
O A
HI H2 H3 H4 H5 H6 H7  Hs

Hibridos
- Barras correspondentes ao intervalo de confianca das médias (p<0,05).



57

Aos 7 DAA o hibrido H3 e o hibrido H7 apresentaram redu¢des em relacao a
testemunha de 6 e 10%, respectivamente. Contudo, na ultima avaliacdo realizada ja
haviam recuperado o crescimento, praticamente igualando-se as testemunhas. Os
demais hibridos ndo apresentaram reducdes expressivas de altura em todos os
periodos de avaliacao.

Em experimento realizado por Cavalieri et al. (2012) o nicosulfuron nas doses
de 0; 17,5; 35; 70 e 140 g i.a. ha* foi aplicado no hibrido de milho pipoca A448 White
nos estadios fenoldgicos V3, V5 e V7. Os autores observaram que as plantas
aplicadas no estadio fenologico V3 ndo apresentaram diferencas de altura quando
comparadas a testemunha. Ja as plantas que receberam aplicacdo do herbicida no
estadio V7 de desenvolvimento apresentaram menores valores de altura quando
comparadas as plantas aplicadas nos estadios V3 e V5. Para a maior dose de
nicosulfuron, as plantas apresentaram reducdes mais expressivas no crescimento a
medida que o herbicida foi aplicado em estadios mais avancados de
desenvolvimento, mostrando-se assim menos seletivo a cultura nesses estadios.

Em contrapartida, no estudo realizado por Contiero (2009) no qual o
nicosulfuron foi aplicado nas doses de 30, 60 e 120 g i.a. ha™ em seis hibridos de
milho, os autores observaram que apesar de alguns hibridos terem sido mais
sensiveis a aplicacéo, essa sensibilidade nao refletiu na altura das plantas.

Ainda em relacdo ao parametro altura, analisando a Figura 17A, foi possivel
observar que o hibrido H5 apresentou os menores valores de altura acumulada em
relacdo a sua testemunha para o experimento aplicado no estadio fenologico V2,
enquanto que o H3 foi o menos afetado pelo herbicida, apresentando os maiores
valores de altura acumulada ao longo dos periodos de avaliacdo. Quando os
hibridos de milho foram aplicados no estadio V6 de desenvolvimento, 0 mesmo
comportamento foi observado para o hibrido H5, no entanto para esse experimento

o H6 também exibiu valores mais baixos de altura acumulada (Figura 17B).
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Figura 17 - Altura acumulada em hibridos de milho (% em relacdo a
testemunha) no estadio fenoldgico V2 (A) e V6 (B) e valores de fitointoxicacéo
acumulada no estadio fenolégico V2 (C) e V6 (D) aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s
aplicacao (DAA) de nicosulfuron
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Em relacdo aos valores de fitointoxicacdo acumulada, pode-se observar que
tanto para a aplicacdo realizada no estadio V2 quanto no estadio V6 de
desenvolvimento das plantas, houve diferentes niveis de intoxicacdo entre 0s
hibridos estudados, de maneira geral foram observados sintomas de clorose nas
folnas em expansdao, principalmente nos primeiros periodos de avaliacdo (7 e 14
DAA).

Quando a aplicacéo foi realizada no estadio V2, o hibrido H5 se mostrou mais
sensivel a acdo do herbicida (Figural7C) apresentando valores de fitointoxicacéo
préximos a 20%, no entanto, com o desenvolvimento da cultura esses sintomas

diminuiram para 5% na avaliagéo realizada aos 28 DAA. J4 o H2 foi mais tolerante
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ao nicosulfuron com valores de fitointoxicacdo abaixo de 6% em todos os periodos
de avaliacéo.

Para a aplicacdo realizada no estadio V6 de desenvolvimento o hibrido H5
apresentou comportamento similar, mostrando-se mais sensivel a aplicacdo de
nicosulfuron em relagdo aos demais hibridos, no entanto a fitointoxicacdo, neste
caso, ndo ultrapassou 12%. O H6 também apresentou valores mais elevados de
fitointoxicacdo sendo que as maiores injurias foram observadas na avaliacdo de 14
DAA. Nenhum sintoma decorrente da aplicagcdo do herbicida foi observado nos
hibridos H1 e H3 durante todo o periodo de conducao do experimento (Figura 17D).

As avaliagOes de fitointoxicacdo permitiram diferenciar o nivel de sensibilidade
para alguns hibridos, mesmo com baixas porcentagens de injdrias (maximos de
20%), caracterizada por clorose leve causada pela aplicacdo do dobro da dose
recomendada. Injurias mais severas em hibridos de milho apdés a aplicacdo de
nicosulfuron foram relatadas por Moro e Damido Filho (1999) que aos 7 DAA
observaram sintomas de clorose e enrugamento das laminas das folhas centrais,
qgue evoluiram para o centro da lamina foliar aos 14 DAA. Nesse periodo também
surgiram sintomas de enrolamento das extremidades das folhas, porém os sintomas
se amenizaram durante o desenvolvimento da cultura, o que os autores atribuem a
uma possivel degradacdo metabdlica do herbicida.

A massa seca da parte aérea dos hibridos de milho aplicados no estadio
fenolégico V2 mostra que os hibridos H1 e H7, quando comparados com suas
respectivas testemunhas, apresentaram reducbes no crescimento de 18,12 e
19,10%, respectivamente (Figura 18). Os hibridos mais tolerantes a acdo do
herbicida foram H4, H6 e H8 que apresentaram desenvolvimento muito similar ao

observado nas testemunhas e superior ao H2, H3 e H5.
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Figura 18 - Massa seca (% em relacdo a testemunha) de hibridos de milho aos
28 dias apos aplicacdo (DAA) de nicosulfuron no estadio fenologico V2
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F =11,15* CV (%) = 7,40. **significativo a p<0,01. Barras correspondentes ao intervalo de confianca
das médias (p<0,05). Letras mindsculas iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As reducles significativas de altura observadas para o hibrido H5 néo
refletiram no acumulo de massa seca aos 28 DAA, pois apesar das plantas terem
sofrido os maiores prejuizos da acdo do herbicida nos primeiros dias apds a
aplicacdo, foram capazes de recuperar o0 seu desenvolvimento, praticamente
igualando-se as testemunhas.

Reducdes de massa seca em hibridos de milho aplicados com nicosulfuron
também foram observadas por Cavalieri et al. (2008), avaliando 33 hibridos de milho
que foram aplicados com as doses de 30 e 60 g i.a. ha™ do herbicida, os hibridos AG
7000, AG 8021, AS 1570, B 551, B 761, BRS 3150, CD 308, CO 32, Maximus,
Ocepar 705 e Tork apresentaram reducao significativa do acimulo de massa seca
em ambas as doses, alcancando reducao de 45% para o hibrido CD 308 em relagéo
as plantas nao aplicadas.

Para o experimento em que a aplicagdo de nicosulfuron foi realizada no
estadio V6 de desenvolvimentos das plantas, o hibrido H6 apesar de ter sido um dos

mais tolerantes quando aplicado no estadio V2, reduziu 22,17% de massa seca da
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parte aérea em relacdo a sua testemunha, indicando assim maior sensibilidade
desse hibrido a acdo do herbicida nesse estadio fenologico (Figura 19). Grandes
reducdes no desenvolvimento das plantas desse hibrido foram refletidas em
menores valores de altura nos ultimos periodos de avaliacéo (21 e 28 DAA), elevada
fitointoxicacdo e menor acumulo de massa quando comparado aos demais hibridos
estudados. O hibrido H5 também teve o crescimento afetado pela a¢do do herbicida,
com reducéao de 18,20% no acumulo de massa quando comparado a testemunha
(Figura 19).

Figura 19 - Massa seca (% em relacdo a testemunha) de hibridos de milho aos
28 dias apo6s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron no estadio fenoldgico V6
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F =4,47*, CV (%) = 11,28. **significativo a p<0,01. Barras correspondentes ao intervalo de confianca
das médias (p<0,05). Letras minudsculas iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nesse experimento os hibridos H3, H4 e H8 se mostraram 0s mais tolerantes
ao herbicida, se destacando dos demais. As diferencas de fitointoxicagéo
observadas, conforme discutido anteriormente, e que poderiam prejudicar o
crescimento das plantas, ndo se refletiram no acumulo de massa seca das plantas
aos 28 DAA, exceto para o hibrido H6.



62

4.2.2 Teores de clorofila

Nas tabelas 4 e 5 encontram-se os valores de clorofila a, b, total e
carotenoides para oito hibridos de milho apés a aplicagcdo de nicosulfuron nos
estadios V2 e V6. No experimento realizado no estadio V2 de desenvolvimento das
plantas a aplicacdo do herbicida n&o reduziu os teores de clorofila a, b e total para
todos os hibridos estudados, sendo verificado em alguns hibridos teores maiores
para as plantas que receberam a aplicacdo do herbicida do que para as
testemunhas. Resultados similares foram encontrados por Jakelaitis et al. (2005)
gue realizando aplicagcdo de nicosulfuron no milho pipoca UFVM2 nédo observou
diferencas significativas entre o teor relativo de clorofila total na testemunha e aquele
apresentado pelas plantas aplicadas com o herbicida.

Em relacdo aos teores de carotenoides, a interagdo hibrido e dose néo foi
significativa, ndo havendo também significancia do fator dose (Tabela 4). Foram
verificadas diferencas entre os hibridos estudados, independente da aplicacdo do
nicosulfuron, sendo os teores nos hibridos H1, H3, H4 e H6 superiores aqueles
observados, principalmente, no H5 e H8.

Quando o herbicida foi aplicado no estadio fenologico V6, a interacéo hibrido
e dose ndo foi significativa para os teores de clorofila b e carotenoides. Além disso,
com excec¢ao dos hibridos H1 e H6, também nédo houve diferenca significativa entre
os teores de clorofila a e clorofila total encontrados nas testemunhas e nas plantas
tratadas, indicando assim que a acéo do herbicida pode nao ter afetado o processo
fotossintético nesses hibridos (Tabela 5).

Os teores de clorofila e carotenoides nas folhas podem ser um indicativo da
ocorréncia de estresse causado as planta pela aplicacdo de herbicidas, por exemplo,
uma vez que a clorose normalmente é um dos primeiros sintomas visiveis
(CATUNDA et al., 2005). No entanto, mesmo para os hibridos que apresentaram os
maiores valores de fitointoxicacdo aos 7 DAA, as injurias causadas pela acao do

herbicida n&o se refletiram na reducao dos teores de clorofila e carotenoides.
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Tabela 4 - Teores de clorofila a, b, total e carotenoides em folhas de oito
hibridos de milho aos 7 dias ap6s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron
no estadio fenolégico V2

Quadrado Médio

Fv GL Clorofila a Clorofila b Clorofilatotal Carotenoides
Hibrido (H) 7 265,61 93,26 446,62+ 28,68**
Dose (D) 505,58~ 135,01™ 1163,12" 0,04
HxD 7 128,35~ 97,78 414,45" 342"
Residuo 64 34,70 33,90 124,45 2,05
CV (%) 7,76 16,94 10,12 14,05
Clorofilaa (ug g™) Clorofilab (ug g™)
Hibrido gi.a ha’
0 120 0 120
H1 82,60 Aa 81,92 ABCa 32,42 ABCa 32,71 Aa
H2 77,93 ABa 78,11 ABCa 43,38 Aa 35,01 Ab
H3 68,60 BCb 86,13 Aa 25,23 Cb 36,84 Aa
H4 78,80 ABa 83,62 ABa 31,78 BCa 37,73 Aa
HS 60,42 Cb 73,55 BCa 28,29 BCb 35,68 Aa
H6 68,13 BCb 75,61 ABCa 30,07 BCa 35,38 Aa
H7 77,58 ABa 76,73 ABCa 39,73 ABa 37,71 Aa
H8 72,94 ABa 71,56 Ca 33,66 ABCa 34,28 Aa
Clorofila total (ug g™)
Hibrido gi.a ha” Carotenoides (ug g'l)
0 120
H1 115,02 ABCa 114,63 Aa 12,20 A
H2 121,32 Aa 113,12 Aa 9,25 CD
H3 93,83 CDb 122,97 Aa 11,98 A
H4 110,58 ABCDa 121,35 Aa 11,16 ABC
HS 88,71 Db 109,23 Aa 8,66 D
H6 98,20 BCDa 110,99 Aa 11,34 AB
H7 117,31 ABa 114,44 Aa 9,46 BCD
H8 106,60 ABCDa 105,85 Aa 7,58 D

ns: nédo significativo, *significativo a p<0,05 e **p<0,01. Letras maiusculas iguais na coluna (hibridos) e
minudsculas iguais nas linhas (doses) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5 - Teores de clorofila a, b, total e carotenoides em folhas de oito
hibridos de milho aos 7 dias ap6s aplicacdo (DAA) de nicosulfuron
no estadio fenolégico V6

Quadrado Médio

Fv GL Clorofila a Clorofila b Clorofilatotal Carotenoides
Hibrido (H) 7 757,47 93,87 1373,32" 39,33"
Dose (D) 1 3,80"™ 0,01"™ 4,12" 8,53 ™
Hx D 7 173,95 21,56 ™ 314,31 421"
Residuo 64 78,10 10,40 144,10 2,47
CV (%) 19,44 21,53 19,84 12,88
Clorofilaa (ug g™)
Hibrido gia. ha' Clorofilab (ug g™
0 120
H1 60,46 Aa 46,93 ABCb 17,24 AB
H2 40,68 BCa 46,48 ABCa 14,24 BC
H3 56,52 ABa 50,91 ABa 17,57 AB
H4 38,73 Ca 41,13 BCa 13,95 BC
H5 33,98 Ca 37,55 BCa 10,79 C
H6 49,10 ABCb 62,27 Aa 19,28 A
H7 51,42 ABCa 48,39 ABa 15,76 AB
H8 36,65 Ca 30,40 Ca 11,02 C
Clorofila total (ug g™)
Hibrido gi.a ha” Carotenoides (ug g'l)
0 120
H1 79,68 Aa 62,19 ABCb 14,41 A
H2 53,53 BCDa 62,12 ABCa 13,65 ABC
H3 74,67 ABa 67,91 ABa 13,30 ABC
H4 52,43 BCDa 55,33 BCa 11,82 BCD
H5 44,12 Da 48,99 BCa 10,28 DE
H6 65,95 ABCDb 83,98 Aa 13,89 AB
H7 68,36 ABCa 62,96 ABCa 11,56 CD
HS8 48,73 CDa 40,36 Ca 8,70 E

Nns: ndo significativo, *significativo a p<0,05 e **p<0,01. Letras maiUsculas iguais na coluna (hibridos) e
minusculas iguais nas linhas (doses) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4.2.3 Determinacdo dos compostos

Ao analisar os teores internos, externos e totais apos a aplicacdo do herbicida
nicosulfuron em diferentes hibridos de milho, nos dois estadios fenoldgicos, foi

possivel verificar diferencgas significativas entre eles (Tabela 6).

Tabela 6 - Andlise de variancia dos teores internos, externos e totais de
nicosulfuron aplicado em hibridos de milho nos estadios
fenoldgicos V2 e V6

Quadrado Médio

FVv GL Teor interno Teor externo Teor total
V2 V6 V2 V6 V2 V6
Hibrido 7 0,0005" 0,0001" 0,0373" 0,0043" 0,0447" 0,0045"
Residuo 32 0,0000 0,0000 0,0021 0,0044 0,0023 0,0004
CV (%) 17,71 29,80 13,80 12,71 13,03 11,49

**significativo a p<0,01

Os teores internos, externos e totais de nicosulfuron aplicados nos hibridos de
milho no estadio fenoldgico V2 e V6 podem ser observados na Figura 20. Para todos
os hibridos, tanto o teor interno quanto o teor externo do herbicida nas plantas foi
expressivamente mais elevado quando a aplicacdo foi realizada no estadio V2 de
desenvolvimento.

Esses resultados se contrapbem a hipotese de Spader e Vidal (2001), que
aplicando nicosulfuron em plantas de milho nos estadios V3, V6 e V9 observaram
menor seletividade do herbicida a partir do estadio V6. Os autores relacionaram
esse comportamento ao estadio mais avancado de desenvolvimento das plantas,
gue possuiam maior area foliar, resultando em maior deposicdo e absorcdo do
herbicida em relac&o as plantas mais novas.

No entanto Merotto Jr. e Fischer (2008) afirmaram que um dos fatores de
grande importancia para a absorcdo de herbicidas € a espessura da cuticula, que
pode ser influenciada por fatores ambientais como vento, déficit hidrico, temperatura
e umidade do ar. Além disso, a composicdo da cuticula também esta relacionada
com a absorcéo do herbicida e pode variar em funcdo da espécie vegetal, do estadio
de desenvolvimento e do ambiente.

Existem evidéncias de que o aumento da espessura da cuticula em plantas
mais velhas prejudica a penetracdo do herbicida, em relacdo a plantas mais novas
(MONQUERO; HIRATA, 2014; SILVA et al., 2007). Chachalis, Reddy e Elmore
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(2001) observaram maior concentracao de componentes hidrofilicos (72% de alcoois
e acidos, 24% de hidrocarbonetos) em folhas mais novas de Brunnichia ovata, ja a
composicdo das folhas mais velhas foi relativamente hidrofobica (23% de alcoois e

acidos, 48% de hidrocarbonetos).

Figura 20 - Teores internos (A), externos (B) e totais (C) de nicosulfuron
aplicado em hibridos de milho nos estadios fenoldgicos V2 e V6
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Teor total de nicosulfuron (mg g'1 de massa seca)

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H8

Hibridos

- Barras correspondentes ao intervalo de confiangca das médias (p<0,05). Letras iguais dentro de
cada estadio fenolégico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na Figura 20A pode-se observar que para os hibridos aplicados no estadio
fenoldgico V2, o maior teor interno de nicosulfuron foi encontrado no hibrido H4,
seguido pelo H5, correspondendo respectivamente a 0,0585 e 0,0495 mg g ms™. J&
as menores concentracdes no interior da planta foram observadas para os hibridos
H1, H2 e H7 (0,0298; 0,0287 e 0,0322 mg g ms™, respectivamente). No entanto 0s
teores internos do herbicida foram muito baixos quando comparados com o teor
total encontrado na planta. Quanto a porcentagem que relaciona teor interno/teor
total, os hibridos podem ser classificados como: H3>H8>H6>H5>H7>H4>H2>H1
com valores de 12,46; 12,33; 12,17; 11,81; 10,85; 10,01; 8,10 e 8,55%,
respectivamente.

No estadio fenologico V6 os maiores teores internos foram observados nos
hibridos H1, H2 e H5 (0,0220; 0,0203; 0,0202 mg g ms™), j4 o H8 apresentou a
menor concentracdo interna do herbicida (0,0076 mg g ms™). Em relacdo a
porcentagem que relaciona teor interno/teor total, os hibridos podem ser
classificados como: H7>H1>H4>H5>H2>H6>H3>H8 representando 14,19; 12,67;
10,85; 10,84; 9,92; 7,35; 573 e 4,59%, respectivamente. Essas baixas
concentracdes do teor interno em relacéo ao total de herbicida encontrado na planta
podem estar relacionadas a metabolizacdo do nicosulfuron, uma vez que estudos
comprovam que em plantas tolerantes como o milho, a maior parte do nicosulfuron

absorvido foi metabolizada em menos de 24 horas apés a aplicacdo (CAREY;



68

PENNER; KELLS, 1997; OBRIGAWITCH; KENYON; KURATLE, 1990).

Em relacdo ao teor externo de herbicida (Figura 20B), para os dois estadios
de desenvolvimento das plantas foram observadas diferencas estatisticas na
deposicdo do herbicida entre os hibridos estudados. As maiores deposicdes
ocorreram para os hibridos H4 e H5 aplicados no estadio fenoldgico V2. J& quando
a aplicacdo ocorreu no estadio V6 de desenvolvimento das plantas, a maior
deposicao do herbicida foi observada para o hibrido H6.

Quando as plantas foram aplicadas no estadio fenoldgico V2 a interacdo entre
os hibridos e as doses do herbicida foi significativa tanto para os acidos
aminobutirico e quinico, quanto para os aminoacidos valina e leucina+isoleucina
(Tabela 7).

Tabela 7 — Andlise de variancia dos teores do acido aminobutirico, valina,
leucinatisoleucina e &cido quinico em hibridos de milho apds
aplicacédo de nicosulfuron no estadio fenoldgico V2

Quadrado Médio

FV GL Aminobutirico Valina Leucina+lsoleucina Acido quinico
Hibrido (H) 7 0,0001" 0,1305 0,0005 0,0069"
Dose (D) 1 0,0025" 0,3982" 0,0008™ 0,0016"
HxD 7 0,0001” 0,0213 0,0001" 0,0010”
Residuo 64 0,0000 0,0079 0,0000 0,0002
CV (%) 19,82 7,12 4,68 15,20

*significativo a p<0,05 e a **p<0,01

Para todos os hibridos os teores do &cido aminobutirico foram
significativamente maiores nas plantas que receberam a aplicacdo do herbicida (D1),
em relacdo a testemunha, sendo que o maior acumulo de aminobutirico ocorreu
para o hibrido H5, seguido pelo H1 com valores de 0,031648 e 0,024627 mg g ms™
(Figura 21A) o que representa um incremento em relagdo a testemunha de 460,33 e
203,74%, respectivamente. Os demais hibridos comparados as suas testemunhas
podem ser classificados quanto ao acumulo de acido aminobutirico da seguinte
forma: H4>H2>H7>H8>H6>H3, sendo respectivamente 167,79; 153,59; 122,60;
107,18; 97,63 e 77,65%.

O acumulo de acido aminobutirico em plantas de Lemma minor L aplicadas
com chlorsulfuron foi relatado por Rhodes et al. (1987), esses autores propuseram

que a inibicdo da acetolactato sintase por esse herbicida gera o acumulo de 2-
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oxobutirato na rota de sintese de isoleucina, desencadeando a sua transaminacao

para a-aminobutirato.

Figura 21 - Teores do &cido aminobutirico (A), valina (B), leucinatisoleucina (C)
e acido quinico (D) com e sem aplicacdo do nicosulfuron em hibridos de milho
no estadio fenolégico V2
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doses dentro de cada hibrido pelo teste de Tukey (p<0,05). DO = tratamento testemunha; D1 =
tratamento aplicado com a dose de 120 g i.a. ha™.
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O hibrido H5 quando comparado com os demais hibridos estudados, mostrou-
se 0 mais sensivel a acdo do herbicida quando os parametros altura e fitointoxicacao
foram analisados. No hibrido H1, aos 7 DAA do herbicida, pode-se observar a
reducdo de 12% na altura das plantas aplicadas em relagcdo a testemunha, esse
hibrido também apresentou, juntamente com o H7, as maiores reducdes de massa
seca. Indicando assim, que esses dois hibridos que se mostraram mais sensiveis a
acao do herbicida dependendo do parametro de crescimento analisado,

apresentaram maior acumulo nos teores de aminobutirico. No entanto, hibridos
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como H3 e H7 que também apresentaram reducdes significativas de massa seca,
mas ndo mostraram sensibilidade nas demais variaveis estudadas, exibiram baixos
teores de aminobutirico.

Shaner e Singh (1993) também relataram acumulo de 2-cetobutirato (2-KB) e
2-aminobutirato (2-AB) em plantas de milho aplicadas com o herbicida imazaquin.
Tal como o experimento realizado, esses autores ndo encontraram resultados que
demonstrassem que o acumulo de aminobutirico inibiu o crescimento das plantas.

No entanto, Loper, Cobb e Anderson (2002) comprovaram que a
determinacdo do acido aminobutirico, utilizado como indicador quimico, € uma
técnica excelente e seletiva para herbicidas inibidores da ALS podendo ser utilizada
em ensaios de campo. Essa técnica também pode ser aplicada para estudos de
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas inibidores da ALS e seletividade desses
herbicidas a culturas.

Em relacdo aos teores de valina, ocorreram reducdes significativas desse
aminoacido apds a aplicacdo de nicosulfuron para os hibridos H1, H6, H7 e H8
(Figura 21B), com reducdes em relacéo as suas testemunhas de 11,38; 16,34; 17,72
e 19,08%, respectivamente. Para os hibridos H2, H3, H4 e H5 ndo foram
observadas diferencas nos teores de valina apdés a aplicacdo do herbicida, em
relacéo aos teores das testemunhas.

Os teores de leucinatisoleucina apresentaram reducfes significativas apés
aplicacdo do herbicida apenas nos hibridos H6, H7 e H8 (Figura 21C), com
decréscimos de 6,95; 9,90 e 15,07% em relacdo as suas testemunhas,
respectivamente.

Os maiores teores naturais de valina e leucina+isoleucina, ou seja, aqueles
presentes nas plantas que ndo receberam a aplicagdo do herbicida, foram
encontrados no H1 (0,1256 mg g ms™), embora esse hibrido tenha mostrado certo
nivel de sensibilidade ao nicosulfuron quando as variaveis altura e massa seca
foram analisadas. Ja os menores teores desses aminoacidos nas plantas nédo
aplicadas foram encontrados no H4 (0,1007 mg g ms™) e H5 (0,1118 mg g ms™),
enguanto o primeiro hibrido apresentou um comportamento intermediario, o segundo
se destacou como mais sensivel a acdo do herbicida quando as variaveis altura e
fitointoxicacdo foram analisadas. De maneira geral, quando todos os hibridos séo

analisados em conjunto, ndo ha uma relacdo entre a maior ou menor atividade da
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rota dos aminoéacidos nos diferentes hibridos de milho e a sensibilidade dessas
plantas ao nicosulfuron.

Em relacdo ao acido quinico (Figura 21D), para o H7 o teor nas plantas apos
a aplicacdo do herbicida foi significativamente maior daquele encontrado na
testemunha, representando um incremento de 39,62%. Apesar de nao haver
diferencga estatistica em relagdo as testemunhas, aumentos nos teores desse &cido
também foram observados para os hibridos H1, H4, H5 e H6, com incrementos de
28,67; 18,34; 12,74 e 13,30%, respectivamente.

Orcaray et al. (2010) também observaram o acumulo de quinato em folhas de
Pisum sativum L. logo apés a aplicacdo de herbicidas inibidores da ALS. Com a
aplicacao de imazethapyr e chlorsulfuron as plantas apresentaram teores de quinato
2,4 e 1,4 vezes maiores que o0s teores encontrados na testemunha. Os autores
afirmam que esse acumulo parece ser um efeito fisiologico comum aos herbicidas
inibidores da biossintese de amino&cidos, tendo um importante papel na
fitointoxicacdo causada por eles.

O hibrido H2 que apresentou as menores porcentagens de fitointoxicagdo, H3
onde foram observados os maiores valores de altura acumulada e H8 que nao
apresentou reducdo de massa seca quando comparado a testemunha,
apresentaram menores teores de acido quinico apds a aplicacdo do herbicida.
Embora ndo tenham sido significativas, as redu¢des foram de 13,52; 17,08 e
11,19%, respectivamente.

Na Figura 22 pode-se observar que os teores dos aminoacidos valina,
leucina+isoleucina e do acido quinico quantificados apés aplicacdo do nicosulfuron
nao puderam ser correlacionados com a atividade do herbicida nas plantas. Ao
comparar 0s teores presentes nas plantas ndo aplicadas com as tratadas, nao foi
possivel observar alteracdes significativas nas concentragbes desses compostos,
sendo que os teores nessas duas situacdes foram similares em todos os hibridos

estudados.



Figura 22 - Correlacao dos teores de aminobutirico (A), valina (B),
leucinatisoleucina (C) e acido quinico (D) em hibridos de milho com e sem
aplicacdo de nicosulfuron no estadio fenolégico V2

0,035

0,030 -

0,025 -

0,020

Aminobutirico - dose

0,015

0,010 4

0,005

y = 2,6734x
R? =-0,0066

T T T T
0,0055 0,0060 0,0065 0,0070 0,0075

Aminobutirico - testemunha

0,130 4

0,125 -

0,120

0,115 A

0,110 A

0,105 4

Leucina+lsoleucina - dose

0,100 -

0,095 -

0,090

T
0,0080

1
0,0085

y = 0,9455x
R?=0,3307

T T T T T
0,095 0,100 0,105 0,110 0,115 0,120

Leucina+lsoleucina - testemunha

T
0,125

1
0,130

Valina - dose

Acido quinico - dose

73

13 4

12 4

1,1 4

1,0 4
y = 0,8906x
R? = 0,442

09 T T T T |

1,0 1 12 13 14 1,5 1,6
Valina - testemunha

0,18 4

0,16 4 ™

0,14 4

0,12

0,10

0,08 4

°

=1,107x

0,06 4 y=1,

L R?=0,6728
0,04 T T T T T T |
0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12

Acido quinico - testemunha

- Testemunha: sem aplicacéo, dose: aplicacdo de 120 g i.a. ha™

Para alguns hibridos foi possivel estabelecer uma correlacdo entre os teores

de aminobutirico em relacdo a testemunha e os valores de altura e fitointoxicacéo

acumulada (Figura 23), sendo que os maiores acumulos de aminobutirico ocorreram

para os hibridos que apresentaram maior sensibilidade a acdo do herbicida quando

esses parametros foram analisados. O parametro massa seca, determinado com a

coleta das plantas aos 28 DAA, ndo pode ser correlacionado com os teores de

aminobutirico nos hibridos de milho. Tais resultados podem ser atribuidos ao

periodo tardio de coleta, uma vez que ao longo do desenvolvimento da cultura

verificou-se reducao nos niveis de fitointoxicacao das plantas.



74

Figura 23 — Correlacéo dos teores de aminobutirico com valores de altura (A) e
fitointoxicacdo (B) acumulada, em oito hibridos de milho apés aplicacdo de
nicosulfuron no estadio fenoldgico V2
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Ao analisar os teores do acido aminobutirico, valina, leucina+isoleucina e
acido quinico apos a aplicacdo do herbicida nicosulfuron em diferentes hibridos de
milho, no estadio fenoldgico V6, foi possivel verificar interacdo significativa entre os
hibridos e as doses aplicadas para todos os compostos analisados, conforme

verificado na andlise de variancia (Tabela 8).

Tabela 8 — Analise de variancia dos teores de acido aminobutirico, valina,
leucinatisoleucina e &cido quinico em hibridos de milho apdés
aplicacédo de nicosulfuron no estadio fenolégico V6

Quadrado Médio

FV GL Aminobutirico Valina Leucina+lsoleucina Acido quinico
Hibrido (H) 7 0,0000 0,0017" 0,0019 0,0467"
Dose (D) 1 0,0000" 0,0024" 0,0002" 0,0103
HxD 7 0,0000" 0,0015" 0,0001” 0,0036"
Residuo 64 0,0000 0,0000 0,0001 0,0040
CV (%) 8,20 13,09 12,76 16,80

*significativo a p<0,05 e a **p<0,01

Para todos os hibridos, com excec¢ao do H2, a aplicacdo do nicosulfuron no
estadio fenolégico V6 resultou no aumento do teor de acido aminobutirico (Figura
24A), entretanto, o acumulo foi menor do que o observado apds a aplicagdo do
herbicida no estadio V2. Tais resultados estdo de acordo com os relatados por Li e
Wang (2005), apos a aplicacdo de bensulfuron em plantas de Brassica rapa, 0s
teores de aminobutirico foram consideravelmente menores nas plantas aplicadas no
estadio V8, quando comparado aos teores acumulados nas plantas aplicadas no
estadio V3.
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Os maiores acumulos ocorreram nos hibridos H5 e H1 que apresentaram
teores de 0,007276 e 0,007219 mg g ms™ (Figura 24A), representando um
incremento em relacdo as suas testemunhas de 28,11 e 36,50%, respectivamente.
Os demais hibridos comparados as suas testemunhas podem ser classificados
quanto ao acumulo de aminobutirico da seguinte forma: H7>H4>H8>H3>H6>H2,
sendo respectivamente 22,89; 17,62; 13,08; 12,96; 12,26 e 2,94%.

Figura 24 - Teores do &cido aminobutirico (A), valina (B), leucinatisoleucina (C)
e acido quinico (D) com e sem aplicacdo do nicosulfuron em hibridos de milho
no estadio fenoldgico V6
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05). Letras mailsculas iguais
nao diferem entre os hibridos dentro de cada dose e letras minlUsculas iguais ndo diferem entre as
doses dentro de cada hibrido pelo teste de Tukey (p<0,05). DO = tratamento testemunha; D1 =
tratamento aplicado com a dose de 120 g i.a. ha™.

Hibridos

Os hibridos H1 e H3, que foram considerados os mais tolerantes quando as
varidveis massa seca, fitointoxicacdo e altura foram analisadas, apresentaram
maiores acumulos de aminobutirico em relacdo as suas testemunhas do que o
hibrido H6 que, assim como o H5, mostrou maior sensibilidade ao nicosulfuron.
Dessa forma, sugere-se que para o estadio fenoldgico V6 a tolerancia dos hibridos
de milho n&o pode ser analisada pelo acumulo do acido aminobutirico.

Os teores do acido aminobutirico podem ser influenciados por diversos

fatores, dentre eles a espécie da planta, a dose do herbicida inibidor da ALS, bem



77

como pelas condigbes ambientais. Nesse sentido, para que o aminobutirico possa
ser utilizado como marcador para detectar a atividade dos herbicidas pertencentes a
esse mecanismo de acao, dois pré-requisitos sdo necessarios: a suscetibilidade das
plantas a esses herbicidas e 0 acumulo desse composto antes que 0s sintomas de
intoxicagdo sejam visiveis (LI; WANG, 2005).

Em relacdo aos teores de valina, ndo houve diferenga estatistica entre os
teores nas plantas testemunhas e aqueles acumulados nas plantas tratadas, com
excecdo do H3 que apresentou reducédo significativa de 24,56% no nivel de valina
em relacdo a testemunha. Os demais hibridos apresentaram leves reducdes apos a
aplicacéo do herbicida, com exce¢do do H7 e H8 com incremento em relagdo as
suas testemunhas de 5,43 e 19,38%, respectivamente (Figura 24B).

Os teores de leucina+isoleucina antes e apoés a aplicacdo do herbicida podem
ser observados na Figura 24C. Reduc¢bes significativas nos niveis desses
aminoacidos apdés a aplicacao do herbicida foram observadas para os hibridos H2 e
H3 com decréscimos em relacdo as testemunhas de 16,27 e 18,32%,
respectivamente. Embora ndo tenham sido significativas, reducdes também foram
observadas para os hibridos H1 e H6. Os demais hibridos apresentaram aumento
desses aminoacidos nas plantas tratadas.

Diversos autores observaram reducgdes drasticas nos teores de valina, leucina
e isoleucina em plantas aplicadas com herbicidas inibidores da ALS, causando
deplecado seletiva dos aminoacidos de cadeia ramificada nas porcentagens do total
de aminoécidos livres, considerando a falta desses aminoacidos uma das principais
causas da paralizagao do crescimento e morte das plantas (ANDERSON; HIBBERD,
1985; RHODES et al., 1987; SHANER; REIDER, 1986; SHANER; SINGH, 1993;
ZHOU et al., 2007).

O aumento do teor de aminoacidos livres em células de milho tratadas com
herbicidas inibidores da ALS foi observado em experimentos realizados por
Anderson e Hibberd (1985), no entanto os niveis de leucina e valina mostraram
reducgles significativas e apos 48 horas da aplicacdo do herbicida representavam
respectivamente 52 e 27% dos niveis observados nas ceélulas nédo tratadas.
Resultados similares foram relatados por Shaner e Reider (1986), que observaram
aumento de 32% no nivel de aminoacidos livres em plantas de milho aplicadas com

herbicidas inibidores da ALS. Nesses estudos evidenciou-se que o fornecimento
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exdgeno de valina, leucina e isoleucina pode reverter os efeitos inibitérios do
crescimento causado por esses herbicidas.

Orcaray et al. (2010) observaram que a aplicacdo dos herbicidas imazethapyr
e chlorsulfuron em Pisum sativum L. resultou na diminuicdo da proporcdo dos
aminoacidos valina, leucina e isoleucina em relacdo ao total de aminoéacidos livres. A
reducdo ocorreu nos trés primeiros dias, sendo observado ap0s esse periodo o
aumento da concentracdo desses aminoacidos em relacdo a testemunha, apesar
dos herbicidas inibirem a sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada. Resultados
semelhantes foram encontrados por Zhao et al. (2016) que relataram o aumento
dos aminoé&cidos valina e isoleucina em plantas de milho aplicadas com
chlorsulfuron.

O aumento na concentracdo dos aminoacidos livres tem sido atribuido ao
turnover proteico devido a maior degradacdo e menor taxa de sintese de proteinas
(RHODES et al., 1987). Em estudo realizado por Nemat Alla et al. (2008) a aplicacao
de chlorimuron-ethyl em plantas de milho e trigo resultou no aumento de N-sollvel
concomitante com a diminuicdo de N-total, dos teores de proteinas e com o aumento
dos aminoéacidos, sugerindo assim que um aumento na protedlise pode ter ocorrido.
A aplicacdo de herbicidas inibidores da ALS praticamente elimina a sintese de
proteinas, embora a sintese proteica ocorra ap0s o0 tratamento com esses
herbicidas, os componentes de aminoacidos dessas proteinas geralmente ndo sao
gerados a partir do nitrogénio recém-incorporado, mas sédo obtidos principalmente
através da degradacdo da proteina. Sendo assim, o aumento na concentragdo dos
aminoécidos ndo ocorre devido a uma maior taxa de sintese e sim a um aumento na
guebra das proteinas existentes (NEMAT ALLA et al., 2008; ORCARAY et al., 2010;
ZABALZA et al., 2006; ZABALZA et al., 2013).

As menores concentracdes de valina nas plantas que nao receberam a
aplicacdo do herbicida foram observadas para os hibridos H4, H8, H5 e H6 com
teores de 0,0433; 0,0460; 0,0533 e 0,0537 mg g ms™, respectivamente. J& os
hibridos H1 e H2 apresentaram os maiores teores naturais de valina, 0,0867 e
0,0766 mg g ms™, respectivamente (Figura 24B). Na figura 24C pode-se observar as
concentracOes de leucinatisoleucina nas plantas sem aplicacdo, os maiores teores
naturais desses aminoacidos foram encontrados nos hibridos H1 e H2 com valores

de 0,0905 e 0,0872 mg g ms™. Os demais hibridos n&o diferiram estatisticamente
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entre si apresentando valores abaixo de 0,065 mg g ms™, sendo o menor teor
observado no H4 (0,0481 mg g ms™).

Os menores teores naturais de aminoacidos poderiam estar correlacionados
com a maior sensibilidade dos hibridos de milho ao nicosulfuron, pois uma vez que a
rota de sintese dos aminoacidos é menos ativa, sugere-se que mesmo em doses
mais baixas o herbicida seria capaz de inibir a produgcéo desses aminiacidos.

Os hibridos H5 e H6 apresentaram baixos teores de valina e
leucina+isoleucina e avaliando os parametros fitointoxicacdo, massa seca e altura se
mostraram os hibridos mais sensiveis a aplicacdo de nicosulfuron. No entanto, os
hibridos H4 e H8 que ndo se destacaram como 0s mais sensiveis para nenhuma
variavel analisada, também apresentaram baixos teores de valiha e
leucina+isoleucina nas plantas ndo aplicadas.

Em relacdo ao acido quinico (Figura 24D), para todos os hibridos ndo houve
diferenca significativa entre as concentragfes na planta com e sem aplicacdo do
herbicida, no entanto, os hibridos H2, H5 e H7 reduziram o teor desse acido com a
aplicacado de nicosulfuron. Para os demais hibridos essa concentracdo aumentou
com a aplicagdo do herbicida, sendo o maior incremento em relagédo a testemunha
observado para o H8 (18,71%).

Para os aminoacidos valina, leucina+isoleucina e para o &cido quinico, nao
foram observadas alteracGes nos teores desses compostos em todos os hibridos, ao
comparar os teores presentes nas testemunhas com as plantas tratadas (Figura 25).
Em situacbes em que ocorreram 0 aumento ou reducdo desses compostos, 0s
valores ndo foram muito expressivos, ndo permitindo correlacionar tal

comportamento a sensibilidade das plantas ao herbicida.
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5 CONCLUSOES

A maior concentracdo do acido aminobutirico ocorre um dia apos a aplicacao
de nicosulfuron.

O aumento nos teores do acido aminobutirico apés a aplicacdo de
nicosulfuron foi observado para os oito hibridos estudados tanto no estadio
fenoldgico V2 quanto no V6.

Apenas para os hibridos no estadio fenoldgico V2 foi possivel estabelecer
uma correlacdo entre o acumulo de aminobutirico e as variaveis altura e

fitointoxicacdo acumuladas.
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APENDICE A - Fitointoxicacdo em hibridos de milho aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) e
28 (D) dias ap0s aplicacédo de nicosulfuron no estadio fenologico V2
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APENDICE B - Fitointoxicacdo em hibridos de milho aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) e
i D licacdo de nicosulfuron no estadio fenolégico V6
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