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RESUMO

A tecnologia EnList™ foi desenvolvida pela empresa Corteva Agriscience, e permite
a aplicacéo dos herbicidas 2,4-D e haloxyfop-methyl sobre o milho, devido a presenca
do gene aad-1, além da resisténcia ao glyphosate e aménio glufosinato. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a seletividade de diferentes herbicidas sobre a cultura do
milho com a tecnologia EnList™. Os experimentos foram conduzidos em campo e
casa de vegetacdo. Os herbicidas aplicados foram: haloxyfop-methyl, 2,4-D, e
glyphosate. Os ensaios realizados em casa-de-vegetagdao foram organizados em
delineamento inteiramente casualisado, constituidos por cinco repeticbes. Os
herbicidas foram aplicados em pos-emergéncia (V4), e obteve-se as seguintes
variaveis: taxa de transporte de elétrons do Fotossistema Il (Electron Transport Rate
- ETR), injuria visual, e altura aos 7, 14, 21 e 28 dias apds aplicacdo (DAA). Aos 28
DAA, foram coletadas as plantas para a obtencdo da massa seca final. Os
experimentos 1 e 2 corresponderam a aplicacédo de todos os herbicidas acima, tanto
de forma isolada como em misturas. Neste mesmo estudo, foi instalado um ensaio
adicional a campo para testar os parametros produtivos, porém com a adicdo de
amonio-glufosinato. Os demais experimentos constituiram-se de ensaios de dose-
resposta para cada um dos trés herbicidas estudados, comparando-se um material
com a tecnologia EnList™, e sua isolinha sem o gene aad-1. Portanto, os ensaios 3 e
4 se referiram a aplicacdo de doses crescentes de 2,4-D, que foram: 0; 456; 912;
1.824; 3.648 e 7.296 g e.a hal. Os experimentos 5 e 6 corresponderam as seguintes
doses de haloxyfop-methyl: 0; 63; 126; 252; 504 e 1.008 g i.a ha e além das variaveis
acima, analisou-se o teor total de lipideos, através de analises de extrato etéreo. No
experimento 7, foram testadas seis doses de glyphosate (0; 480; 960; 1.920; 3.840;
5.760 g e.a ha') sobre os materiais. No primeiro estudo, a aplicacédo dos tratamentos
ndo resultou em injarias visuais ou reducdo dos demais parametros, como a
produtividade. Nos experimentos envolvendo 2,4-D, observou-se uma reducao da
ETR da isolinha, aos 21 e 28 DAA para as doses mais elevadas, com decréscimo de
altura e massa seca. Com relacdo ao haloxyfop-methyl, ndo houve reducbes em
nenhuma das variaveis para as plantas resistentes. Porém, foram observadas
redugdes >50% da ETR para a isolinha, aos 3 DAA, assim como diminui¢do do teor
de extrato etéreo para este material. No experimento envolvendo glyphosate, néo



foram observadas diferencas significativas entre as variaveis. A tecnologia EnList™ é

segura quanto aos herbicidas aplicados, nas doses de bula recomendadas.

Palavras-chave: Pdés-emergéncia. Isolinha. aad-1. 2,4-D. haloxyfop-methyl.
glyphosate.



ABSTRACT

The EnList™ traits were developed by Corteva Agriscience, and provide both 2,4-D
and haloxyfop-methyl resistance for maize due to the aad-1 gene. In addition, it
presents glyphosate and ammonium-glufosinate resistance. The objective of this
research was to assess the selectivity of different herbicides for EnList™ maize. The
experiments were conducted both in the field and in greenhouse. The herbicides
applied were: haloxyfop-methyl, 2,4-D, and glyphosate. The greenhouse treatments
were arranged in a completely randomized design and consisted of five replications.
The herbicides were applied in post-emergence (V4), and the variables obtained were:
Electron transport rate of photosystem Il (Electron Transport Rate - ETR), visual injury,
and plant height at 7, 14, 21 and 28 days after application (DAA). At 28 DAA, the plants
were cut for obtaining the final dry mass. The experiments 1 and 2 corresponded to
the application of all the herbicides cited above, both alone and in mixtures. In this
same study, an additional field trial was conducted for testing the production
parameters, adding ammonium-glufosinate to some treatments. The other
experiments consisted of dose-response assays for each of the herbicides cited,
comparing a material with the EnList™ technology, and its isoline (non aad-1 material).
The experiments 3 and 4 referred to increasing doses of 2,4-D application, which were:
0; 456; 912; 1.824; 3,648 and 7,296 g a.e hal. Experiments 5 and 6 corresponded to
the following doses of haloxyfop-methyl: 0; 63; 126; 252; 504 and 1.008 g a.i ha', and
in addition to the variables above, the total lipid content was analyzed by ethereal
extract analysis. In experiment 7, six doses of glyphosate (0; 480; 960; 1,920; 3,840;
5,760 g a.a ha') were tested for each material. In the first study, the applications did
not result on visual injuries or decrease of the other parameters, such as yield. In the
experiments involving 2,4-D herbicide, there was a lower ETR at 21 and 28 DAA for
the higher doses in the isoline, affecting plant height and dry mass. Haloxyfop-methyl
applications did not reduce any of the variables for aad-1 transformed plants. However,
reductions >50% of the ETR were observed for the isoline at 3 DAA, and hence a
decrease in the ethereal extract. For the glyphosate experiment, no significant
differences were observed. The EnList™ trait is safe for these herbicides when used
the recommended labeled rates.

Keywords: postemergence. isoline. aad-1. 2,4-D. haloxyfop-methyl. glyphosate
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1 INTRODUCAO

O milho apresenta elevada importancia econémica e social, e consiste em um
dos principais cereais cultivados e consumidos no mundo todo, pois apresenta
elevado valor energético, e € importante desde a producéo de ragbes animais, assim
como na alimentacdo humana e producdo de etanol. O Brasil € o terceiro maior
produtor, e segundo maior exportador deste grdo. Com isso, seu cultivo € uma
importante atividade em diversas regides produtoras do pais, principalmente a regido
Sul e Centro-Oeste, se estendendo as demais regiées do pais.

As plantas daninhas exercem elevada influéncia na produtividade do milho,
podendo causar danos diretos através de sua alta capacidade competitiva, assim
como indiretos, podendo ser hospedeiras de pragas, doencas e nematoides, além de
impactarem nas operacgoes de colheita do cereal. Na cultura do milho, as perdas de
produtividade devido a competicdo com plantas daninhas sdo variaveis, podendo
chegar até 70%, dependendo das espécies infestantes e condi¢cbes edafoclimaticas
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

Desta maneira, o controle de plantas daninhas é uma prética imprescindivel
para o sucesso de uma lavoura de milho, e para isso é necessaria a combinacao de
diversas técnicas de controle, como: preventivo, cultural, fisico, e quimico,
constituindo assim o manejo integrado de plantas daninhas.

O controle quimico de plantas daninhas é o método mais utilizado pelos
agricultores, principalmente em grandes areas, devido ao maior rendimento
operacional, néo-revolvimento do solo, assim como elevada economia de mao-de-
obra e eficiéncia dos herbicidas (VARGAS; PEIXOTO; ROMAN, 2006).

A aplicacdo de herbicidas em pdés-emergéncia da cultura e das plantas
daninhas € uma prética necessaria para se evitar maiores competicdes e também que
as especies infestantes ndo completem o seu ciclo, evitando maiores producdes de
sementes. Dessa forma, os eventos transgénicos com resisténcia a herbicidas séo
aliados nesta modalidade de aplicacdo. Com o advento das culturas Roundup Ready®
(RR), incluindo o milho, as quais sao resistentes a aplicacédo de glyphosate, o nimero
de casos de plantas daninhas resistentes a esta molécula aumentou de forma

significativa, e as ferramentas de manejo vém sendo mais escassas.
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Devido a isso, outros eventos de transgenia vém surgindo para auxiliar no
manejo de plantas daninhas tolerantes e resistentes, e um dos exemplos é o milho
EnList™, desenvolvido pela empresa Corteva Agriscience, e que devera ser lancado
comercialmente no Brasil. Esta tecnologia permite a aplicacdo de quatro diferentes
moléculas de herbicidas em pos-emergéncia da cultura, que séo: haloxyfop-methyl,
2,4-D, glyphosate, e glufosinato de amdnio. Assim, o produtor tera a sua disposicao
mais possibilidades de manejo na pés-emergéncia do milho.

No entanto, é necessario se atentar quanto a seletividade destas moléculas a
cultura, e para isso sdo importantes os estudos que provem a seletividade dos
herbicidas que englobam o pacote tecnoldgico, verificando a possibilidade de injurias
e potencial de redugcdo de produtividade do milho, garantindo assim uma maior
seguranca de aplicacdo ao produtor.

O objetivo do presente trabalho foi testar a seletividade de diferentes herbicidas
gue compdem o pacote tecnolégico EnList™ na cultura do milho, tanto em misturas,

nas doses recomendadas, como de maneira isolada e em diferentes doses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econémica do milho

O milho (Zea mayz L.) é uma espécie pertencente a familia
Gramineae/Poaceae, que cresce em geral de 1 a 4 metros de altura, constituindo uma
espécie com excelente capacidade no armazenamento de energia (MAGALHAES,
2002). Portanto, devido também ao seu elevado potencial produtivo, assim como seus
componentes nutricionais, se constitui em um dos cereais mais produzidos e
consumidos no mundo (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000), podendo ser cultivado
em diversas regides, desde a latitude 58°N até 40°S, e do nivel do mar, até 3.800
metros de altitude (PATERNIANI, 1995).

No Brasil, na safra 2018/2019, a producéo total de milho esta estimada em 95,2
milhdes de toneladas, tendo as suas maiores producdes nas regides Sul e Centro-
Oeste, especialmente nos estados do Parana, com 15,9 milhdes, e Mato Grosso
correspondendo com 29,7 milhdes (CONAB, 2019). A producdo de milho cresceu
193,55% em 20 anos, com um acréscimo de 45,79% na é&rea plantada durante o
mesmo periodo (ARTUZO et al., 2019), constituindo-se em uma cultura que engloba
0S principais componentes durante a producdo de racdes nos mais diversos
segmentos pecuarios, como: bovinocultura, suinocultura e avicultura (ALVES;
AMARAL, 2011).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, estando Estados Unidos
e China como os dois primeiros, correspondendo com 366,3 e 215,9 milhdes de
toneladas, respectivamente (USDA, 2018). No entanto, o Brasil ainda segue como
segundo maior pais exportador do grao (FIESP, 2019), e os principais responsaveis
pelo abastecimento do mercado internacional de milho sdo: Estados Unidos, Brasil,
Argentina, e Ucrania (USDA, 2018).

N&o apenas importante na producéo de ragdes e demais alimentos, o milho se
constitui em matéria-prima na producédo de etanol. Os Estados Unidos geram mais de
um ter¢o de sua producgéo interna de etanol a partir do milho, tendo 99% de seus
biocombustiveis gerados apenas a partir deste produto (LEITE; LEAL, 2007;
PIMENTEL; PATZEK, 2005). No Brasil, a produgcdo de etanol vem aumentando, e



26

saltou de 26.483 para 234.147 metros cubicos (M) entre as safras 2014/2015 e
2016/2017, respectivamente (NASTARI, 2019), e deve ultrapassar um bilhao de litros
produzidos em 2019 (MARINHO, 2019).

Existem duas épocas principais de cultivo de milho no pais: a primeira destas
€ denominada veréo, ou “safra”, e a segunda é denominada “safrinha”, ou “segunda
safra”. Na regido Sul, a safra de verdo é plantada entre os meses de agosto a
setembro, e no Centro-Oeste, o plantio € realizado entre outubro e novembro (CRUZ
et al, 2010). Ja a “safrinha”, &€ plantada entre os meses de janeiro a marco,
dependendo da disponibilidade hidrica e do ciclo da cultura anterior, que em geral € a
soja (FIORINI et al, 2018).

A area plantada durante a segunda safra, no periodo 2017/2018, foi em torno
de 11,5 milh&es, e na primeira safra foi de 5 milhdes, no mesmo periodo, totalizando,
portanto, 16,6 milhdes de hectares de lavoura de milho no pais (CONAB, 2019).
Apesar do grande potencial produtivo que a cultura oferece, sua produtividade média
nacional é relativamente baixa, em torno de 5.524 kg.ha'* (CONAB, 2019). No entanto,
este valor ndo reflete o real cenario de producédo das principais regides produtoras, as
guais apresentam maior nivel tecnoldgico, com produtividades acima da média
nacional.

De acordo com Cruz et al. (2011), existe uma divergéncia entre as diferentes
regides produtoras, pois no Brasil existem muitas propriedades que apresentam
menores areas e baixo investimento tecnoldgico, sendo classificadas como de
subsisténcia, apresentando, portanto, baixos rendimentos. Porém, principalmente na
regido Centro-Oeste, o cenario € diferente, com maior tecnologia e capital de
investimento para se atingir elevadas produtividades. O custo de producdo nesta
regido € em torno de 2.660,34 reais por hectare, em uma lavoura de alto investimento
tecnologico (IMEA, 2018), e o preco da saca do grao (60 kg) segue em torno de R$
35,00 (CEPEA, 2019).

Devido aos custos de producéo, é necessario que se tenha uma produtividade
minima para que 0S Mesmos sejam pagos e se evitem prejuizos ao produtor. De
acordo com Azevedo et al. (2018), durante a safra 2016/2017, foi necessario haver
uma produtividade de pelo menos 71 sacas ha' para cobrir os custos necessarios.
Neste cenario, esta incluso também o manejo de plantas daninhas, o qual deve ser

realizado de forma a evitar possiveis prejuizos.
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2.2 Interferéncia de plantas daninhas na cultura do milho

As plantas daninhas exercem elevada influéncia sobre a produtividade das
culturas, e sdo responsaveis por perdas na producdo agricola. Estima-se que as
perdas na producédo de milho devido a competicéo por plantas daninhas sdo em torno
de 13% ao ano (RIZZARDI et al, 2014). No entanto, o grau de interferéncia ocasionado
pela presenca de plantas daninhas nesta cultura pode variar de 10 a 80% (SILVA et
al, 2015), ou mesmo de 50 a 90 % (CHIKOYE; UDENSI; LUM, 2005), dependendo de
diversos fatores, como: espécies infestantes, grau de infestacdo, arranjo de plantas e
condi¢cBes edafoclimaticas (SILVA et al, 2015).

As plantas daninhas competem com a cultura por diversos recursos do meio
que séo essenciais ao desenvolvimento da cultura de interesse, tais como: agua, luz,
nutrientes, espaco, COz2, além de serem responsaveis pela liberacdo de compostos
alelopaticos, os quais podem retardar ou inibir o crescimento da cultura. Além destes
fatores, as mesmas sdo responsaveis por causar danos indiretos, hospedando
pragas, doencas e nematoides (PITELLI, 1987), e por ocasionar também baixo
rendimento operacional de maquinas no momento da colheita (VARGAS, PEIXOTO,
ROMAN, 2006).

A interferéncia de plantas daninhas na cultura do milho, em geral, € mensurada
através da produtividade (PITELLI, 2014). Segundo Fancelli e Dourado-Neto (1997),
0 numero de graos por area se constitui em um dos mais importantes componentes
de rendimento. No entanto, é possivel aferir outros parametros, como: massa de 100
graos, altura de plantas, numero de espigas por planta, e nUmero de graos por espiga.
Balbinot Jr. e Fleck (2005) observaram diminuigdes destas variaveis para dois hibridos
de milho, quando ambos foram submetidos a infestacdo de Urochloa plantaginea e
Euphorbia heterophylla.

Devido a isso, € essencial que se conheca o periodo critico de prevencdo a
interferéncia (PCPI) de cada cultura, que é considerado como o periodo em que a
cultura deve permanecer livre de qualquer interferéncia de plantas daninhas, para que
0 seu rendimento ndo seja afetado (WEAVER; TAN, 1983; KNEZEVIC; EVANS,;
MAINZ, 2003). De um ponto de vista pratico, perdas de produtividade ocorridas antes
ou apos este periodo ndo serdo consideradas como significativas (KNEZEVIC;
EVANS; MAINZ, 2003). Devido a isso, a época de inicio de controle das plantas
daninhas é fundamental para o sucesso do manejo (MEROTTO JR. et al., 2000).
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Estudos realizados com milho mostram que este periodo pode ser variavel de
acordo com diversos fatores, dentre estes: safra, localidade, espécies infestantes, e
condic¢des edafoclimaticas (KNEZEVIC et al., 2002). Tursun et al. (2016) demonstrou
gue o milho deve ser mantido livre da presenca de plantas daninhas entre os estadios
V1 a V12. No entanto, outros autores determinaram que este periodo deve ser entre
V3 a V14 (HALL et al., 1992), ou mesmo V3 a V7-V10 (DOGAN et al., 2004). Dessa
forma, Kozlowski (2002) destaca a importancia do uso adequado de escalas
fenologicas durante as praticas de manejo da cultura.

2.3 Controle de plantas daninhas na cultura do milho

O controle de plantas daninhas em determinada cultura ndo deve ser visto
como algo isolado, mas em conjunto, constituindo assim o manejo integrado de
plantas daninhas. O mesmo € definido como um conjunto de métodos de controle,
como: cultural, mecénico, genético, biolégico, e quimico, que visam avancos no
controle de plantas daninhas, implementando diversas medidas de manejo, como:
conhecimento dos principais periodos de interferéncia das plantas daninhas, rotacéao
de culturas e aplicacdo de métodos conservacionistas (SWANTON; WEISE, 1991).

No entanto, antes de se abordar qualquer um dos métodos citados acima,
convém ressaltar sobre a importancia do método preventivo de controle de plantas
daninhas, o qual é resultante de acdes que visam evitar a emergéncia de plantas
daninhas na cultura ja estabelecida (MELANDER; RASMUSSEN; BARBERI, 2005).
As principais técnicas de controle preventivo a serem citadas, séo: limpeza de
maquinas e implementos, assim como de carreadores e canais de irrigagdo, e o
emprego de sementes certificadas (KARAM; RIZZARDI; CRUZ, 2008).

O controle cultural apresenta elevada relacdo com o controle preventivo, pois
ambos visam diminuir o nimero de plantas daninhas emergidas, por aumentar o
crescimento, a robustez e a competitividade da cultura em relacdo as infestantes
(MELANDER; RASMUSSEN; BARBERI, 2005). Isso se da através de préaticas
agricolas que favorecam um rapido estabelecimento da cultura, através de: adequado
balanco nutricional, ado¢éo de arranjo espacial de plantas recomendado ao hibrido e

a regido, assim como plantio em época ideal. Em complemento a isso, se faz
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conveniente a escolha de hibridos que apresentem rapido crescimento inicial e
elevado fechamento de entrelinhas (BALBINOT JUNIOR; FLECK, 2004).

O uso de coberturas vegetais se consiste em uma das estratégias de controle
cultural empregada nas mais diversas regides produtoras de gréos do pais (ALTIERI
et al, 2011), e promovem uma camada de cobertura vegetal sobre o solo, a qual ira
proporcionar um impedimento fisico a entrada de luz, além da possivel liberacdo de
compostos alelopaticos (TEASDALE; BESTE; POTTS, 1991). Em plantios de milho, a
adocdo de consorcios com forrageiras consiste em praticas de integragdo lavoura-
pecuaria, e que pode ser considerada como forma de controle cultural (PRINS; WIT,
2006), se constituindo também em uma das premissas do plantio direto, através do

nao revolvimento do solo e da rotagéo de culturas (ALVARENGA et al, 2001).

2.3.1 Controle quimico de plantas daninhas

O controle quimico de plantas daninhas é uma ferramenta bastante adotada
por produtores no mundo todo. A mesma consiste no emprego de substancias
guimicas capazes de controlar as plantas daninhas. Suas principais vantagens, sao:
possibilidade em controlar espécies de dificil controle, assim como a eliminagcédo de
plantas daninhas na linha da cultura. Também, convém citar a importancia do controle
quimico em épocas de maior precipitacdo, assim como o seu elevado rendimento
operacional (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011). Com relacdo ao uso de
mao-de-obra, Pleasant, Burt e Frisch (1994) ressaltam que o controle quimico resulta
em diminuicdo da mesma, assim como maior rapidez na operacao.

Existem trés épocas principais em que é possivel se empregar o controle
quimico na cultura do milho: a primeira se trata da aplicacdo em pré-semeadura, que
visa 0 controle das espécies infestantes antes da semeadura da cultura. Para isso,
sdo empregados tanto produtos sistémicos, como o glyphosate e 2,4-D, como de
contato, como o paraquat (RIZZARDI et al, 2014).

Nesta época, é importante a dessecacdao tanto das plantas daninhas presentes,
como de espécies de cobertura, e para isso, € necessario que haja um intervalo entre
a aplicacao do herbicida e a semeadura do milho, que ira depender dos herbicidas
utilizados e suas respectivas doses, e da densidade e estadio de crescimento da
espécie de cobertura (SILVA et al., 2015).
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Tanto um intervalo de 1, como de 13 dias entre a dessecacao de aveia-preta
(Avena strigosa S.) e o plantio do milho, ndo afetaram o crescimento e rendimento da
cultura (NEVES; FLECK; VIDAL, 1999). Porém, Corréa et al. (2008) afirmam que deve
ser respeitado um intervalo minimo de 14 dias entre a desseca¢do das seguintes
espécies: braquiaria (Urochloa brizantha cv. Marandu), milheto (Pennisetum
americanum), e crotalaria (Crotalaria juncea), e a semeadura do milho.

A segunda época de aplicagcdo ocorre na pré-emergéncia da cultura, e é
realizada logo apés a sua semeadura, através de herbicidas que apresentam maior
poder residual no solo, como aqueles pertencentes aos grupos quimicos das triazinas
e das amidas (RIZZARDI et al, 2014). Neste caso, € necessario se conhecer os fatores
que influenciam a estabilidade dos produtos, como: textura e umidade do solo, além
das propriedades fisico-quimicas da molécula, determinando assim a sua segurancga
de aplicacédo, e sucesso no controle das plantas daninhas (ANDERSON, 1983).

Ao se empregar herbicidas de aplicacdo em pré-emergéncia, se faz necessario
o conhecimento do seu potencial de “carryover”, fato que podera implicar em redugdes
de crescimento e perdas de produtividade do milho (ARTUZI; CONTIEIRO, 2006;
SOLTANI et al., 2011; DAN et al., 2012), ou mesmo em outras culturas subsequentes,
como foi observado por Gongalves et al. (2018), ao testar o “carryover” dos seguintes
herbicidas: atrazine, flumioxazin, metribuzin, e a mistura pronta de (diuron +
hexazinone + sulfometuron) sobre a cultura do milho, aplicados 120 dias antes da
semeadura, gerando decréscimos no acumulo de matéria seca da planta e
produtividade, com excecdo a atrazine, que se apresenta como altamente seletiva a
esta cultura.

A terceira época de aplicacao de herbicidas ocorre na pos-emergéncia do milho
e das plantas daninhas. Com isso, € importante se avaliar alguns fatores externos,
principalmente as condi¢cdes ambientais (temperatura, umidade relativa do ar, e
velocidade do vento), e o equipamento a ser utilizado (limpeza e regulagem), que irdo
interferir na eficacia da aplicacdo, principalmente pela possibilidade de deriva
(FOLONI, 2000).

Um dos herbicidas registrados para aplicacdo em pos-emergéncia do milho é o
nicosulfuron, pertencente ao grupo quimico das sulfonilureias, e apresenta como
mecanismo de ac¢éo a inibicdo da enzima ALS (KARAM; RIZZARDI; CRUZ, 2008).

Convém citar também o registro do herbicida 2,4-D a esta cultura, no entanto, ambas
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as moléculas citadas apresentam limitacbes quanto a sua seletividade, e portanto,

devem ser estudadas para se posicionar o seu adequado uso.

2.4 Seletividade de herbicidas

A seletividade de herbicidas € considerada um fator-chave no posicionamento
de uso das moléculas a cultura. Um herbicida seletivo é aquele que € mais toxico para
determinadas plantas do que para outras, considerando os mesmos limites de dose,
condicbes ambientais e métodos de aplicacdo (OLIVEIRA JR.; INOUE, 2011). De
acordo com Hertwig (1977), é aquele que quando aplicado conforme instrucbes de
uso, nao causa danos as culturas em que é recomendado.

Os fatores que determinam a seletividade de um herbicida a cultura séo
diversos, tais como: dose, formulacao, hibrido, estadio de aplicacdo, metabolismo
diferencial, assim como 0 uso da transgenia para tornar algumas culturas resistentes
a determinadas moléculas (OLIVEIRA JR.; INOUE, 2011).

O metabolismo diferencial é considerado o principal fator de seletividade dos
herbicidas as culturas, devido a diferenca na capacidade de metabolizacédo entre a
cultura e as plantas daninhas (DEVINE; DUKE; FEDTKE, 1992; COLE, 1994). Os
principais complexos enzimaticos envolvidos neste processo sédo o citocromo P450
monoxygenase (VAN EERD et al.,, 2003; YUAN; TRANEL; STEWART JR, 2007),
responsavel, por exemplo, pela metabolizacdo de alguns herbicidas do grupo das
sulfoniluréias, como o nicosulfuron em milho (CAVALIERI et al. 2008).

As enzimas Glutathiona-S-transferases (GSTs) também exercem importante
papel na metabolizacdo de alguns grupos quimicos de herbicidas, como as triazinas
e as cloroacetamidas (CARVALHO et al., 2009), citando-se como exemplo a atrazine
e s-metolachlor, respectivamente, 0os quais apresentam registro de uso a cultura do
milho (AGROFIT, 2019).
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2.4.1 A transgenia e a seletividade de herbicidas

A transgenia vem sendo cada vez mais empregada como um fator de
seletividade de herbicidas as culturas. Esta técnica se da através do isolamento de
um gene de interesse a ser inserido em determinada cultura comercial. No Brasil, o
milho € a cultura que mais engloba eventos transgénicos, com 59 aprovacdes pela
Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) (CIB, 2018), e no mundo,
também apresenta elevada aprovacdo de eventos, com 232 aprovacfes em 30
paises, desde 1992 (ISAAA, 2019).

Ainsercdo de genes que apresentam a caracteristica de tornar plantas de milho
resistentes a herbicidas é um avanco, devido a ndo descoberta recente de novas
moléculas, e o crescente numero de relatos de plantas daninhas resistentes aos
produtos existentes. Portanto, com estas tecnologias, € possivel o emprego de
herbicidas ja consolidados, e que antes ndo eram seletivos a cultura (WESTWOOD et
al., 2018).

A liberacéo do primeiro evento transgénico com resisténcia a herbicidas para a
cultura do milho no Brasil, ocorreu em 2007, e se trata do evento “T25”, que apresenta
0 gene pat, responsavel pela degradacao do herbicida glufosinato de aménio, através
da enzima phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT), transformando o herbicida em
N-acetyl glufosinato de aménio, por acetilacdo (ISAAA, 2019). Com isso, se tornou
possivel a aplicacdo desta molécula na pés-emergéncia de hibridos de milho com esta
tecnologia, denominada Liberty Link®.

Alguns hibridos de milho com tecnologias “bt”, ou seja, com genes provenientes
da bactéria Bacillus thuringiensis, e que promovem resisténcia contra insetos
lepidopteros, utilizam o gene pat como marcador de selecédo (OLIVEIRA JR., 2011).
Portanto, alguns hibridos de milho com a tecnologia “bt” ja apresentam resisténcia ao
herbicida glufosinato de aménio.

O glufosinato de ambnio € um herbicida de contato e n&o-seletivo,
apresentando elevado espectro de controle para as mais diversas espécies de plantas
daninhas, tanto monocotiledoneas como dicotiledoneas, inibindo o metabolismo do
nitrogénio na planta ao impedir a transformacéo de glutamato + aménia em glutamina
(BERIAULT; HORSMAN; DEVINE, 1999), ocasionando assim um excessivo acumulo
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de amobnia, e por consequéncia, inibicdo da fotossintese, necrose de tecidos, e morte
da planta (COETZER; AL-KHATIB, 2001; PLINE; WU; HATZIOS, 1999).

O segundo evento de transgenia com resisténcia a herbicidas em milho foi
liberado no pais no ano de 2008, denominado Roundup Ready® (RR), e se trata do
evento “GA21”, que apresenta o0 gene mepsps, inserido através da técnica de
bombardeamento de microparticulas (ISAAA, 2019). Dessa forma, € possivel a
aplicacdo do herbicida glyphosate em pds-emergéncia, devido a presenca de uma
enzima EPSPs insensivel ao herbicida, advinda da mesma enzima enddgena de milho
(SIDHU et al., 2000). Esta EPSPs expressa semelhanca de 99,3% com a enzima
selvagem, (CAJACOB et al., 2007).

No entanto, a expresséo da referida EPSPs era baixa, tendo ocasionado alguns
problemas de fitointoxicagdo. Portanto, foi desenvolvida a segunda geragao de milho
RR, denominada assim Roundup Ready 2™ (RR2™), através do desenvolvimento do
evento “NK603”, o qual apresenta maior expressdo da enzima EPSPs (com
similaridade de 99,7% com a espécie selvagem) (CAJACOB et al., 2007), devido a
insercdo do gene cp4-epsps (ISAAA, 2019). Convém ressaltar que no Brasil, os
primeiros hibridos comerciais com resisténcia ao glyphosate ja pertenciam a segunda
geracdo RR (ALBRECHT et al., 2014).

O glyphosate € um herbicida de elevado espectro de controle sobre as espécies
infestantes, considerado como n&o-seletivo. Atua inibindo a enzima 5-enolpiruvil-
chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), gerando um acumulo de acido chiquimico,
com a posterior inibicdo da sintese dos seguintes aminoacidos aromaticos:
fenilalanina, tirosina, e triptofano (FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997; VELINI et al.,
2009). Apresenta elevada mobilidade nos tecidos do floema, e quando aplicado sobre
folhnas maduras, o mesmo segue o sentido de tecidos mais jovens da planta, como
folhas novas e raizes (DUKE; POWLES, 2008).

Em plantas de milho resistentes ao glyphosate, a CP4-EPSPs insensivel ao
mesmo e a GA21 promovem um “by-pass” na rota do shiquimato, fazendo com que a
rota funcione normalmente, mesmo que a enzima nativa da planta seja inibida pelo
glyphosate (DILL, 2005).

Devido ao fato de ser ndo-seletivo, o glyphosate é bastante empregado em
operacdes de dessecacdo em pré-plantio, tanto de forma isolada como em mistura

com outros ingredientes, como o 2,4-D e graminicidas em geral, como haloxyfop e
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clethodim. Porém, com o seu uso inadequado apés a introducdo das culturas RR,
inumeros relatos de resisténcia a esta molécula passaram a ser registrados.

No mundo, existem 309 relatos de resisténcia ao glyphosate, envolvendo 43
espécies de plantas daninhas. No Brasil, sdo 15 relatos em 8 espécies, e como
destaque é possivel citar as seguintes: buva (Conyza sp.), capim-amargoso (Digitaria
insularis), capim pé-de-galinha (Eleusine indica) (HEAP, 2019) e mais recentemente
no Rio Grande do Sul, outra espécie de caruru (Amaranthus hybridus) (OLIVEIRA et
al., 2019). Em alguns destes casos se trata de resisténcia mdltipla, ou seja, a mais de
um mecanismo de acéo de herbicidas.

Dessa forma, € importante se realizar o manejo integrado destas espécies,
através principalmente da rotacdo de mecanismos de acdo de herbicidas (KARAM et
al., 2018), e para isso, novas ferramentas de biotecnologia vem surgindo para auxiliar,
como ja foi aprovado pela CTNBIio o evento “DAS40278”, que corresponde ao milho
EnList™, desenvolvido pela empresa Corteva Agriscience, que ir4 englobar um Gnico
gene de resisténcia (aad-1), tanto para o herbicida 2,4-D, como para o graminicida
haloxyfop, além da prépria resisténcia ao glufosinato de aménio (gene pat), e
glyphosate (cp4 epsps) (ISAAA, 2019).

O gene aad-1 é responsavel por expressar uma enzima, denominada:
“aryloxyalkanoate dioxygenase-1” (AAD-1), que é capaz de degradar de forma seletiva
os enantibmeros “R” (parte ativa) dos herbicidas pertencentes ao grupo dos
aryloxyphenoxipropionato (FOPs), como o haloxyfop, e também a molécula de 2,4-D
(ISAAA, 2019; WRIGHT et al., 2010). Este gene é derivado de uma bactéria de solo,
denominada Sphingobium herbicidovorans, que emprega a enzima AAD-1 para
transformar o 2,4-D em seu metabdlito, correspondente ao “2,4-diclorofenol” (LOPEZ-
OVEJERO et al.,, 2014). Vale ressaltar que a mesma tecnologia também estara
disponivel para a cultura da soja, porém com outro gene (aad-12), isolado da bactéria
Delfitia acidovorans, que expressa a enzima AAD-12, capaz de degradar ndao apenas
0 2,4-D, mas também outras moléculas de mesmo mecanismo de a¢éo, como triclopyr
e fluroxypyr (LOPEZ-OVEJERO et al., 2014).

Dessa forma, o milho com esta tecnologia serd resistente a aplicacdo de
haloxyfop e 2,4-D em pés-emergéncia, com o intuito de controlar as espécies
resistentes ao glyphosate que emergem apds o plantio do milho e competem com esta
cultura, como ocorre com o capim-amargoso (Digitaria insularis) e outras gramineas.

Vale ressaltar que o milho j& apresenta recomendacao de bula para aplicacao de 2,4-
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D, porém apenas até o estadio V4, ou seja, com quatro folhas completamente
expandidas.

Devido a maior abrangéncia de seletividade que o milho EnList™ apresenta, é
necessario se atentar quanto ao controle das plantas voluntérias na entressafra, e
também na lavoura subsequente, como a soja. Controles satisfatérios de milho
EnList™ na pés-emergéncia da soja RR foram obtidos através de aplicacbes de
glyphosate + clethodim e glyphosate + sethoxydim. Em contraste, misturas de
glyphosate + alguns herbicidas do grupo FOP, resultaram em controles muito
inferiores (até 9%), demonstrando sua diferenca de susceptibilidade entre o grupo
quimico das ciclohexanodionas (DIMs), e os FOPs, que ambos consistem em
ferramentas de manejo contra plantas daninhas da familia Poaceae (SOLTANI,
SHROPSHIRE; SIKKEMA, 2015).

2.5 Haloxyfop-methyl e 2,4-D

Os herbicidas dos grupos quimicos FOP e DIM (ciclohexanodionas) pertencem
ao mecanismo de agao dos inibidores da enzima “acetil coenzima A carboxilase”
(ACCase), a qual é responséavel pela biossintese de &cidos graxos, devido a
catalizacdo da reacdo que transforma acetyl-CoA em malonyl-CoA (DAYAN et al.,
2015). A diferenca de susceptibilidade entre espécies de folha larga e gramineas se
da pelo fato destas ultimas apresentarem apenas a forma eucaridtica da enzima
(SASAKI; NAGANO, 2004), a qual € inibida por ambos os grupos destes herbicidas.
Plantas de folha larga apresentam, portanto, as duas formas da enzima, e apenas a
procaridtica é suficiente para a producéo de lipideos da planta.

Os sintomas se destacam em maior parte nas regibées meristematicas, tanto
das raizes como da parte aérea, correspondentes a pontos de crescimento da planta,
devido a presenca de células e tecidos mais jovens, e dessa forma as atividades da
enzima ACCase nestas regides sdo mais elevadas. Com isso, 0 crescimento é
paralisado e as folhas se tornam arroxeadas ou cloréticas, e a bainha se destaca com
maior facilidade (OLIVEIRA JR., 2011; ROMAN, et al. 2007).

O 2,4-diclorofenoxiacético acido (2,4-D) se apresenta como um mimetizador de
auxina, ou seja, uma auxina sintética de elevadas concentracbes, que quando

aplicada, leva a distarbios de crescimento e um desbalango hormonal na planta,
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denominado “epinastia”, que se trata de um crescimento desordenado, devido a
inibicdo do crescimento e divisdo celular, levando assim a producao de etileno e por
fim, morte da planta (OLIVEIRA JR., 2011).

Os sais de amina séo as formulagdes mais comuns de 2,4-D vendidas no pais,
e a principal destas é a dimetilamina (DMA), no entanto, a formulac&o inserida no
pacote tecnoldgico EnList™ sera constituida pelo sal de colina, o qual se apresenta
com uma menor pressdo de vapor (constante de Henry= 1,4 1016 atm m3 mol! e
pressdo de vapor= 1,4 1077) em comparacdo com a formulacdo DMA (constante de
Henry= 8,6 10° atm m3® mol! e pressdo de vapor= 5,5 1077) e portanto, menor

volatilidade e menores riscos de deriva sobre culturas adjacentes (MARCHESI, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e informagdes gerais dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em campo e casa-de-vegetacao do Nucleo
de Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de
Producdo e Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas da
UNESP, Campus Botucatu/SP.

Nos experimentos desenvolvidos em casa de vegetacdo, cada unidade
experimental foi constituida por vasos com volume de 1,7 litros, preenchidos com
substrato Carolina®, composto por turfa de esfagno, vermiculita, e casca de arroz
carbonizada, e com as seguintes caracteristicas: pH 5,7 (x0,5), densidade 155 kg m-
3. e capacidade de retencédo de dgua de 55%. Foram semeadas cinco sementes por
vaso, e ap0s sua germinacdo, as mesmas foram desbastadas, deixando-se apenas
uma planta até o final dos ensaios. Quanto a irrigacdo, os vasos foram mantidos dentro
de recipientes plasticos preenchidos com agua.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada quando as plantas atingiam o estadio
vegetativo V4, ou seja, com quatro folhas completamente expandidas. Para isso, foi
utilizado um pulverizador estacionario, constituido por uma barra de 2 metros de
largura, equipada com quatro pontas de pulverizacéo do tipo leque, da série TeelJet e
modelo: XR 110.02 VS, espacadas em 0,5 m e posicionadas a 0,5 m de altura do alvo.
A velocidade empregada foi de 1 m s, e foi proporcionada através de um conjunto
composto por um motor elétrico e modulador de frequéncia. A pressao utilizada foi de
2,0 kgf cm, estabelecendo uma vazéo de 0,65 L min' por ponta e volume de calda
de 200 L ha* (Figura 1).
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Figura 1 - Aplicacao dos Tratamentos

Foto: Bfuno Flaibam Giovanelli - 2019

Em todos os ensaios, foram realizadas avaliacbes da taxa de transporte de
elétrons no fotossistema Il (ETR), em geral aos 7, 14, 21 e 28 dias apo6s a aplicacéo
(DAA) dos herbicidas, utilizando-se um fluordmetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll
Fluorometer OS5p — Opti Sciences), com duas leituras realizadas na ultima folha
completamente expandida (Figura 2). Os resultados foram expressos em
porcentagem em relacéo a testemunha, a qual foi considerada como 100%.

Nas mesmas datas de avaliacdo de ETR, também foram avaliadas a altura de
plantas (da base a insercdo da ultima folha), assim como notas de injdria visual para
cada tratamento, envolvendo as cinco repeticdes, seguindo-se uma escala de 0 a
100%, na qual “0” representa auséncia de injdrias, e “100” corresponde a morte das
plantas (SBCPD, 1995).
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Ao final de cada experimento, ou seja 28 DAA, era realizada a coleta das
plantas para secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C, durante 72h, e
sua posterior pesagem em balanca analitica de precisédo 0,0001 g para se obter a

massa total de cada planta.

3.2 Experimentos 1 e 2 (casa de vegetacdo): Seletividade de herbicidas,

isolados e em mistura, sobre milho com o gene aad-1

Foram realizado experimento em duplicata com o objetivo de avaliar a
seletividade de alguns herbicidas qgue comp&em o pacote tecnolégico EnList™ sobre
o milho com a referida tecnologia, tanto de forma isolada como em mistura. Dessa
forma, os ensaios foram constituidos de oito tratamentos e cinco repeti¢cdes, dispostos
em delineamento inteiramente casualizado. O hibrido semeado em ambos 0s ensaios
foi o 2B433 PW, fornecido diretamente pela empresa Corteva Agriscience e que
apresenta o gene aad-1, com excec¢ao ao gene pat, ou seja, 0 mesmo nao € resistente
apenas ao glufosinato de amoénio. O material possui ciclo superprecoce e €
recomendado tanto para plantio em safra de verdo, como safrinha em grande parte
do pais, além de ser um hibrido de médio a elevado investimento (Dow AgroSciences,
2016).

Os tratamentos e suas respectivas doses podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos referentes aos experimentos realizados em casa de
vegetacao, sobre a seletividade de herbicidas em milho com o gene

aad-1, 2019

Tratamentos Produto Comercial Doses (g i.a ha?)
1.testemunha - 0
2.haloxyfop-methyl Verdict® Mays 126"
3.glyphosate Glizmax® Prime 960™
4.2,4-D EnList™ Colex-D 912"
5.haloxyfop + glyphosate Verdict + Glizmax 126 + 960
6.haloxyfop + 2,4-D Verdict + EnList 126 + 912
7.glyphosate + 2,4-D Glizmax + EnList 960 + 912

8.haloxyfop + 2,4-D + glyphosate Verdict + EnList + Glizmax 126 + 912 + 960

*: Nos tratamentos envolvendo haloxyfop, foi empregado o adjuvante Joint® Oil na concentragao de
0,5% vlv; **: Doses expressas em gramas de equivalente acido por hectare (g e.a hal).
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O primeiro ensaio foi aplicado no dia 24/11/2017, e as condi¢cdes de aplicacao
foram: 28°C e 58% de umidade relativa (UR), e 0 segundo no dia 31/01/2018, a 26°C
e 67% de UR.

3.2.1 Experimento em campo

Além dos dois ensaios em casa de vegetacao, foi realizado um experimento
adicional para se avaliar a seletividade das mesmas moléculas, sobre 0 mesmo
evento, porém em condicbes de campo. Neste ensaio, foram adicionados outros
quatro tratamentos, envolvendo também o herbicida glufosinato de aménio,
totalizando doze tratamentos (Tabela 2).

O experimento foi implantado em area experimental da Fazenda Lageado,
pertencente a Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA) da UNESP/Botucatu. De
acordo com a classificagdo de Kdppen, o clima da regido é classificado como “Cfa”,
ou seja, quente e temperado (CUNHA; MARTINS, 2009). A andlise de solo e os dados
de precipitacao pluvial, assim como de temperaturas maxima, média, € minima estao
representados na Tabela 3 e Figura 3, respectivamente.

As parcelas foram compostas por cinco linhas com quatro metros de
comprimento, e espagadas em 0,85 m. A area (til empregada correspondeu a dois
metros de duas linhas centrais, isolando-se as extremidades. Todas as parcelas eram
mantidas livre da presenca de plantas daninhas. O delineamento utilizado foi em

blocos ao acaso, com quatro repeticoes, totalizando 48 parcelas.
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Tabela 2 - Tratamentos referentes ao experimento realizado em campo, com
milho apresentando o gene aad-1. Safra 2019

Tratamentos Produto Comercial Doses (g i.a ha?)
1.testemunha - 0
2.haloxyfop-methyl Verdict® Mays 126"
3.glyphosate Glizmax® Prime 960™
4.2,4-D EnList™ Colex-D 912"
5.glufosinato de aménio Finale 600
6.halo + gly Verdict + Glizmax 126 + 960
7.halo + 2,4-D Verdict + EnList 126 + 912
8.halo + glu Verdict + Finale 126 + 600
9.gly +2,4-D Glizmax + EnList 960 + 912
10.gly + glu Glyzmax + Finale 960 + 600
11.2,4-D + glu EnList + Finale 912 + 600
12.2,4-D + glu + gly + halo Verdict + EnList + Glizmax 912 + 600+ 960 + 126

*. Nos tratamentos envolvendo haloxyfop, foi empregado o adjuvante Joint® Oil na concentragédo de
0,5% v/v; **: Doses expressas em gramas de equivalente acido por hectare (g e.a hat). halo: haloxyfop-
methyl; gly: glyphosate; glu: glufosinato de aménio.

Tabela 3 - Analise quimica e fisica do solo da area experimental, coletada na
profundidade de 0-20 cm. Botucatu, SP

pH P
(CaCl) Al H+Al (resina) K Ca Mg SB CTC \Y
4,7 20 550 9,0 1,99 16,0 9,0 28,0 83,0 33,0
Argila Silte Areia
58,3 21,5 20,1

Unidades: Al, H+Al, K, Ca, Mg, SB e CTC (mmolc dm3); P (resina) (mg dm-3); V, argila, silte, areia (%).
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Figura 3 - Representacado da precipitacdo e temperaturas maximas, médias e
minimas durante o periodo de conducéo do experimento. Botucatu, SP
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A semeadura ocorreu no dia 15/01/2019, com as sementes previamente
tratadas com inseticida. A area foi previamente gradeada, e no momento do plantio, a
cultura recebeu uma adubacéo de 250 kg ha* do formulado 08-28-16 (NPK) na base,
e ao atingir o estadio V3, uma cobertura nitrogenada de 200 kg ha' de uréia, com
aplicacao localizada na linha de plantio.

A aplicacdo dos tratamentos ocorreu quando a cultura atingiu o estadio
vegetativo V4, e para isso, foi empregado um pulverizador costal propelido a CO2, a
uma pressao constante de 2 Bar, equipado com uma barra composta por 6 pontas do
tipo leque, da marca TeelJet, e modelo XR 110.02, operando a uma altura de 0,5
metros do alvo e velocidade de 1m.s™, proporcionando um volume de calda de 200 L
ha.

As avaliacOes realizadas estéo relacionadas ao desempenho agronémico da
cultura, e foram mensuradas quando a mesma atingiu o seu ponto de maturidade

fisiolégica (apds R6). As varidveis obtidas foram: altura total de plantas, altura de
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insercdo da espiga, numero de fileiras de grdos, numero de grdos por fileira,
comprimento da espiga, massa de 100 graos, e produtividade.

Durante as avaliacdes de altura (total e de insercéao da espiga), foram medidas
oito plantas da area util de cada parcela, considerando-se a altura total como a
distancia entre o nivel do solo a insercéo da ultima folha completamente expandida.
As avaliagbes de numero de fileiras de grdos, niumero de grdos por fileira, e
comprimento das espigas foram realizadas apés a colheita manual das mesmas, e
para isso, foi retirada a palha de trés espigas por parcela.

ApOs estas avaliacbes, o material foi debulhado em trilhadora elétrica
estacionaria, e o total de gréos por parcela foi pesado para se obter a estimativa de
produtividade. Em seguida, as amostras foram levadas ao laboratorio para que fosse
obtida a massa de 100 gréos, através da contagem manual de dois lotes por amostra,
totalizando duas repeticdes por parcela. Em ambas as variaveis, a umidade final dos
graos foi corrigida para 13%.

Os resultados inerentes a este experimento serdo demonstrados e discutidos
de forma conjunta aos experimentos 1 e 2.

3.3 Experimentos 3 e 4: Doses de 2,4-D aplicadas sobre milho com o gene aad-
1 e suaisolinha

Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar a resisténcia do milho com o gene
aad-1 (2B433 PW) ao herbicida 2,4-D, e comparéa-lo a sua isolinha sem este gene, ou
seja, o mesmo hibrido, porém sem a tecnologia EnList™. Para isso, os mesmos foram
semeados de forma concomitante, e da mesma forma ocorreu a aplicagdo dos
tratamentos, que foram compostos pelas seguintes doses do herbicida: 0; 456; 912;
1.824; 3.648; e 7.296 gramas de equivalente acido por hectare (g e.a ha') de 2,4-D.
O produto empregado foi o EnList™ Colex-D™, que apresenta concentracdo de 456
g e.a L, formulado com sal de colina.

O primeiro ensaio foi aplicado no dia 09/02/2018, a 28°C e 68% de UR, e 0
segundo no dia 08/05/2018, com 26°C e 60% de UR. As avaliagdes realizadas foram

as mesmas descritas no inicio desta secao.
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3.4 Experimentos 5 e 6: Doses de haloxyfop-methyl aplicadas sobre milho com

0 gene aad-1 e suaisolinha

Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar a resisténcia do milho com o gene
aad-1 (2B433 PW) ao herbicida haloxyfop-methyl, e compara-lo a sua isolinha. Dessa
forma, os materiais foram semeados, deixando-se trés plantas por vaso devido a
realizacdo de andlises de extrato etéreo. As plantas foram submetidas as seguintes
doses do herbicida: 0; 63; 126; 252; 504 e 1008 g i.a hal. O produto utilizado foi o
Verdict Mays, com concentracdo de 540 g i.a L%, e em todos os tratamentos foi
adicionado o adjuvante 6leo mineral Joint® Qil, na concentragdo de 0,5% V/v.

O experimento 5 foi aplicado no dia 21/03/2018, e as condi¢des foram de 24°C
e 59% de UR. O ensaio 6 recebeu aplicacdo no dia 16/05/2018, e as condicfes foram
de 26°C e 62% de UR. Além da avaliacdo das variaveis mencionadas anteriormente,

avaliou-se também o teor total de lipideos (extrato etéreo).

3.4.1 Extrato Etéreo

Neste estudo, foram realizadas algumas analises para quantificar o teor total
de lipideos através da determinacdo de extrato etéreo, ou gordura bruta,
empregando-se o0 método de Soxhlet, proposto por Silva (1990) o qual extrai todas
as substancias apolares presentes na planta, inclusive o conteudo total de lipideos.
Para isso, as avaliacbes ocorreram no laboratério de Bromatologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP/Botucatu.

As amostras eram referentes a dois periodos diferentes apds a aplicacdo do
herbicida: 7, 14 e 28 DAA. No entanto, para esta analise foram avaliados apenas
dois tratamentos: testemunha e a dose 126 g i.a ha™.

A andlise consistiu na coleta e secagem das plantas inteiras em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65°C, durante 72h, até peso constante, para que
posteriormente ocorresse a sua moagem. Foi utilizada uma aliquota de 0,5a 1,0 g
do material moido, e o0 mesmo foi embrulhado em papel de filtro, formando uma
espécie de “cartucho” (Figura 4). Cada repetigao foi analisada em duplicata, ou seja,
totalizando 60 cartuchos para os dois tratamentos e trés periodos de avaliagcdo, com

cinco repeticdes cada.
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Figura 4 - Pesagem das amostras (A) e cartuchos para extracao (B)

Os cartuchos foram entdo mergulhados em frascos de vidro com peso
previamente conhecido, contendo aproximadamente 40 mL de éter de petréleo, e
posteriormente colocados em um condensador por 4 a 6 horas a 50°C, para ocorrer
a extracdo do teor de gordura, e parte do éter foi recuperado no sistema, podendo

ser também reutilizado (Figura 5).

Figura 5 - Extracdo das amostras (A) e gordura remanescente no tubo (B)

ApOGs a extragdo, os cartuchos foram retirados dos frascos, e estes foram
mantidos no condensador até a recuperacdo de parte do éter remanescente. Em
seguida, os tubos foram levados a estufa de 60°C para a sua total secagem, restando

apenas gordura. Em sequéncia, foram colocados em dessecador para que
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atingissem a temperatura ambiente, evitando-se ganhos de umidade. No final, foram
pesados em balanca de precisdo com quatro casas decimais, e a diferenca entre o
tubo vazio e 0 mesmo com gordura representa o teor de extrato etéreo (Figura 5).
No entanto, o valor real da porcentagem de extrato etéreo foi dado em relacédo
ao teor de matéria seca de cada amostra. Para isso, uma aliquota de 2 a 3 gramas
das mesmas foi colocada em cadinho metélico com peso conhecido, e seca em
estufa a temperatura de 105°C, durante aproximadamente 24h, e em seguida
colocadas em dessecador para que fossem pesadas novamente. Assim, calculou-se

o teor de extrato etéreo com base na porcentagem de matéria seca obtida.

3.5 Experimento 7: Doses de glyphosate aplicadas sobre milho com o gene

aad-1 e suaisolinha

Este ensaio teve como objetivo avaliar a resisténcia, tanto do milho com o gene
aad-1, como de sua isolinha, ao herbicida glyphosate. Neste experimento, as doses
utilizadas foram: 0; 480; 960; 1.920; 3.840 e 5.760 g e.a ha, e o produto comercial
empregado foi o Glizmax® Prime, também pertencente a empresa Corteva
Agriscience, e formulado com sal de isopropylammonium, na concentracéo de 480 g
e.a.Ll. As avaliacGes foram as mesmas realizadas nos demais ensaios, e a aplicagdo
ocorreu no dia 12/02/2019, nas condicfes de 29°C e 61% de UR.

3.6 Anadlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) pelo teste
F (p<0,05), e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), exceto para os
dados de fitointoxicacéo, sobre os quais foram calculadas apenas as médias. Quanto
a variavel extrato etéreo, foi aplicado o mesmo teste, porém a analise ocorreu de modo
fatorial (2x2), ou seja, duas doses de haloxyfop-methyl e dois periodos de avaliacéo.

Foram utilizados os programas Sisvar® (versdo 5.6) para analise estatistica e
Sigma Plot® (versdo 12.5) para a elaboracdo de graficos. Quanto as variaveis
analisadas, estabeleceu-se o intervalo de confianga pelo teste t (p<0,05), utilizando a

equacao:
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IC = (t+DP)/Vn

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

([ l)

padrao dos dados, e “n” o numero de repeti¢des.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimentos 1 e 2 (casa de vegetacdo): Seletividade de herbicidas,

isolados e em mistura, sobre milho com o gene aad-1

A taxa de transporte de elétrons (ETR) foi mensurada até os 28 DAA, e permitiu
avaliar o comportamento de todos os tratamentos através desta variavel (Figura 6).
Em ambos os ensaios, ndo foram encontradas diferencas significativas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para a variavel ETR.

A analise da fluorescéncia € um método que oferece muitas vantagens como
instrumento qualitativo para o estudo do transporte de elétrons durante a fotossintese,
visto que a obtencédo de medidas da fluorescéncia da clorofila € rapida, especifica e
nao destrutiva (MOHANTY, 1974). Esta variavel representa uma das formas de
dissipacéo luminosa ocorrida nas folhas, ou seja, uma energia que a planta nao foi

capaz de utilizar e pode ser dissipada através de calor e fluorescéncia (BAKER, 2008).

Figura 6 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacdo a testemunha)
aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s aplicacédo (DAA) dos tratamentos, nos
experimentos 1 (A) e 2 (B)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05); Letras iguais dentro de cada periodo de

avaliagao nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); Halo: haloxyfop-methyl; Gly: glyphosate
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E possivel notar que todos os tratamentos apresentaram valores proximos em
relacdo a testemunha em ambos os experimentos. No ensaio 1, as maiores reducdes
de ETR ocorreram nos tratamentos: haloxyfop-methyl + 2,4-D, e no dultimo,
correspondente a mistura tripla, com redugdes proximas a 11% aos 21 DAA (Figura
6A). No experimento 2, as maiores reducbes se deram também no tratamento
envolvendo a mistura tripla de herbicidas, com valores permanecendo em torno de 95
a 97% em relacdo a testemunha para todas as avaliagbes (Figura 6B), no entanto,
nao ocorreram diferencas significativas a p<0,05 entre os tratamentos, para ambos os
ensaios.

Este fato pode estar relacionado ao evento apresentar um unico gene (aad-1),
capaz de degradar tanto a molécula de 2,4-D, como de haloxyfop-methyl. Portanto,
ao se aplicar ambos os herbicidas em mistura, pode ter ocorrido certo efeito de
saturacdo na rota metabodlica de degradacdo das duas moléculas, ou seja, uma
possivel diminuicdo na capacidade da enzima aryloxyalkanoato-dioxygenase em
degradar os herbicidas de forma conjunta.

Porém, convém ressaltar para a possibilidade de antagonismo entre as
moléculas de 2,4-D e haloxyfop, que quando misturadas, existem relatos da
possibilidade de perda de eficacia do graminicida, devido a uma menor translocacao
ou mesmo maior metabolizagdo do mesmo, proporcionada pelo 2,4-D, através do
aumento da atividade do citocromo P450 (HAN et al., 2013). No entanto, este efeito
nao ocorre em todos 0s casos, pois Maciel et al., (2013), ao testar o controle de milho
RR® voluntario através de haloxyfop-methyl tanto isolado como em mistura com 2,4-
D, demonstrou controles satisfatorios em todos os tratamentos.

Com relacdo a altura, no experimento 1, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,05) (Figura 7A). Aos 7 DAA, todos se
apresentaram com porcentagens abaixo de 100% em relag&o ao valor correspondente
a testemunha. O menor valor foi obtido pela mistura tripla de herbicidas, fato que se

repetiu nas demais avaliagdes.
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Figura 7 - Valores relativos (% em relacdo a testemunha) de altura aos 7, 14, 21
e 28 DAA dos tratamentos, para os experimentos 1 (A), e 2 (B)
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avaliacdo nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); Halo: haloxyfop-methyl; Gly: glyphosate

No experimento 2, foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos, porém com a mesma tendéncia de comportamento do ensaio 1, em que
a associacao dos trés herbicidas demonstrou menores valores de altura em todos os
periodos de avaliacdo, destacando-se para os 7 DAA, com 78% de altura em relacéo
a testemunha, ou seja, 22% de reducdo, mas com recuperacao durante os periodos
subsequentes (Figura 7B).

Os valores de massa seca demonstraram tendéncias parecidas em ambos 0s
ensaios. No primeiro, é possivel observar diferenca significativa entre o ultimo
tratamento (haloxyfop-methyl + 2,4-D + glyphosate) em relacdo a mistura de
glyphosate + 2,4-D, porém, a mistura tripla ndo difere de forma significativa dos
demais tratamentos, incluindo-se a testemunha sem aplicacdo. Além destas variaveis,
nao foram observados sintomas de fitointoxicacdo que pudessem ser ocasionados

pelos tratamentos.
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Figura 8 - Massa Seca (em gramas) dos tratamentos aos 28 dias ap0s
aplicacdo (DAA) nos experimentos 1 (A) e 2 (B)
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teste de Tukey (p<0,05); Test: testemunha; Halo: haloxyfop-methyl; Gly: glyphosate

4.1.1 Experimento em campo

Na analise do experimento realizado a campo, observa-se que nao houve

diferenca significativa para as variaveis de desempenho agronémico (Tabela 4). Outro

paradmetro a ser mencionado foi a auséncia de sintomas visuais de fitointoxicagao. A

variavel “numero de fileiras de graos” nao foi afetada, neste caso, pela aplicagdo dos

tratamentos, haja visto que a definicdo desta variavel ocorre naturalmente em torno
do estadio V5 (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014). Devido a isso, é conveniente

mensurar esta variavel apdés a aplicacdo de alguns herbicidas em pds-emergéncia.
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Tabela 4 - Resultados inerentes ao experimento realizado em campo, sobre
variaveis relacionadas ao desempenho agronémico do milho com o
gene aad-1. Botucatu, 2019

Tratamentos AIENS  ATNS  NFGNS NG/FNS  CENS M100NS  PRONS

1. Testemunha 1,14 2,05 1850 34,33 15,87 24,24 8.272,57
2. Haloxyfop 1,11 2,07 18,50 34,75 15,50 24,24 6.839,20
3. Glyphosate 1,18 2,08 18,66 34,58 16,25 24,32 7.968,84
4. 2,4-D 1,09 2,00 17,83 35,08 15,66 23,56 7.904,00
5. Glufosinato de amobnio 1,13 2,07 18,33 33,08 15,50 24,07 8.262,33
6. Halo + Gly 1,14 2,05 18,16 32,41 15,16 23,48 6.839,20
7. Halo + 2,4-D 1,13 2,06 17,50 34,08 16,30 24,83 8.020,03
8. Halo + Glu 1,10 2,02 17,25 35,83 17,08 24,07 7.842,56
9.Gly+2,4-D 1,12 2,08 17,83 35,0 16,33 24,32 7.822,10
10. Gly + Glu 1,10 2,05 19,16 34,33 15,80 23,73 8.692,34
11. 2,4-D + Glu 1,06 195 18,83 33,49 15,80 24,32 7.924,47
12.24-D+Glu+Gly+Halo 1,12 207 17,16 36,0 16,16 23,73 8.736,71
Média 1,12 2,05 18,14 34,41 1595 24,07 7.927,03
DMS 0,12 0,21 3,12 5,71 2,71 3,03 2.877,37
C.V. (%) 4,33 4,26 6,93 6,69 6,86 5,07 14,62

AIE: Altura de Insercéo da Espiga (m); AT: Altura Total de Plantas (m); NFG: Numero de Fileiras de Gréaos; NG/F:
Nimero de Gréaos por Fileira; CE: Comprimento da Espiga (cm); M100: Massa de Cem Graos (g); PRO:

Produtividade (kg.hat); NS: N&o significativo pelo teste de Tukey a p<0,05.

O numero de gréos por fileira, em geral, apresenta elevada relacdo com o
comprimento da espiga, a qual é definida quando a planta atinge o estadio de 12 folhas
(V12) (DOURADO NETO; FANCELLI, 1997). Com relagéo a produtividade, é possivel
observar semelhanca entre os valores dos tratamentos envolvendo haloxyfop isolado,
e 0 mesmo associado com glyphosate. Estes valores, mesmo nao apresentando
diferencas significativas, estdo abaixo do resultado encontrado na testemunha,
demonstrando a necessidade de mais estudos com relacao a este tratamento.

Ruen et al. (2017), ndo encontrou diferencas significativas na produtividade de
milho com o gene aad-1, submetido a diversos manejos e duas doses diferentes da
mistura de glyphosate + 2,4-D. Porém, quando aplicado o dobro da dose, foi possivel
observar leves injarias iniciais, as quais foram recuperadas com o desenvolvimento
da cultura, proporcionado também por condi¢des ambientais adequadas. No presente
estudo, o somatorio de precipitacdo durante o ciclo da cultura superou 900 milimetros
(mm), representando um regime hidrico superior ao exigido para o milho, que
corresponde a um intervalo entre 400 e 600 mm (FANCELLI, 2015), auxiliando na

rapida recuperacado de possiveis sintomas causado pelos herbicidas.
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Os resultados, em geral, mostram que o evento apresenta um Unico gene (aad-
1), que é resistente a mais de um mecanismo de acdo de herbicida (inibidores da
ACCase — aryloxyphenoxypropionatos, e mimetizadores de auxina), além dos genes
pat e cp4-epsps, que conferem resisténcia ao glufosinato de amonio e glyphosate,
respectivamente, demonstrando que as aplicacfes isoladas das moléculas, e as
misturas duplas, incluindo haloxyfop-methyl + 2,4-D, n&do causaram reducbes
significativas dos parametros avaliados.

Em termos de seletividade, Wright et al. (2010) ao aplicarem 2,4-D (3.360 g e.
a hal) em pré e pés-emergéncia da cultura do milho (estadios V4 e V8), também néo
observaram reducdes nos parametros avaliados, além de relatarem que o estadio de
aplicacdo nao influenciou na seletividade do 2,4-D para o milho com o gene aad-1.
Em complemento, Chahal et al. (2015) afirma que a mistura formulada de glyphosate
+ 2,4-D, denominada comercialmente EnList Duo™ devera ser aplicada na cultura do
milho EnList™ até o estadio V8, ou até que o mesmo atinja a altura maxima de 76
centimetros.

Krenchinski et al. (2017) demonstraram em um de seus ensaios, que a mistura
tripla, envolvendo: glyphosate + glufosinato de aménio + atrazine, sobre milho com os
genes pat e cp4 epsps ndo alterou variaveis, como indice de clorofila e altura de
plantas, no entanto, causou reducéo de produtividade da cultura em maiores doses,
mas os tratamentos ndo diferiram de forma significativa (p<0,05) em relagdo a
testemunha.

Em outro trabalho, Silva et al. (2017) encontraram leve porcentagem de
fitointoxicacdo em alguns tratamentos envolvendo a aplicacdo isolada e associada de
glyphosate, glufosinato de amonio, e atrazine em pos-emergéncia do milho, até os 14
DAA, porém todos os tratamentos n&o interferiram de forma negativa sobre
parametros fisiol6gicos, como indice de clorofila, assim como na altura de plantas,
massa de 100 graos e produtividade.

Giovanelli et al. (2018), ao testarem na pos-emergéncia de dois hibridos de
milho, os herbicidas glyphosate, atrazine e nicosulfuron, encontraram maior
fitointoxicacdo até os 14 DAA na mistura envolvendo os trés herbicidas, porém com
posterior recuperacdo de sintomas, e sem prejuizos a produtividade assim como na
altura de plantas, indice de clorofila, e massa de 1.000 gréos. Neste caso, a maior

porcentagem de fitointoxicacao pode se dar devido a presenca do nicosulfuron, o qual
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pode causar injuarias iniciais, dependendo do estadio de aplicacdo e do hibrido
utilizado (BEVILAQUA, 2019).

Pawelkiewicz (2018) encontrou elevadas porcentagens de fitotoxicidade em
misturas envolvendo 2,4-D, na dose de 1.209 g i.a hal, e demais herbicidas, dentre
estes o glyphosate, na pos-emergéncia do milho (V4), sem o gene aad-1. As maiores
porcentagens encontradas aos 28 DAA ocorreram na mistura de 2,4-D + tembotrione,
e esta mesma associada com nicosulfuron, ambas apresentando 32% de injuria, com
pouca influéncia sobre diversas varidveis, como: comprimento e didametro da espiga.
Porém, a produtividade se mostrou com reducfes significativas em relacdo a
testemunha capinada, o que demonstra a necessidade de conhecimento das misturas
a serem empregadas, e seus possiveis efeitos negativos sobre a cultura.

Dessa forma, sao importantes que sejam realizados mais estudos com relagao
ao efeito de misturas envolvendo duas ou mais moléculas sobre parametros
fisiologicos e produtivos da cultura do milho com o gene aad-1, principalmente as
moléculas registradas para hibridos com a tecnologia EnList™, e também suas
interacdes com demais herbicidas ja registrados e utilizados pelo produtor, para esta

cultura.

4.2 Experimentos 3 e 4: Diferentes doses de 2,4-D aplicadas sobre milho com

0 gene aad-1 e suaisolinha

A fluorescéncia de clorofila pode ser empregada no estudo de diversos
estresses causados a planta, dentre estes a intoxicacdo causada por herbicidas, os
guais podem alterar o processo fotossintético (ZHAO et al., 2018). Alguns herbicidas
nao atuam diretamente nos Fotossistemas (I e 1), porém podem acarretar em danos
indiretos aos mesmos devido a sua atuacao em outras rotas metabdlicas, diminuindo
assim a taxa de transporte de elétrons (JUNEAU; QIU; DEBLOIS, 2007).



Figura 9 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacdo a testemunha)
aos 7, 14, 21 e 28 DAA de 2,4-D, nos experimentos 3 (AeB)e 4 (Ce D), no
material com gene aad-1 (A e C) e sua isolinha sem o gene (B e D)
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De acordo com os resultados presentes nos gréaficos da Figura 9, foi possivel
observar determinadas respostas quanto a taxa de transporte de elétrons do
Fotossistema Il. Em ambos os experimentos, é possivel notar que a aplicacdo do
herbicida n&o ocasionou efeitos de reducdo da porcentagem de ETR para o material
com o gene aad-1 (Figuras 9A e 9C).

Em contraste, as doses 912; 1.824 e 3.648 g e.a ha'! proporcionaram aumentos
superiores a 10% nos valores de ETR em relacdo a testemunha, aos 14 DAA, nos
dois ensaios para o material com o0 gene aad-1. Porém, isso ndo € observado no
tratamento referente a dose mais elevada (7.296 g e.a hal), que permaneceu com
valores proximos a testemunha. Este fato pode ter ocorrido devido a um possivel
estimulo na taxa de transporte de elétrons, ocasionado pela aplicacdo do herbicida,
gue se elevou até determinada dose, e decresceu no ultimo tratamento, devido a uma

provavel intoxicagédo causada pela molécula.
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Barbagallo et al. (2003), ao testar diversos parametros relacionados a
fluorescéncia de clorofila apés aplicacdo de 2,4-D em plantas de Arabidopsis sp, nédo
encontrou diferengas significativas para os mesmos as 6 e 48 horas apos aplicacao.
Da mesma forma, Dayan e Zaccaro (2012) demonstraram baixas respostas nos
valores de ETR em plantulas de pepino, apds algumas horas de exposicéo ao 2,4-D,
tanto apos periodos de escuro, como em plena luz.

Com relacédo a isolinha do experimento 3 (Figura 10B), observou-se reducdes
na porcentagem de ETR nos tratamentos representados pelas maiores doses, aos 14
DAA. Porém, estas reducfes observadas neste periodo de avaliacdo néo diferem de
forma significativa entre si a p<0,05, ou seja, permanecem equiparadas a testemunha
sem aplicacdo. No entanto, diferencas significativas de ETR s&o observadas aos 21
DAA, com um decréscimo diretamente proporcional ao aumento das doses aplicadas,
resultando em uma diminuicdo de 13% em relacdo a testemunha para a maior dose.
No experimento 4 (Figura 10D), as mesmas reducdes ocorreram ja aos 14 DAA (18%

para a maior dose), e se mantiveram com 13% aos 21 DAA no mesmo tratamento.
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Figura 10 - Valores relativos (% em relacédo a testemunha) de altura aos 7, 14,
21 e 28 DAA de 2,4-D, para os experimentos 3 (A e B) e 4 (C e D), no material
com o gene aad-1 (A e C) e suaisolinha sem o gene (B e D)
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Com relacdo a porcentagem de altura de plantas, é possivel notar que de modo
geral, esta variavel ndo decresceu a valores abaixo da testemunha sem aplicacédo
para as doses mais inferiores em ambos 0s experimentos, no material com o gene
aad-1 (Figuras 10A e 10C). Porém, observa-se que no tratamento envolvendo a dose
mais elevada, a altura diminuiu de forma significativa (p<0,05) em ambos os
experimentos, acompanhando o comportamento da ETR, que ficou abaixo de 100%
neste tratamento, para os dois ensaios.

No experimento 3 (Figura 10A), é possivel notar incrementos superiores a 20%
para os valores de altura inerentes ao material com o gene aad-1, entre as avaliacbes
de 14 e 21 DAA. No entanto, estes valores sdo menores no experimento 4 (Figura
10C), permanecendo com incrementos em torno de 10% superiores a testemunha.

Quanto a isolinha, sdo observadas maiores diminuicdes de altura, devido a
maior susceptibilidade desta em maiores doses, mesmo para a cultura do milho, que

pertence a familia Poaceae, sobre as quais o herbicida 2,4-D se apresenta como
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seletivo. No experimento 3 (Figura 10B), é possivel notar certo incremento de altura
nas primeiras doses aplicadas (456 e 912 g e.a ha'), sendo estes aumentos de 15 e
22% aos 28 DAA, respectivamente, o que corrobora com Reis et al. (2010), ao obter
incremento de altura apés a aplicacéo de diferentes doses de 2,4-D sobre plantas de
milho.

Grossmann (2010) afirma que aplicacdes de 2,4-D em baixas doses, podem
levar a estimulos de crescimento e acelerar demais processos de desenvolvimento da
planta, devido a ser uma auxina sintética, ou seja, um horménio de crescimento.
Dessa forma, devido a presenca do gene aad-1, e junto a maior capacidade natural
do milho em metabolizar esta molécula, aplicacbes de doses mais elevadas de 2,4-D
nao ocasionaram danos de crescimento, mas Sim 0 oposto, ou seja, um incremento
na altura e na taxa de transporte de elétrons.

De acordo com Oliveira Jr (2011), a tolerancia de gramineas ao 2,4-D se da
devido a varios fatores, como: menor penetracdo do produto, assim como menor
translocacao pelos tecidos do floema. Skelton et al. (2017) afirma que o milho sem a
presenca do gene aad-1 é capaz de degradar o 2,4-D através da hidroxilacdo do anel
desta molécula, o que € mediado pelo citocromo P450 (SIMINSZKY, 2006), e a
atividade deste ultimo é induzida pela aplicacdo de 2,4-D (HAN et al., 2013).



59

Figura 11 - Porcentagem de injuria visual, aos 7, 14, 21 e 28 DAA de 2,4-D, para
os experimentos 3 (A e B) e4 (C e D), no material com o gene aad-1 (AeC)e
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Quanto a porcentagem de injaria visual, é possivel notar leve fitointoxicacédo

nos tratamentos referentes as trés maiores doses no material com o gene aad-1 (A e

C), a qual permaneceu com valores entre 5 e 8%, e 0 principal sintoma observado

ocorreu ha maior dose, através de um amarelecimento da folha que recebeu o

herbicida, que pode ser observado na Figura 12 a seguir.
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Figura 12 - Plantas de milho com o gene aad-1, submetidas a doses crescentes
de 2,4-D (da esquerda para direita), aos 14 DAA
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Ruen et al. (2017) ndo observou constantes injarias visuais em milho com o
gene aad-1, tratado com 2,4-D em condicbes de campo. Estudos de campo
envolvendo o mesmo material demonstraram uma resisténcia do mesmo a até 3.400
g e.a ha por safra (WRIGHT et al., 2010).

No material sem o0 gene de resisténcia, os valores foram maiores, atingindo
uma porcentagem de 60% na maior dose. Os principais sintomas ocasionados nas
plantas sensiveis foram: plantas visualmente inclinadas, caules deformados e mal
formacdo de raizes, assim como descrito por Peterson et al. (2016). Este efeito
ocorreu devido ao desbalanco hormonal causado por esta molécula ao induzir a
producdo de etileno, que é um horménio responsavel pelo crescimento vegetal,
proporcionado pela expanséo lateral das células. Além disso, este horménio também
induz a senescéncia da planta (ABELES; MORGAN; SALTVEIT JR, 2012).
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Figura 13 - Massa Seca (em gramas) das plantas de milho, aos 28 DAA de 2,4-
D, para os experimentos 3 (A e B) e 4 (C e D), no material com o gene aad-1 (A
e C) e suaisolinha sem o gene (B e D)
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p=<0,05 pelo teste de Tukey.

A massa seca de parte aérea, representada pela Figura 13, permite distinguir
o efeito ocasionado pelo herbicida nos dois materiais testados (com o gene aad-1 e
isolinha). Nas plantas resistentes, ndo ocorreram elevadas reducdes no acumulo de
matéria seca pelos tratamentos, com excecao a dose mais elevada do experimento 4
(C), correspondendo a 19% de reducdo em relacdo a testemunha, e apresentando
diferenga significativa a p<0,05. No experimento 3 (A), esta redugdo nao ocorre,
permanecendo os valores equivalentes a testemunha.

Em ambos os experimentos, € possivel notar certos aumentos no teor de
massa seca para as doses de 456 a 1.824 g e.a hal, no material com o gene de
resisténcia (A e C). Como exemplo do experimento 3, para a dose de 1.824 g e.a ha
!, houve um incremento de 15% em relacdo a testemunha, e esta mesma dose, assim
como as superiores, proporcionaram reducdes significativas desta variavel quando

aplicadas a isolinha.
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Portanto, de modo geral, é possivel observar incrementos em diversas
variaveis analisadas para o material com o gene aad-1, em algumas doses aplicadas.
Porém, mais estudos sdo demandados para elucidar demais fatores relacionados a

estes efeitos, e suas possiveis consequéncias e seu uso pratico.

4.3 Experimentos 5 e 6: Diferentes doses de haloxyfop-methyl aplicadas sobre

milho com o gene aad-1 e suaisolinha

A Figura 14 (A) abaixo demonstra que ndo houve diminuicées ou aumentos
significativos a p<0,05, da ETR para o material com o gene de resisténcia ao
haloxyfop-methyl, mesmo em maiores doses, as quais corresponderam a até 8
vezes a dose recomendada (126 g i.a ha). Araldi et al. (2012) também néao
encontraram diminuicdes na porcentagem de ETR em plantas de Ipomoea triloba
apos aplicacdo de 54 g i.a ha! de haloxyfop-methyl, permanecendo os valores
préximos a 100%, indicando que o milho com o gene aad-1, assim como ocorreu
com esta espécie dicotiledénea, foi resistente a este herbicida, sob doses

recomendadas.

Figura 14 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacédo a testemunha)
aos 3, 7, 14, 21 e 28 DAA de haloxyfop-methyl, referente ao experimento 5, no
material com o gene aad-1 (A) e sua isolinha sem o gene (B)
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No entanto, existem variacfes entre espécies, mesmo dicotileddneas, o que é
demonstrado por Dayan e Zaccaro (2012), ao aplicarem diclofop-methyl sobre plantas
de pepino, e constatarem diminui¢cdes na fluorescéncia de clorofila ap6s 18 horas de
escuro e 6 horas de plena luz, constatando uma maior sensibilidade em plantas desta
espécie.

No grafico B da mesma figura, que corresponde ao material sensivel ao
herbicida, foram observadas elevadas respostas na taxa de transporte de elétrons, j&
aos 3 DAA, com 40% de reducdo em relacdo a testemunha na dose de 63 g i.a ha™.
Na maior dose (1.008 g i.a ha'), esta reducéo foi superior a 70%. Aos 7 DAA, estas
reducdes foram de 43 e 78% para a menor e maior dose, respectivamente, e as
aplicacbes entre 63 e 126 g i.a ha! ndo diferiram entre si a p<0,05 em ambos os
periodos de avaliagdo. No entanto, apresentaram diferencas de 15 e 23% entre si aos
3 e 7 DAA, respectivamente.

Araldi et al. (2011), ao aplicarem uma dose de 56 g i.a ha* de haloxyfop-methyl
sobre a espécie graminea Urochloa decumbens, ndo constataram diferencas na
porcentagem de ETR em relacdo a testemunha em 1 DAA, porém, obtiveram uma
reducado de 42% aos 3 DAA, demonstrando uma lenta acéo inicial deste graminicida,

mas com elevado efeito de controle em poucos dias apds sua aplicacao.

Figura 15 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacdo a testemunha)
aos 7, 14, 21 e 28 DAA de haloxyfop-methyl, referente ao experimento 6, no
material com o gene aad-1 (A) e sua isolinha sem o gene (B)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si a
p=<0,05 pelo teste de Tukey.
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Com relacéo ao experimento 6, é possivel notar que o comportamento da ETR
para o material com o gene de resisténcia foi similar ao experimento anterior, ou seja,
sem alteragbes desta variavel em relagdo a testemunha. Quanto a isolinha, esta
alteracéo foi elevada aos 7 DAA, com diminuigbes em torno de 80%. Em ambos os
experimentos, ndo foi possivel a obtencdo da ETR para os periodos subsequentes,
devido a morte das plantas.

A reducao da porcentagem de ETR, neste caso, pode ocorrer devido a maior
producéo de espécies reativas de oxigénio, que causam diversas reacdes na planta,
denominadas estresses oxidativos. Com isso, h4 uma interrup¢do da corrente de
transporte de elétrons do Fotossistema Il (FSIl) para o Fotossistema | (FSI),
ocasionando assim uma interferéncia na fluorescéncia da clorofila (KAISER,;
MENEGAT; GERHARDS, 2013). Portanto, mesmo que o herbicida ndo atue
diretamente nos fotossistemas, alguns sao capazes de alterar parametros

relacionados a esta variavel.
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Figura 16 - Valores absolutos de altura aos 7, 14, 21 e 28 DAA de haloxyfop-
methyl, para os experimentos 5 (A e B) e 6 (C e D), no material com o gene aad-
1 (A eC)esuaisolinhasem o gene (B e D)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si a

p=<0,05 pelo teste de Tukey.

A altura de plantas do material com o gene de resisténcia (A e C), assim como
a ETR, ndo apresentaram alteracdes significativas em todos os periodos avaliados. O
material sensivel (B e D) demonstrou diferencas significativas de altura (p<0,05) aos
7 DAA, quando comparado a testemunha, em ambos os experimentos, podendo ser

constatadas reducdes de 40% para esta variavel.
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Figura 17 - Porcentagem de injuria visual, aos 7, 14, 21 e 28 DAA de haloxyfop-
methyl, para os experimentos 5 (A) e 6 (B), no material sem o gene aad-1
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O material resistente ndo demonstrou sintomas visuais de injaria, e a Figura 17
mostra as porcentagens de fitointoxicacdo inerentes ao material sem o gene aad-1.
De acordo com os graficos, é possivel notar que mesmo a menor dose do herbicida
apresentou elevado potencial de injuria a esta graminea, atingindo valores de 100%
em ambos 0s ensaios, ou seja, ocasionando a morte total das plantas.

De acordo com os resultados apresentados, é valido ressaltar sobre a elevada
susceptibilidade que as plantas de milho sem o gene aad-1 apresentam, mesmo em

doses abaixo daquelas recomendadas para o controle de plantas daninhas
gramineas.
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Figura 18 - Massa seca (em gramas) das plantas de milho, aos 28 DAA de
haloxyfop-methyl, para os experimentos 5 (A e B) e 6 (C e D), no material com o
gene aad-1 (A e C) e suaisolinha sem o gene (B e D)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si a
p=<0,05 pelo teste de Tukey.

Como j& observado em varidveis anteriores, ndo foram encontradas diferencas
significativas para o material resistente, o que é refletido também na massa seca final
das plantas, aos 28 DAA, para ambos os experimentos (A e C). Com relacdo aos
tratamentos aplicados sobre as plantas sensiveis, é possivel notar elevado
decréscimo no teor de massa seca (> 90%), mesmo na dose mais baixa, resultando
na morte das plantas. A morte das plantas também pode estar relacionada a perda de
estabilidade das membranas lipidicas, como a perda de ceras foliares, conforme
constatado por Dayan e Watson (2011) ao aplicar diclofop-methyl sobre plantas de

pepino.
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4.3.1 Extrato Etéreo

As tabelas 5 e 6 abaixo representam as porcentagens de extrato etéreo obtidas
aos 7, 14, e 28 dias ap0s aplicacdo dos tratamentos, nos experimentos 5 e 6,
respectivamente. Aos 28 DAA, foi possivel a quantificacdo desta varidvel em apenas
os tratamentos envolvendo as plantas com o gene aad-1.

Através do extrato etéreo, é possivel se obter todo o contetddo apolar presente
na planta, e devido aos lipideos apresentarem esta caracteristica, sua extracao
através deste método se torna eficaz. O haloxyfop-methyl possui a capacidade de
inibir a sintese de lipideos, e com isso, nos tratamentos envolvendo a sua aplicacédo
sobre as plantas sensiveis, é possivel notar diminui¢do significativa (p<0,05) desta
porcentagem ja aos 7 DAA para ambos os experimentos. Este fato pode ocorrer
devido a rapida paralisacdo de crescimento apdés sua aplicacdo, assim como a
paralisacdo da prépria sintese de lipideos e de membranas celulares (STEPHENSON
et al., 2006).

Tabela 5 - Teores de extrato etéreo (%) referentes ao experimento 5, em milho
com o gene aad-1 e sua isolinha sem o gene, aos 7, 14 e 28 DAA,
submetidos as doses 0 e 126 g i.a ha' de haloxyfop-methyl

7 14 28
aad-1 Isolinha aad-1 Isolinha aad-1
0 4,69 (x0,77) aA 2,02 (£0,20) bA 3,90 (x0,35)aA 1,36 (x0,37) bA 3,86 (+ 0,32)
126 4,08 (x0,35)aA 2,25(x0,27) bA 3,57 (x0,16)aA 0,88 (x0,2) bB 4,52 (= 0,54)
DMS 0,69 0,43 -
C.V.(%) 15,97 13,37 -
Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minisculas idénticas néo diferem entre si ao nivel de 5 % pelo
teste de Tukey, enquanto valores em uma mesma coluna, seguidos por letras mailsculas idénticas nao diferem
entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey

Doses
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Tabela 6 - Teores de extrato etéreo (%) referentes ao experimento 6, em milho
com o0 gene aad-1 e sua isolinha sem o0 gene, aos 7, 14 e 28 DAA,
submetidos as doses 0 e 126 g i.a ha' de haloxyfop-methyl

7 14 28
aad-1 Isolinha aad-1 Isolinha aad-1
0 2,15(x0,16)aB 2,30 (+x0,20)aA 2,92 (+0,31)aA 2,17 (x0,11) bA 2,28 (+ 0,62)
126 3,13(x0,38)aA 0,89(x0,47)bB 3,05(x0,29)aA 0,19 (x0,08)bB 2,41 (£0,73)
DMS 0,5 0,33 -
C.V.(%) 17,68 12,0 -
Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minlsculas idénticas nao diferem entre si ao nivel de 5 % pelo
teste de Tukey, enquanto valores em uma mesma coluna, seguidos por letras mailsculas idénticas ndo diferem
entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey

Doses

Os resultados acima corroboram com agueles encontrados por Cataneo et al.
(2013) ao aplicarem uma dose constante de 69 g i.a ha* de fenoxaprop-p-ethyl sobre
diferentes variedades de trigo, e observarem diminuicdes nos valores de extrato
etéreo. Da mesma forma, Bianchi (2018) obteve respostas semelhantes para esta
variavel, apés aplicacéo de clethodim, isolado e em associacao com glyphosate, sobre
dois diferentes bidtipos de capim-amargoso (resistente e susceptivel ao glyphosate).

De maneira geral, as porcentagens de extrato etéreo ndo foram alteradas nos
tratamentos envolvendo as plantas contendo o gene aad-1, em comparacao com a
testemunha. Assim, é possivel inferir que o herbicida ndo alterou a producdo de

lipideos nas plantas resistentes.

4.4 Experimento 7: Doses de glyphosate aplicadas sobre milho com o gene
aad-1 e suaisolinha

O referido ensaio foi realizado para testar se a inser¢ao do gene aad-1 poderia
ocasionar algum efeito sobre as plantas de milho, ou seja, aumentando ou diminuindo

sua resisténcia a aplicacao de glyphosate.
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Figura 19 - Taxa de transporte de elétrons (ETR - % em relacédo a testemunha)
aos 7, 14, 21 e 28 DAA de glyphosate, referente ao experimento 7, no material
com o gene aad-1 (A) e suaisolinha sem o gene (B)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05).

A Figura 19 acima demonstra que os valores de ETR permaneceram proximos
a 100% em todos os tratamentos, nos dois materiais testados. As médias néo diferiram
entre si pelo teste de Tukey a p<0,05. A isolinha, neste caso, se manteve com valores
préximos a testemunha também, devido ao fato de ambos apresentarem o gene cp4
epsps. Dayan e Zaccaro (2012) ndo observaram alteracdes na fluorescéncia de
clorofila de plantas de pepino submetidas a aplicacdo de glyphosate, apos diferentes
periodos de luz e de escuro. Olesen e Cedergreen (2010) concluiram que a
fluorescéncia de clorofila ndo foi afetada em plantas de cevada, submetidas a
aplicacao de diferentes doses de glyphosate.

Krenchinski et al. (2017) demonstraram que quatro variedades de soja
resistentes ao glyphosate, ao receberem duas doses crescentes desta molécula (720
e 2.160 g e.a hal), de modo geral, ndo apresentaram seus indices de clorofila

comprometidos, os quais foram mensurados através de indice SPAD.
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Figura 20 - Valores absolutos de altura aos 7, 14, 21 e 28 DAA de glyphosate,
para o experimento 7, no material com o gene aad-1 (A) e sua isolinha sem o

gene (B)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05).

A altura de plantas também nao foi alterada de forma significativa a p<0,05 para
todos os periodos avaliados, em ambos os materiais. No entanto, é possivel notar
certa diminuigdo de altura no material com o gene aad-1, nas maiores doses, aos 21
DAA. Fato similar foi observado por Krenchinski et al. (2013), ao aplicar doses mais
elevadas (2.160 e 2.880 g e.a ha') de glyphosate sobre milho RR, também aos 21
DAA. No entanto, o0 mesmo autor ndo constatou diminuicdes na altura final das

plantas, ou seja, em seu ponto de maturidade fisiolégica.
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Figura 21 - Massa Seca (em gramas) dos tratamentos aos 28 DAA de
glyphosate, para o experimento 7, no material com o gene aad-1 (A) e sua
isolinha sem o gene (B)
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si a

p=<0,05 pelo teste de Tukey

A massa seca das plantas nado foi alterada no material com o gene aad-1,
permanecendo assim mais estavel sob as diferentes doses de glyphosate aplicadas.
No material sem este gene, ndo houve redugdes significativas a p<0,05 desta variavel,
em comparagdo com a testemunha. Porém, é possivel observar alguns incrementos
em trés doses (480, 960, e 1.920 g e.a ha'), mas que ndo apresentam diferenca
significativa em relacdo a testemunha. A dose de 480 g e.a ha! apresentou maior teor
de massa seca em relacao as doses mais elevadas (3.840 e 5.760).

Assim, é possivel demonstrar ambos os materiais ndo foram influenciados pela
aplicacdo de glyphosate, e que o gene aad-1 ndo exerceu nenhuma influéncia sobre

a resisténcia da cultura a este herbicida.
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5 CONCLUSOES

A aplicacao das misturas dos herbicidas em doses recomendadas néo reduziu
as variaveis de ETR, altura, massa seca, e componentes de produgdo, como a
produtividade.

As aplicacfes de doses isoladas de 2,4-D e haloxyfop-methyl ndo prejudicaram
o desenvolvimento das plantas com o gene aad-1, no entanto, reduziram a ETR, altura
e massa seca inerentes a isolinha. Quanto ao glyphosate, ndo foram observados
danos significativos em ambos os materiais.

A tecnologia EnList™ é segura quanto ao uso sob doses recomendadas de 2,4-
D e haloxyfop-methyl em milho contendo o gene aad-1, porém mais estudos de campo
sdo necessarios para elucidar os efeitos dessas moléculas aplicadas em associacdo

com outros herbicidas.
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