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RESUMO

Safeners sao substancias que atuam como protetores de injarias causadas por
herbicidas, como exemplo o mefenpyr-diethyl, cuja acdo protetora se da
principalmente em cereais de inverno ao uso de herbicidas inibidores da Acetil
Coenzima A carboxilase (ACCase) e Acetolactato sintetase (ALS). Seu mecanismo
de acao esta atrelado a enzimas que metabolizam herbicidas, ativado por processos
fisiologicos e bioquimicos. Contudo, ainda ndo esta claro todas as respostas da
utilizagéo de safeners em plantas. Assim, neste trabalho foi realizado um compilado
de informacdes sobre safeners, trazendo uma revisdo de literatura abordando os
avancos e descobertas sobre a tematica (Capitulo 1) e investigado os efeitos
protetores da aplicacdo de mefenpyr-diethyl aos danos por herbicidas na cultura do
milho, explorando seus efeitos secundéarios (Capitulos 2 e 3). Uma série de
experimentos foram desenvolvidos para avaliar esses efeitos, realizados no Nucleo
de Pesquisa avancada em Matologia (NUPAM). O primeiro experimento (capitulo 2)
objetivou avaliar a acdo protetora do mefenpyr-diethyl a aplicacdo de herbicidas
inibidores da ACCase, em casa-de-vegetacdo, combinando o mefenpyr-diethyl (50 g
ia hal) com herbicidas, sendo: controle, mefenpyr-diethyl, mefenpyr-diethyl +
fenoxaprop-p-ethyl (110 g ia hal), mefenpyr-diethyl + haloxyfop-p-methyl (62,35 g ia
ha'), mefenpyr-diethyl + clethodim (108 g ia hal), mefenpyr-diethyl 5 dias antes da
aplicacdo de fenoxaprop-p-ethyl (110 g ia ha), mefenpyr-diethyl 5 dias antes da
aplicacdo de haloxyfop-p-methyl (62,35 g ia ha'), e mefenpyr-diethyl 5 dias antes da
aplicacdo de clethodim. Realizaram-se avaliacbes de fitotoxicidade, altura, massa
seca, conteudo total de lipideos e acumulo de parte aérea e de massa. Verificou-se
gque a aplicacdo de mefenpyr-diethyl ndo proporcionou protecdo suficiente aos
herbicidas inibidores de ACCase, entretanto o uso de mefenpyr-diethyl de maneira
isolada levou a aspectos estimulantes para a planta de milho, com incremento de
massa seca. Para investigar melhor este efeito secundario, foi realizado um segundo
conjunto de estudos (Capitulo 3) através da curva dose-resposta, objetivando
estabelecer a melhor dose estimulante e o estadio de aplicacdo, e posteriormente
aplicando esses resultados as condi¢cdes de campo. A primeira parte do experimento
foi desenvolvido em casa-de-vegetacdo com 5 doses do produto: 0; 12,5; 25; 50 e 100
g ia ha. O mefenpyr-diethyl foi aplicado em dois estadios fenoldgicos e o0 experimento

repetido em duas épocas. Foram realizadas avaliacbes de crescimento diario de



altura, area foliar e 0 acimulo de massa seca ao longo de 21 dias ap0ds a aplicagéo.
A partir da selecdo da melhor dose estimulante, foram validados os resultados a
campo em relacéo ao desempenho da cultura, aos componentes produtivos e sistema
fotossintético. Neste caso, o experimento continha a testemunha e 3 estadios de
aplicacao (tratamento de semente (TS), V4 e V6), com 4 repeticdes e realizados em
duas safras. A melhor dose encontrada foi de 50 g ia ha:quando aplicado no estadio
V3 e V4, proporcionando além de maior altura e area foliar, um acumulo de 2 e 1,3
vezes maior de massa seca em relacio a testemunha, respectivamente. A campo, 0s
estimulos foram evidentes na aplicagdo foliar em v4 e em TS, proporcionando
respostas estimulantes na altura, area foliar e na massa seca. Além disso, houve

resultados positivos para componentes produtivos com o uso de mefenpyr-diethyl.

Palavras-chave: efeito secundario; estimulo; Zea mays; seletividade.



ABSTRACT

Safeners are substances that act as protectors against injuries caused by herbicides,
such as mefenpyr-diethyl, whose protective action occurs mainly in winter cereals
when using herbicides that inhibit Acetyl Coenzyme A Carboxylase (ACCase) and
Acetolactate synthetase (ALS). Its mechanism of action is linked to enzymes that
metabolize herbicides, activated by physiological and biochemical processes.
However, it is still not clear all the answers of the use of safeners in plants. Thus, in
this work, a compilation of information about safeners was carried out, bringing a
literature review addressing the advances and discoveries about the topic (Chapter 1)
and investigating the protective effects of the mefenpyr-diethyl application to the
damages by herbicides in maize, exploring its secondary effects (Chapters 2 and 3).
A series of experiments were developed to evaluate these effects, carried out at the
Nucleus for Advanced Research in Matology (NUPAM). The first experiment (Chapter
2) aimed to evaluate the protective action of mefenpyr-diethyl to the application of
ACCase inhibitor herbicides, in a greenhouse, combining mefenpyr-diethyl (50 g ai ha
1) with herbicides, as follows: control, mefenpyr-diethyl, mefenpyr-diethyl +
fenoxaprop-p-ethyl (110 g ai ha'l), mefenpyr-diethyl + haloxyfop-p-methyl (62.35 g ai
ha'), mefenpyr-diethyl + clethodim (108 g ai ha), mefenpyr-diethyl 5 days before
application of fenoxaprop-p-ethyl (110 g ai ha), mefenpyr-diethyl 5 days before
application of haloxyfop-p-methyl (62.35 g ai ha't), and mefenpyr-diethyl 5 days before
clethodim application. Phytotoxicity, height, dry mass, total lipid content and shoot and
mass accumulation were carried out. It was found that the application of mefenpyr-
diethyl did not provide sufficient protection to ACCase inhibitor herbicides, however the
use of mefenpyr-diethyl alone led to stimulating aspects for the maize plant, with an
increase in dry mass. To better investigate this secondary effect, a second set of
studies was carried out (Chapter 3) through the dose-response curve, aiming to
establish the best stimulant dose and the stage of application, and later applying these
results to field conditions. The first part of the experiment was carried out in a
greenhouse with 5 doses of the product: 0; 12.5; 25; 50 and 100 g ai ha-1. Mefenpyr-
diethyl was applied at two phenological stages and the experiment was repeated at
two times. Daily growth assessments of height, leaf area and dry mass accumulation
were carried out over 21 days after application. From the selection of the best stimulant

dose, the results were validated in the field in relation to crop performance, productive



components and photosynthetic system. In this case, the experiment contained the
control and 3 application stages (seed treatment (TS), V4 and V6), with 4 replications
and carried out in two seasons. The best dose found was 50 g ai ha-1 when applied at
the V3 and V4 stages, providing, in addition to greater height and leaf area, an
accumulation of 2 and 1.3 times greater dry mass in relation to the control, respectively.
In the field, the stimuli were evident in the foliar application in v4 and in TS, providing
stimulating responses in height, leaf area, and in the dry mass. In addition, there were

positive results for productive components with the use of mefenpyr-diethyl.

Keywords: secondary effect; stimulation; Zea mays; selectivity.
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INTRODUCAO GERAL

A busca por solu¢cdes no controle de plantas daninhas de maneira eficiente e
sustentavel tem exigido inovagdes de técnicas e manejos diferenciados envolvendo a
aplicacdo de herbicidas, em especial os que apresentam elevada eficiéncia de
controle das plantas daninhas, sem causar fitointoxicacédo as culturas (GALON et al.,
2015). A exemplo disso, substancias conhecidas como Safeners, inicialmente
ganharam importancia por atribuirem seletividade de plantas a herbicidas e, na
maioria dos casos, sua agdo especifica, permitiu o posicionamento de herbicidas
poucos seletivos, ampliando o manejo de plantas daninhas sem haver prejuizos a
cultura de interesse.

As vantagens da utilizacdo dos safeners englobam a possibilidade de elevar a
rotacdo do ingrediente ativo, baseado no manejo sustentavel, e permitem a protecéo
a herbicidas que controlam plantas daninhas morfologicamente semelhantes a cultura
principal (HATZIOS; BURGOS, 2004).

A importancia agrondmica destes protetores tem fomentado pesquisas
consideraveis e estd sendo amplamente discutido no que diz respeito a seu modo de
acéo fisiolégico e bioquimico (DAVIES et al.,, 1999; RIECHERS et al., 2010). Os
trabalhos tém enfatizado a acéo protetora de diferentes moléculas, seus mecanismos
de acdo e as consequéncias das aplicagcbes nas plantas (DIAS et al., 2020;
RIECHERS et al. 2010; ZHANG et al., 2020). Contudo, ainda h& limitacdes sobre a
abrangéncia da resposta em variadas culturas. Além disso, muito pouco se sabe sobre
os efeitos secundéarios dos protetores, especificamente do mefenpyr-diethyl,
revelando que ainda ha uma lacuna no entendimento do papel desses produtos em
plantas (BIANCHI et al., 2021).

Embora a acéo protetora a herbicidas tenham sido enfatizada em publica¢cfes nas
ultimas décadas envolvendo os safeners, ha diversas sugestdes de respostas acima
da protecdo em plantas. A acdo estimulante com aplicacdo de algum safener ja foi
observada para dichlormid na cultura do milho, com incrementos na parte aérea e
radicular quando utilizado no tratamento de sementes (BUBNOV; SPIRIDONOV;
KUZNETSOV, 2018), enquanto o uso de cloquintocet levou ao efeito promotor de
crescimento em plantulas de trigo (CUMMINS et al., 2006).

As informacdes envolvendo a utilizacado de mefenpyr-diethyl para o efeito promotor

também vem sendo destacados. Na cultura do trigo, Taylor et al (2013) observou o
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incremento no comprimento da parte aérea, com uso deste produto e ainda, elevacao
de 20% de massa seca comparada a testemunha. Estudos recentes mostram que o
efeito pode se estender a uma maior gama de culturas, mostrando efeitos de
incremento em trigo e em soja. Neste Ultimo caso 0 aumento na matéria seca ocorreu
em duas safras, apresentando 24 e 14% de incremento, respectivamente,
comparando com o tratamento controle (BIANCHI et al., 2021)

Na tentativa de elucidar esta discussao, este trabalho ira abordar diferentes
vertentes envolvendo o uso de safeners na agricultura, através de uma revisdo sobre
a tematica (Capitulo 1), estudando especificamente a acdo de mefenpyr-diethyl na
cultura do milho (Capitulo 2), e trazendo informacdes inovadoras sobre sua resposta

fisiologica e estimulante validadas a campo (Capitulo 3).
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CAPITULO 1
SAFENERS E SEUS USOS NA AGRICULTURA

RESUMO

Os safeners ou protetores quimicos sao substancias que podem ser utilizadas para
aumentar a tolerancia de culturas a herbicidas, sem prejudicar o controle de plantas
daninhas. Estes produtos apresentam uma grande importancia no manejo de plantas
daninhas, permitindo maior rotacdo de ingredientes ativos através do aumento da
flexibilidade na escolha dos herbicidas, a protecdo de culturas morfologicamente
semelhantes a espécie alvo para controle, além de aumentar as alternativas de
manejo. Compreender suas modalidades de aplicacdo, bem como seus mecanismos
de acdo em plantas sado fundamentais para 0 correto posicionamento destas
moléculas. Embora sua principal importancia esteja relacionada ao manejo de plantas
daninhas, nos ultimos anos, estudos tem demonstrado efeitos secundarios com a
utilizac&o destes produtos, trazendo vantagens que vao além do efeito protetivo para
a cultura de interesse, promovendo o crescimento de plantas e atuando como agentes
de defesa contra estresse. Neste contexto, esta reviséo ir4 abordar o cenéario dos
principais safeners presentes na agricultura, incluindo as diferentes vertentes
envolvendo o uso de safeners, bem como sua aplicabilidade em efeitos secundérios

em plantas.

Palavras-chave: safeners; tolerancia; efeito secundario.

ABSTRACT

Safeners or chemical protectors are substances whose can be used to increase the
tolerance of crops to herbicides, without harming weed control. These products are
important in weed management, allowing more rotation of active ingredients by
increasing flexibility in the choice of herbicides, protecting crops morphologically
similar to the target species for control, in addition to increasing management
alternatives. To understand their application modalities, as well as their mechanisms
of action in plants are fundamental for the correct positioning of these molecules.

Although its main importance is related to weed management, currently studies have
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shown secondary effects with the use of these products, bringing other advantages
besides protective effect for the crop of interest, promoting plant growth and acting as
agents defense against stress. Therefore, this review will address the scenario of the
main safeners present in agriculture, including differents aspects involving the use of

safeners, as well as their applicability in secondary effects in plants.

Keywords: safeners; tolerance; secondary effects.

1.1 INTRODUCAO

Dentro do manejo integrado de plantas daninhas, o uso de herbicidas é
indispensavel para alcancar o controle eficaz das espécies. Contudo, nos ultimos anos
o0 registro de novos ativos esta cada vez mais escasso. Isso atrelado a ocorréncia de
plantas daninhas resistentes a herbicidas, limita ainda mais as op¢des de manejo.
Portanto, métodos que auxiliem na seletividade de culturas a herbicidas e sejam
eficazes no controle, séo alternativas que devem ser exploradas na agricultura.

Uma das maneiras de alcancar seletividade em culturas é através do uso de
substancias quimicas que protegem contra o efeito tdéxico causado por herbicidas.
Essas substancias sdo denominadas safeners, possuem alto grau de especificidade
botanica e, em combinacdo com herbicidas, sdo capazes de controlar plantas
daninhas sem causar injarias ou danos na cultura. Vale a pena ressaltar que esses
produtos previnem, mas ndo revertem danos de herbicidas (CATANEO, 2001,
FERREIRA E CATANEO, 2002; GALON et al., 2011)

Os safeners foram descobertos no final da década de 40 através da interacao
antagonica de 2,4-D apés a exposi¢cdo com 2,4,6-T em plantas de tomate (HOFFMAN,
1953). Em 1971 o anidrido naftdlico proporcionou protecdo contra o grupo dos
tiocarbamatos na cultura do milho (DAVIES; CASELEY, 1999), sendo que 15 anos
mais tarde foram lancados diversos outros safeners, como Mefenpyr-diethyl,
fenclorim, flurazole, benoxacor, entre outros.

Por aumentar a flexibilidade na escolha do herbicida, os safeners sdo importantes
ferramentas no manejo de plantas daninhas, trazendo diversos beneficios, como a
rotacdo de ativos, a protecdo de culturas morfologicamente semelhantes a estas
espécies, além de aumentar as alternativas para culturas com poucas opg¢des de

manejos, como o caso do sorgo, onde s-metolachlor pode ser utilizado com seguranca
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através do uso de fluxofenim nas sementes (SILVA et al., 2014). Em cereais, diversos
safeners protegem contra efeitos fitotoxicos de herbicidas inibidores de ACCase,
proporcionando eficacia no controle das plantas daninhas pertencente a familia
Poacea.

O efeito que promove sua acao protetora € similar aos mecanismos de resisténcia
de plantas daninhas a herbicidas (DELYE et al., 2013). Podendo atuar através da
competicao pelo sitio de acdo, pela metabolizacdo destes compostos ou por inibicao
enziméatica (DAVIES; CASELEY 1999). A maioria dos protetores induzem a expressao
de genes que codificam enzimas envolvidas na desintoxicacdo de herbicidas
(RIECHERS; GREEN, 2017), como citocromo P450 monoxigenase (P450) ou a
glutationa S-transferase (GST) (ALLA; HASSAN 2008).

Esclarecer seu posicionamento, sua forma de agdo e suas perspectivas na
agricultura € fundamental para compreender como suas caracteristicas podem auxiliar
no manejo de plantas daninhas. Outras linhas de estudo, como mitigacao de estresse
em plantas e agentes promotores de estimulos, vem sendo exploradas na literatura.
Portanto essa revisdo tem como objetivo expor os principais aspectos envolvendo

safeners na agricultura.

1.2 FORMAS DE APLICACAO

Os safeners podem ser aplicados de duas maneiras, no tratamento de sementes
(TS) ou via pulverizacdo aérea em pré ou pés-emergéncia (anteriormente a aplicacao
de herbicida ou em mistura) (HATZIOS; HOAGLAND, 1989; OLIVEIRA JR,
CONSTANTIN, 2001). Sua modalidade de aplicacdo depende de trés fatores, tipo de
safener, estadio fenologico da cultura e do levantamento fitossociolégico de plantas
daninhas. Esses fatores auxiliam na tomada de decisdo do posicionamento do
safener, de modo que a partir das espécies de plantas daninhas presentes na area de
interesse, determina-se qual a melhor opcdo de herbicida para controla-las.
Posteriormente, o protetor € definido em funcédo de sua seletividade, dependendo de
sua atividade fisiologica, que pode ser ativada em sementes ou parte aérea, variando
em func¢ao da cultura e do produto (GALON et al., 2011)

O anidrido naftalico considerado o primeiro safener comercial, possui
especificidade limitada. Quando aplicado em mistura com herbicidas do grupo dos
tiocarbamatos pode reduzir o controle de plantas daninhas, sendo mais indicado seu
uso em TS (DAVIES; CASELEY, 1999). Outro produto, muito comum em sementes
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de arroz e algodao, o dietholate, € fundamental para a prote¢cdo contra clomazone
(SANCHOTENE et al., 2010; INOUE et al., 2014). Uma série de outros safeners ainda
podem ser posicionados nesta modalidade de aplicacdo, a exemplo de flurazole,
benoxacor, fenclorim e dichlormid.

A aplicagdo via pulverizacdo, geralmente é realizada em mistura com o herbicida.
Os safeners sédo comercializados em embalagens separadas ou em misturas.
Diversos ingredientes ativos se encaixam nesta classificacdo, como isoxadifen,
Mefenpyr-diethyl, cloquintocete e benoxacor.

Vale ressaltar que a deposicdo dos safeners na aplicacdo em pré ou pos-
emergéncia também ocorre nas plantas daninhas, podendo ativar complexos
enzimaticos ou processos de protecao nestas espécies. Em Alopercurus myosuroides,
uma planta daninha pertencente a familia das Poaceae, problematica em cereais na
Europa (MARECHAL et al., 2011), ja foi reportado ac&o protetora de mefenpyr-diethyl
e fechlorazole-ethyl quando aplicados em parte aérea (CUMMINS, BRYANT,
EDWARDS, 2009). Portanto, compreender os efeitos dos safeners em plantas
daninhas também é fundamental para uma maior segurangca no momento da

aplicacéo.

1.3 SAFENERS UTILIZADOS NO BRASIL

No Brasil, os safeners sado regulamentados como agrotoxicos, entretanto séo
classificados como produtos atipicos, mesma classificacdo de adjuvantes, 6leo
vegetal, espalhantes adesivos etc. Esses produtos dispensam alguns itens para seu
registro, o que facilitam sua entrada no mercado (MAPA, 2021). A Tabela 1 demonstra
0s principais safeners presentes no mundo, suas recomendacdes e quais possuem

registro no Brasil.
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Tabela 1. Principais safeners descritos com ac¢éo protetora em funcao do ingrediente
ativo do herbicida, da espécie, e sua forma de aplicacao presente no mercado mundial

de defensivos agricolas.

Nome Herbicida Culturas Forma de Nome Registro
indicadas aplicacao comercial - MAPA
. Arroz; Algodéo; Tratamento de Permit / .
dietholate clomazone . . Sim
Trigo sementes Permit Star
fluxofenim s-metolachlor Sorgo; Trigo Tratamento de Benefic Sim
sementes
anidrido naftalico 'Soxa".“to'?? alac_hlor; Milho; Feijao Tratamento de - -
fluazifop; atrazina sementes
flurazole Cloroacetanilidas Sorgo Tratamento de - -
sementes
. Inibidores de ACCase e . . N
mefenpyr-diethyl S Cereais Pos-emergéncia - -
Sulfoniluréias
fenclorim pretilachlor; linurom Arroz; Tomate Pré-emergéncia - -
cloquintocet clodinafop Cereais; Milho Pdés-emergéncia - -
benoxacor s-metholachlor Milho; Arroz Pés-emergéncia - -

. . Inibidores de ACCase e . . a .
isoxadifen o Cereais Pd&s-emergéncia - -
Sulfoniluréias

Porém, no mercado nacional, ndo existem muitos produtos comercializados como
safener. Em pés-emergéncia ndo ha nenhum produto comercializado isoladamente,
sendo geralmente formulados com herbicidas ou aplicados no tratamento industrial de
sementes. Algumas empresas comercializam sementes de trigo e sorgo tratadas com
fluxofenim, o qual confere seletividade ao s-metolachlor (AGROFIT, 2021).

O produto Permit®, é atualmente o mais comercializado no Brasil, sendo
considerado o Unico safener que possui uma formulacdo sem mistura com herbicida
podendo ser utilizado nas sementes de algodao e arroz em sequeiro ou irrigado. J4 0
anidrido naftalico, apesar de ndo possuir uma formulagédo comercial, possui resultados
positivos para seletividade de milho na aplicacdo de isoxaflutole (MACIEL et al.,
2012), de feijao contra fomesafem + fluazifop, alachlor e atrazine em milho (ALLA;

HASSAN, 2020; KRENCHINSKI et al., 2019).

1.4 MECANISMOS DE ACAO

Com o avanco de novas técnicas e metodologias, foi possivel expandir os
conhecimentos de como os safeners atuam bioguimicamente nas plantas. Abu-Qare,
Ducan (2002) citam 3 mecanismos de acdo dos safeners, efeito na absorcdo e

translocacao dos herbicidas, metabolizacdo e competicéo pelo sitio de agcdo. Contudo
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todos os estudos que demonstram efeito na absorcéo e translocacéo estéo atrelados
a metabolizacdo de herbicidas (DAVIES et al.,, 1998; JABLONKAI, DUTKA, 1995),
dificultando a compreenséao deste mecanismo. Portanto dentro da literatura ainda nao
h& um consenso sobre a classificagdo dos mecanismos de a¢do, mas de maneira
geral sdo encontrados quatro principais: efeito de safeners no sitio de acédo do
herbicida; o efeito na metabolizacéo de herbicidas; a competicdo pelo sitio de acéo e

inibicdo de enzimas.

1.4.1 Efeito do safener no sitio de acdo do herbicida

Uma das formas dos safeners atuarem nas plantas é através do aumento da
atividade da enzima/proteina alvo. Basicamente a quantidade de herbicida na planta
ndo é suficiente para inibir ou bloquear a alta demanda de enzimas produzidas.
Embora esse efeito seja pouco explorado na literatura, o uso de dichlormid em milho
proporcionou aumento na atividade da acetolactato sintase (ALS) em tecidos de folha
e raiz. Efeito semelhante foi observado através do uso de anidrido naftalico e

ocabetrinim em sorgo e milho (RUBIM; CASIDA, 1985; BARRET, 1989).

1.4.2 Efeitos dos safeners na metabolizacdo de herbicidas

Considerado o principal mecanismo de agédo dos protetores, a metabolizacdo de
herbicidas é dividida em quatro fases. Entretanto para os safeners a etapa deposi¢ao
do metabalito final n&o esta presente, portanto, existem apenas a participacdo em trés
etapas (YUAN et al., 2007): i) converséo ou degradacao de herbicidas; ii) conjugacao
e, iii) conversao secundaria/transporte para o vacuolo.

A primeira fase é caracterizada por ocorrer reacfes de hidrélise, oxigenagao,
reducao ou oxidacao, sendo esta Ultima a mais frequente neste processo, através de
desalquilacéo, hidroxilagéo ou sulfoxidacdo (HATZIO, 1991).

Classificada como uma hemo-proteina, a citocromo P450 monoxigenase € um
complexo enzimético que se caracteriza como as principais enzimas presente nessa
fase. Associada ao reticulo endoplasmatico liso é responsével por catalisar reacdes
de oxidacado e reducédo de compostos xenobidticos. A maneira pela qual as enzimas
P450 inibem a acdo dos herbicidas ocorre através da insercdo de um atomo de
oxigénio em moléculas hidrofébicas, transformando-as em moléculas solGveis em

agua e, portanto, facilitando sua degradacdo. Safeners como anidrido naftalico e
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Mefenpyr-diethyl aumentam a atividade desta enzima (PERSANS et al., 1995;
ZONGJUN et al., 2005).

Outra enzima presente nesta fase € a aryl acylamidase, responsavel pela hidrolise
de herbicidas (POWLES; SHANER, 2001). Em arroz essa enzima degrada o herbicida
propanil em compostos ndo toxicos, como 3,4-dichloroanilina e &cido propiénico
(FREAR; STILL 1968), porém ainda nao foi relatado nenhum safener que aumente a
atividade desta enzima.

A segunda fase é caracterizada pela conjugacao, um processo onde as moléculas
de herbicidas ou seus metabdlitos interagem com um substrato, formando substancias
mais complexas sem a capacidade de causarem intoxicacdo em plantas. Nesta fase,
0s substratos mais comuns sao a glicose, aminoacidos ou a glutationa, os quais sao
catalisados principalmente por duas enzimas, a glutationa-S-transferase (GST) ou
glicosiltransterases (GTs) (YUAN et al., 2007; READE et al., 2004).

O principal substrato utilizado é a glutationa (GSH), responsavel pela conjugacao
de herbicidas dos grupos das sulfoniluréias, imidazolinonas,
aryloxyphenoxypropionatos, triazinas e chlorocetanilinadas (ABU-QARE; DUNCAN,
2002; HATZIOS; BURGOS, 2004; BRAZIER-HICKS et al., 2008). A conjugacéo da
GSH é catalisada pela enzima GST, a qual atua na prote¢cdo contra radicais livres e
evitam danos oxidativos (DIXON, LAPTHORN, EDWARDS, 2002), sendo induzidas
por estresses abidticos e bidticos, como temperaturas elevadas, estresse osmotico,
espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como por aplicacéo de safeners.

Existem multiplas forma de GSTs, denominadas isoenzimas, e estdo presentes
em todo tipo de tecido das plantas (MCGONIGLE et al., 2000). Alguns safeners tem a
funcdo de aumentar sua atividade, entretanto geralmente sao especificos a uma
isoenzima, por isso muitas vezes um safener deixa uma cultura seletiva a um herbicida
ao invés de varias (HATZIOS; BURGOS 2004). Safeners como flurazore, dichlormid,
benoxacor, fenclorim e anidrido naftalico aumentam a atividade de GST e
consequentemente a conjugacao de herbicidas pela GSH, tornando os metabdlitos
mais polares e incapazes de se difundirem através de compartimentos celulares ou
translocarem pelo simplasto.

Em alguns casos o metabolismo oxidativo de herbicidas podem ser submetidos a
rapida conjugagéao por glicose. Embora ndo seja comum para safeners, as GTs podem
metabolizar os herbicidas por reacéo de glicosilacdo entre um acglcar e um aceptor
(LAMOUREUX; RUSNESS, 1991; GLOSTER, 2014).
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Na terceira fase 0os conjugados decorrentes da fase Il sdo removidos do citoplasma
e transportados para locais onde esses metabolitos permanecam inativos. Essa etapa
€ importante porque, a conjugacéao de alguns herbicidas na fase Il pode nao alcancar
a desintoxicagdo completa (VAN BLADEREN, 2000). Dessa forma, por meio de
transportadores ABC (ATP-binding cassete) os metabdlitos da fase Il sao
transportados para outras organelas, onde eventualmente pode ocorrer conjugacoes
secundarias (YUAN et al., 2007, HATZIOS, 1991).

Estes transportadores estdo localizados na maioria das membranas da célula
vegetal, como a membrana plasmatica, o tonoplasto, os cloroplastos, as mitocéndrias
e 0s peroxissomos. Além de atuarem na desintoxicacao de herbicidas, cumprem uma
infinidade de funcgdes, como crescimento de 6rgdos, nutricdo de plantas,
desenvolvimento de plantas, resposta a estresses abibticos, resisténcia a patégenos
e interacao da planta com seu ambiente (KANG, 2011).

Embora nenhum estudo correlacione diretamente o uso de safeners a este
mecanismo na inativacao de herbicidas, a atividade do gene ZmMRP1, responsavel
por codificar os transportadores ABC, foi aumentada ap0s a aplicacéo de dichlormid
em milho (PANG et al., 2012). Deste modo ainda ha uma grande lacuna na elucidacao

do processo molecular que envolve esta agao e protecao.

1.4.3 Competicdo de safeners pelo sitio de agéo do herbicida

A semelhanca estrutural entre herbicidas e safeners levaram a sugestbes de
que os protetores competem por sitio de agdo de herbicidas. Estudos que comprovem
esse mecanismo sao incipientes, contudo, relacdes de antagonismo foram relatadas
apos aplicacéo de dichlormid e EPTC, por conta de sua similaridade fisico-quimica
(STEPHENSON; CHANG, 1978).

1.4.4 Inibic&o de enzimas
Ao contrario da maioria dos safeners, algumas moléculas ao invés de estimular a
producdo de enzimas para metabolizar herbicidas, podem inibir sua producéo. Isso
ocorre em proé-herbicidas, os quais sao ativados a partir de sua degradacao.
Clomazone é classificado como um pré-herbicida, ndo possuindo efeito se nao
houver sua degradacédo. A ativacdo desta molécula ocorre pela degradacgéo a 5-keto-
clomazone atraveés do citocromo P450 monoxigenase. Estudos demonstram que o uso

de dietholate em arroz e algodado proporciona efeito protetor contra clomazone
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(INOUE et al., 2014; SANCHOTENE et al., 2010). Embora na literatura ndo haja
evidéncias de que dietholate inibe a enzima citocromo P450, acredita-se que seu
mecanismo de acdo seja semelhante ao encontrado com a aplicacdo de Phorate e

outros inibidores de P450 como relatado por Ferhatoglu et al. (2005).

1.5 EFEITOS SECUNDARIOS E OUTROS USOS DOS SAFENERS

1.5.1 Safeners como agentes de defesa contra estresse

Estresses bibtico e abidticos, como aqueles causados por insetos, fungos,
horménios, metais pesados, deficiéncia hidrica, entre outros, podem ser moduladores
para codificar genes de defesa em plantas (STICHER et al., 1997; DURRANT et al.,
2004). Devido a ampla natureza desses moduladores, parece provavel que estas
respostas podem ser induzias pelos safeners, tendo em vista sua capacidade de atuar
na defesa de xenobioticos.

Embora a maioria das informacdes estejam relacionadas a atividade de enzimas
desintoxicantes a herbicidas, pesquisas demonstram que os safeners podem utilizar
vias de sinalizacdo medidas por oxilipinas ou ciclopentenonas, responsaveis por
promover a expressao de GSTs e outras proteinas relacionadas a metabolizacéo e
defesa em plantas (MOSBLECH et al., 2009; WEBER, 2002; LOEFFLER et al., 2005;
MUELLER et al., 2008; MUELLER; BERGER, 2009).

Oxilipinas séo produtos de oxidacdo de &cido graxos e agentes de sinalizacao,
gue tem como papel o desenvolvimento e crescimento de plantas e indugéo de
repostas ao estresse (SAVCHENKO et al., 2014). Geralmente estéo relacionadas a
resultados de infeccéao por patdogenos, ferimentos e herbivoria por insetos (MUELLER;
BERGER, 2009). Recentemente a oxilipina ja demonstrou induzir a expressédo de GST
em plantas de arroz, entretanto n&o conferiu protecdo contra a intoxicagdo do
herbicida pretilachlor; mas a resposta indicou que esse composto pode ser realmente
via de sinalizac&o para a metabolizacéo de herbicidas (BRAZIER-HICKS et al., 2018).

De maneira semelhante, as ciclopentanonas sao formadas no cloroplasto a partir
do 13-hidroperoxido-octadecatriendico (13-HPOT), substancia comumente encontras
em plantas, produzida a partir do acido linolénico (ESTELL et al., 2020). A 13-HPOT
€ convertida em &cido oxo-fitodienoico (OPDA), catalisada pela aleno éxido sintase
(AOS). O OPDA deixa o cloroplasto e atua como sinalizador no citosol ou podem se

convertem a oxo-pentenil-ciclopentanos (OPC), o qual entrar no peroxissomo e produz
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acido jasmoénico. A partir de uma metilacdo esse hormonio forma o metil jasmonato,
gue também pode atuar como molécula sinalizadoras de defesa nas plantas
(FARMER; RYAN, 1992; WEBER, 2002).

1.5.2 Agao estimulante de safeners

Atualmente os safeners além de sua atividade protetora contra acéo de herbicidas,
estdo sendo associados a acdes estimulantes em plantas. Devido a sua acgao
fisiologica, alguns produtos podem atuar no metabolismo secundério, na sintese de
lipideos, horménios e esterdis (SIMINSZKY, 2006; POWLES; YU, 2010), que séao
discutidos por estarem ligados a respostas estimulantes.

Embora essa linha de estudo ainda seja inicial, alguns resultados consistentes ja
foram reportados. Em trigo ja foi observado aumento no comprimento da parte aérea,
com incremento de 20% de massa seca, bem como aumento no conteudo total de
lipideos, apds a aplicacdo de mefenpyr-diethyl (TAYLOR et al., 2013; CATANEO et
al., 2013). Ja dichlormid na cultura do milho apresentou efeito estimulante para parte
aérea e radicular quando utilizado no tratamento de sementes (BUBNOV;
SPIRIDONOV; KUZNETSOV, 2018).

Além de alterar a capacidade de metabolizar herbicidas e outros xenobibticos,
cloquintocet causou mudanca seletiva no metabolismo fendlicos e efeito promotor de
crescimento em plantulas de trigo (CUMMINS et al., 2006). Pesquisas realizadas em
Nnosso grupo de estudo, determinaram através de experimento de curva dose-resposta
de mefenpyr-diethyl em milho, acréscimo de até 80% de massa seca quando aplicado
em estadio V4.

Essas diretrizes sdo recentes na literatura, entretanto fica evidente que ha uma
nova abordagem para esses produtos. Portanto, novas pesquisas sao necessarias
para reforcar a capacidade estimulante dos safeners e estudos mais aprofundados
devem ser realizados para elucidar informacdes a respeito de suas respostas em
plantas, além de entender se estes efeitos sdo apenas semelhantes aos mecanismos
de estimulos ja conhecidos, ou se ha outras vias de sinalizacbes e mecanismos

relacionados a isso.
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1.6 CONSIDERACOES FINAIS

Os safeners sdo considerados uma ferramenta dentro do manejo integrado de
plantas daninhas. Aspectos como reducdo ou eliminacdo de fitotoxicidade de
herbicidas em culturas, aumento do periodo de aplicacdo de um herbicida e insercéo
de herbicidas ndo seletivos no manejo, permitem maior rotagéo dos ativos. Entretanto,
guando usados em pés ou pré-emergéncia deve-se ter cautela, pois podem interferir
no controle de plantas daninhas.

Novos estudos necessitam ser realizados a fim de aumentar as informagdes sobre
tecnologia de aplicacdo e desenvolvimento de formulacfes, elucidando as vias
envolvidas em sua resposta e maximizando sua visibilidade no mercado. Além disso,
h& indicios de que essas moléculas ndo possuem apenas papel de protecdo nas
culturas, mas também sao ativadores fisioldgicos, capazes de expressar genes que
aumentam a producédo de enzimas e proteinas, que possivelmente atuam na protecao
contra outros agentes estressantes, ou ainda auxiliam no desenvolvimento das

plantas, através de acédo estimulante.
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CAPITULO 2
EFEITO DE MEFENPYR-DIETHYL COMO SAFENER E PROMOTOR DE
CRESCIMENTO EM MILHO

Leandro Bianchi; Samara Moreira Perissato; Roque de Carvalho Dias; Vitor Muller
Anunciato; Leandro Tropaldi; Diego Munhoz Gomes; Raphael Mereb Negrisoli; Caio

Antonio Carbonari; Edivaldo Domingues Velini

RESUMO

Muito comum em cultura de cereais, tais como trigo e cevada, o safener mefenpyr-
diethyl pode ser usado como protetor da acéo dos herbicidas fenoxaprop-p-ethyl, um
inibidor da acetil Coenzima-A carboxilase. Por atuar em diversas rotas enziméaticas e
compostos fisioldgicos, acredita-se também que essa molécula seja capaz de
estimular o crescimento de plantas. Na cultura do milho, este efeito ainda n&o foi muito
explorado. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar a resposta protetora de mefenpyr-
diethyl em relag&o aos efeitos dos herbicidas fenoxaprop-p-ethyl, haloxyfop-p-methyl
e clethodim em milho, assim como investigar seus efeitos secundarios. O experimento
foi realizado em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado,
composto por 5 repeticoes e realizado em duas épocas. Os tratamentos utilizados
foram combinacdes do mefenpyr-diethyl (50 g ia ha-1) com herbicidas, aplicados
guando o milho se apresentava em estadio V4, sendo: controle, mefenpyr-diethyl,
mefenpyr-diethyl + fenoxaprop-p-ethyl (110 g ia ha-1), mefenpyr-diethyl + haloxyfop-
p-methyl (62,35 g ia ha-1), mefenpyr-diethyl + clethodim (108 g ia ha-1), mefenpyr-
diethyl 5 dias antes da aplicagdo de fenoxaprop-p-ethyl (110 g ia ha-1), mefenpyr-
diethyl 5 dias antes da aplicacéo de haloxyfop-p-methyl (62,35 g ia ha-1), e mefenpyr-
diethyl 5 dias antes da aplicacédo de clethodim. Aos 7, 14 e 21 dias apos aplicacao
foram avaliadas fitotoxicidade da cultura, altura, massa seca, e ao final do experimento
avaliado o conteudo total de lipidios e calculado o acumulo de massa e de altura da
parte aérea. Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativo,
as médias foram comparadas pelo teste t de Student (p<0.05). Verificou-se que a
aplicacao de mefenpyr-diethyl ndo proporcionou protecéo suficiente aos herbicidas
inibidores de ACCase, entretanto seu uso de maneira isolada levou a aspectos

estimulantes para a planta de milho. Este efeito ocorreu nas duas épocas avaliadas
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sendo 41,6% superior em relacdo a altura e acumulou mais de 50% de massa seca

na primeira época avaliada.

Palavras-chave: protetor; estimulo; inibidores da ACCase; Zea mays.

ABSTRACT

Very common in cereal crops, such as wheat and barley, the safener mefenpyr-diethyl
can be used to protect the action of the herbicides fenoxaprop-p-ethyl, an inhibitor of
acetyl Coenzyme-A carboxylase. By acting in several enzymatic routes and
physiological compounds, it is also believed that this molecule is capable of stimulating
plant growth. In maize, this effect has not yet been much explored. Therefore, the aim
of the study was to evaluate the protective response of mefenpyr-diethyl in relation to
the effects of the herbicides fenoxaprop-p-ethyl, haloxyfop-p-methyl and clethodim in
maize, as well as to investigate their secundary effects. The experiment was carried
out in a greenhouse, in a completely randomized design, consisting of 5 replications
and repeated in two seasons. The treatments were combinations of mefenpyr-diethyl
(50 g ai ha-1) with herbicides, applied when the maize was in the V4 stage, as follows:
control, mefenpyr-diethyl, mefenpyr-diethyl + fenoxaprop-p-ethyl (110 g ai ha-1),
mefenpyr-diethyl + haloxyfop-p-methyl (62.35 g ai ha-1), mefenpyr-diethyl + clethodim
(108 g ai ha-1), mefenpyr-diethyl 5 days before application of fenoxaprop -p-ethyl (110
g ai ha-1), mefenpyr-diethyl 5 days before application of haloxyfop-p-methyl (62.35 g
ai ha-1), and mefenpyr-diethyl 5 days before application of clethodim. At 7, 14 and 21
days after application, the phytotoxicity of the crop, height, dry mass were evaluated,
and at the end of the experiment, the total lipid content was evaluated and the
accumulation of mass and shoot length was calculated. Data were submitted to
analysis of variance and, when significant, the means were compared using Student's
t test (p<0.05). It was found that the application of mefenpyr-diethyl did not provide
sufficient protection to ACCase inhibitor herbicides, however its use alone led to
stimulating aspects for the corn plant. This effect occurred in the two evaluated periods,
being 41.6% higher in relation to height and accumulated more than 50% of dry mass

in the first evaluated period.

Keywords: protector; stimulus; ACCase inhibitors; Zea mays.
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2.1 INTRODUCAO

Classificado como safener de herbicidas, mefenpyr-diethyl € uma molécula
pertencente ao grupo quimico das pirazolinas que atenua os efeitos fitotoxicos de
herbicidas inibidores de Acetyl-CoA carboxylase - ACCase (fenoxaprop) e
Acetolactate synthase - ALS (iodosulfuron e mesosulfuron-methyl), principalmente em
cerais de inverno como triticale, cevada, aveia e trigo (DERYCKE, HAESAERT,
LATRE, 2013; SCALLA, ROULET, 2002).

Plantas daninhas pertencente a familia Poaceae, principalmente aquelas com
resisténcia a glyphosate, sdo consideradas as mais problematicas em diversos
cultivos agricolas. De maneira geral, os herbicidas inibidores da ACCase apresentam
alta eficacia no manejo destas plantas, em especial no controle de capim-amargoso
(BARROSO, ALBRECHT, REIS, 2014), entretanto ndo séo seletivos para o milho.

A acéo protetora dos safeners pode ocorrer por diversos fatores, como aumento
da atividade de enzima/proteica, inibicdo enzimatica, ou metabolizacdo de ativos
(RUBIN, CASIDA, 1985; HATZIOS, BURGOS, 2004). Sua alta especificidade
botanica, pode ativar enzimas especificas, como a citocromo P450 monoxigenase
(P450), glutationa S-transferase (GST) ou glicosiltranferase (GT) (SIMINSZKY, 2006;
READE, MILNER, COBB, 2004; YUAN, TRANEL, NEAL, 2007), podendo conferir
seletividade para plantas. Estudos j& demonstraram acdo protetora de Mefenpyr-
diethyl em cereais de inverno apos aplicacao de fenoxaprop (HACKER et al., 2000).

Além do efeito protetor, por apresentar capacidade de aumentar a atividade de
diversas enzimas e aturem no metabolismo bioquimico das plantas, pesquisas atuais
estdo abordando safeners como ativadores fisiolégicos, podendo interferir tanto na
defesa das plantas contra outros tipos de estresses (DEL BUONO et al., 2020), e
estimular o desenvolvimento (CUMMINS et al., 2006).

Embora essa linha de estudo ainda seja incipiente, alguns resultados consistentes
ja foram reportados. Em trigo ja foi observado aumento no comprimento da parte aérea
e incremento de massa seca apoés a aplicacdo de mefenpyr-diethyl.[*2 Outros estudos
mostram que além do aumento no numero de perfilhos em trigo, 0 mefenpyr-diethyl
incrementou a altura de plantas e a matéria seca de soja (BIANCHI et al. 2021). Em
milho, ndo h& estudos demonstrando efeito estimulante, contudo, ja foi relatado que o
safener dichlormid, aplicado em sementes, proporcionou aumento tanto em parte
aérea quanto em raiz (BUBNOV, SPIRIDONOV, KUZNETSOV, et al. 2018).
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Na tentativa de observar os efeitos positivos da aplicagao de mefenpyr-diethyl em
milho, o objetivo deste estudo foi verificar a capacidade protetora de mefenpyr-diethyl
a trés herbicidas inibidores da ACCase (fenoxaprop, haloxyfop e clethodim) aplicados
em pés-emergéncia em mistura ou em sequencial e investigar o efeito estimulante e

de crescimento da parte aérea de milho pelo uso de mefenpyr-diethyl.

2.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa-de-vegetacdo, no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agronémicas — FCA/UNESP campus de Botucatu-SP, repetido em duas épocas, entre
outubro de 2018 a dezembro de 2018 e dezembro de 2018 a fevereiro de 2019.

O hibrido de milho “PY 32R48” foi semeado em vasos de 1,7 L, preenchidos com
substrato organomineral (Carolina [1®), com as seguintes caracteristicas
fisico/quimicas: turfa de sphagnum, vermiculita expandida, casca de arroz torrefado,
calcario dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK; com condutividade elétrica (CE)
=0,7mS cm™® + 0,3; pH 5,5; densidade 155 kg m™ e capacidade de retencéo de agua
de 55%.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizados, contendo
11 tratamentos com 5 repeticdes. Foi realizada a aplicacédo de 50 g ia ha' menfepyr-
diethyl (Bianchi et al., 2021) aos 5 dias antes da aplicacéo de herbicidas e a aplicacéo
de menfepyr-diethyl em mistura com herbicidas quando as plantas de milho se

encontravam em estadio fenolégico V4, conforme encontrada na Tabela 1.
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Tabela 1. Tratamentos aplicados na pds-emergéncia do milho, hibrido PY 32R48,

Botucatu — Sao Paulo.

Tratamentos Doses (g ia ha)
Controle -
Mefenpyr-diethyl? 50
Haloxyfop® 62,35
Clethodim® 108
Fenoxaprop? 110
Mefenpyr-diethyl 5 DBA® + Haloxyfop 50 + 62,35
Mefenpyr-diethyl 5 DBA + Cletodim 50 + 108
Mefepenyr-diethyl 5 DBA + Fenoxaprop 50 + 110
Mefenpyr-diethyl + Haloxyfop 50 + 62,35
Mefenpyr-diethyl + Cletodim 50 + 108
Mefenpyr-diethyl + Fenoxaprop 50 + 110

a- Para diluicdo de menfepyr, utilizou-se 2% de methanol; b- Verdict®, 124.70 g ai Dow Agroscience;
c-240 EC ® Select, 240, Arysta Lifescience do Brazil; d- Podium Ew®, Bayer Cropscience; e- Dias antes
da aplicagdo; Foi utilizado 0.5% Agral® nas aplicacdes isoladas de menfenpyr-diethyl e 0.5% de
Lanzar® para todos os tratamentos com herbicida.

Para a aplicagao dos tratamentos foi utilizado um pulverizador automatizado
instalado em ambiente fechado, provido de uma barra de pulverizagcdo com quatro
pontas TeeJet Extended Range (XR 110.02 VS), espacadas entre si em 0,5 m e
posicionadas a 0,5 m de altura em relacdo a superficie dos vasos. O sistema foi
operado através de um motor elétrico, que possui um modulador de frequéncia, sendo
utilizada uma velocidade de deslocamento de 3,6 km ht, com volume de calda de 200
L hat, presséo constante de 150 kPa, pressurizado por ar comprimido. As condi¢cGes
de aplicacdo foram £27°C e £72% UR (umidade relativa) e £26°C e +74% UR, para a
primeira e segunda época, respectivamente.

ApoOs aplicacdo foram realizadas as seguintes avaliagdes: injuria de herbicida;
comprimento da parte aérea; massa seca de parte aérea; conteudo total de lipidios;

acumlo de crescimento da parte aérea; e acumulo de massa seca.

2.2.1 Injaria de herbicida

Para verificar o possivel efeito de protecdo do mefenpyr-diethyl a partir das
aplicacbes dos herbicidas, aos 7, 14 e 21 dias ap6s a aplicagdo (DAA), foram
realizadas avaliacGes de injaria causada por herbicidas, de acordo com a Sociedade
Brasileira de Plantas Daninhas (SBCPD, 1995), onde 0% corresponde a nenhum tipo

de injuria e 100% significa a morte total das plantas.
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2.2.2 Comprimento da parte aérea.

A parte aérea das plantas de milho foi medida a partir da base do caule até a
insercao da ultima folha que apresentava a ligula completamente aberta, aos 7, 14 e
21 DAA.

2.2.3 Massa seca de parte aérea

Ao final do experimento a parte aérea das plantas foram cortadas, acondicionadas
em sacos de papel e levadas a estufa de circulacéo forcada de ar, a temperatura
média de 60°C. ApOs atingir massa constante, as amostras foram pesadas em balanca

analitica.

2.2.4 Conteudo total de lipidios

A metodologia de Soxhlet foi utilizada para quantificar o conteudo total de lipidios
(SILVA, 1990). As amostras de matéria seca do controle e do tratamento com
mefenpyr-diethyl (50 g ha') foram trituradas em moinho de bola e peneiradas até
atingir estado homogéneo.

Foi pesado uma aliquota de 2 a 3 gramas, conduzida a estufa a 105°C durante 3
horas. Apos isso, 0,5 a 1 grama foi embrulhada em um papel filtro, sendo levada ao
aparelho de extracéo (Soxhlet). Em um frasco de vidro, com peso de 40 mL de éter
de petrodleo, foi adicionado o papel filtro. O éter foi aquecido a 50°C durante 4 horas
em um condensador para retirar todos os compostos apolares da amostra.

Apo6s completar a extragdo, a amostra foi removida do recipiente e o éter do frasco
foi mantido no condensador para ser parcialmente volatilizado. Posteriormente restou-
se a gordura e uma quantidade minima de éter no frasco, a qual foi levada para estufa
de 60°C para eliminar o resto de éter. A diferenca de peso do frasco com gordura com

o frasco limpo é correspondente ao peso da quantidade de lipidios.

2.2.5 Acumulo de parte aérea

A altura de todas as plantas dos tratamentos controle e mefenpyr-diethyl isolado
foram medidas antes da aplicacéo, para descontar esses valores da altura medida ao
7,14 e 21 DAA.
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2.2.6 Acumulo de massa seca

Antes da aplicacdo do mefenpyr-diehtyl 20 plantas foram coletadas e
acondicionadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C e posteriormente
pesada. O peso seco referente aos tratamentos controle e mefenpyr-diethyl aos 14 e
21 DAA foi descontado do peso inicial.

2.2.7 Anédlise estatistica

Para todas as avalia¢bes, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e, quando o efeito foi significativo, as médias foram comparadas pelo teste
t de Student (p<0.05). Os graficos foram elaborados com auxilio do programa

Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A aplicacdo de mefenpyr-diethyl 5 dias antes da aplicacdo (DBA) ou em mistura
com haloxyfop, clethodim ou fenoxaprop, ndo resultou em protecdo das plantas de
milho. Aos 21 dias apés a aplicacdo (DAA), todos os tratamentos com herbicida
atingiram fitotoxidade acima de 80%, indicando que o mefenpyr-diethyl ndo obtiveram
efeito protetor suficiente para atuarem como safener na cultura do milho para os

herbicidas utilizados nesta pesquisa (Tabela 2).
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Tabela 2. Fitotoxicidade dos herbicidas em plantas de milho, apos a aplicagdo de

mefenpyr, haloxyfop, clethodim e fenoxaprop em duas épocas.

7 DAA? 14 DAA 21 DAA
Tratamentos 1°época 2°época o 2° época 1°época 2°época
época
Controle od Oe od 0g od Oe
Mef® od Oe od 0g od Oe
Haloxyfop 23b 32.8c 732b 87.8ab 954 a 98 a
Clethodim 29 a 38.8b 84.4 a 79c¢c 95 a 98.2a
Fenoxaprop 26.8ab 482a 82.8a 88.6 a 94.6 a 97.8a

Mef 5 DBA® + Haloxyfop  29.2 a 30.2c 71.4Db 82.2c 90.4 b 96.2 ab
Mef 5 DBA + Cletodim 176 ¢ 284c 73.40b 62.8 e 90.2b 95.4 ab

vief 5 DBA + 23b  234d 72b  78c  89.6b  93.4ab
enoxaprop

Mef + Haloxyfop 26 ab 30c 71.8Db 82.6 bc 86 c 97.8 a
Mef + Cletodim 25.2 ab 29c 63c 38.6f 89b 81.4d
Mef + Fenoxaprop 24.2 ab 19.2d 74.8d 72 d 89.2b 88.6 c
TestF 54.46*  78.11** 241.77* 310.83** 1848,80** 862.67**
CV (%) 15.71 14.58 7.23 6.91 2.57 3.79

a- Dias apoés da aplicacéo; b- Mefenpyr; ¢ — Dias antes da aplicacdo. CV (%)- Coeficiente de variacao.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade. ** p < 0.01 pelo teste F.

7

A atividade protetora contra herbicidas inibidores de ACCase € comum para
cereais, como trigo, cevada ou aveia. Ja foi observado que o uso de Mefenpyr-diethyl
pode atenuar efeitos fitotoxicos de fenoxaprop (HACKER et al., 2000; CATANEO, et
al., 2013), isso esta relacionado com acdo de enzimas especificas para essas
culturas. De modo geral, safeners demonstram induzir a expressao de enzimas como
glutationa S-transferase (GST), gicosiltransferase (GT) e citrocomo P450 para
metabolizar os herbicidas (SMITH et al., 2004; EDWARDS et al., 2005; ZONGJUN et
al. 2005). Estudos em trigo e cevada apontam que mefenpyr-diethyl apresentou
maiores acumulos de GST (SCALLA, ROULET, et al., 2002; CUMMINS, BRYANT,
EDWARDS, 2009), o que esta4 fortemente relacionado a acgdo protetora desta
molécula. Porém em milho €& provavel que o mefenpyr-diethyl ndo atue
especificamente em isoenzimas metabolizadoras de herbicidas inibidores da ACCase.
Para outros ativos, a combinacdo do mefenpyr-diethyl também ndo se demonstrou
eficaz, como é o caso de nicosulfuron, onde o safener ndo atenuou a injuria do
herbicida (SUN, et al., 2016).

O comprimento e a massa seca de parte aérea também indicaram que o mefenpyr-

diethyl ndo obteve efeito protetor em plantas de milho. Aos 14 DAA qualquer
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tratamento com herbicida apresentou diminuigdo significativa para essas variaveis,
sendo que aos 21 DAA as reducdes foram superiores a 54% comparadas ao controle
(Tabela 3).

Tabela 3. Altura e massa seca da parte aérea de plantas de milho apés a aplicacao
de mefenpyr, haloxyfop, clethodim e fenoxaprop, isolados, em mistura ou em

aplicacao sequencial, em duas épocas de semeadura.

Shoot lenght Dry matter
Treatment 7 DAA® 14 DAA 21 DAA 14 DAA 21 DAA
1 2°época v 2° 1° 2°época v 2° 1° época 2°época
época p época época  época P época época P p
Control 226ab 43.6a 28.2b 58.6 b 36.3b 72.2b 1253b 17.79a 14.44b 22.31b
Mef® 24.3a 45.8 a 345a 65.6 a 46.9 a 82.2a 13.76a 18.05a 21.3la 28.65 a
Haloxyfop 21.2bc 357b 21c 35¢c 19.4cd 21.6de 8.76def 5.69b 8.74 ¢ 4.85d
Clethodim 24.2 a 35b 211c 34.4c 20.6 cd 24.2d 851f 7.12b 8.72c 5.31cd
Fenoxaprop 21.2bc 32.8bc 21c 326cd 19.9cd 182 ¢ 8.70ef 6.74b 9.05¢ 3.72d
Mef 5DBA° + Halo 20bc  30.7bcd 20.3c 30.4 cd 1%36 21 de 9.92 cd 5.60b 9.17c 4.43d
Mef 5DBA + Cle 19.4c 27 cd 195¢c 28d 19.3 cd 24.6d 10.13¢ 6.63b 941c 4.05d
Mef 5DBA + Feno 209bc 26.8d 21.2c 28.8d 21.2cd 26.3d 9.90 cd 5.95b 9.64 c 4.83d
Mef + Halo 195¢c 353b 19.7c¢c 34c 17.7d 24.6d 9.0cdef 559b 9.36 c 3.96d
Mef + Cleto 22abc  328bc  21.9c 336c 205cd 325c o0 667b  908c  9.02c
Mef + Feno 22abc 314bcd 21.2c 31.2cd 23.2¢c 21.2de 9.90cd 6.53 b 8.78 ¢ 5.18 cd
Test F 3.35% 8.21*  14.51* 57.06** 37.51** 115.19** 15.55* 18.49**  33.07** 85.81**
CV (%) 9.97 13.61 11.79 9.86 13.8 13.69 9.24 29.32 14.08 23.45

a- Dias apo6s da aplicacao; b- Mefenpyr; ¢ — Dias antes da aplicacdo. CV (%)- Coeficiente de variacao.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade. ** p < 0.01 pelo teste F.

Por outro lado, nota-se que a aplicacdo isolada de mefenpyr-diethyl apresentou
maiores valores para comprimento de parte aérea a partir de 14 DAA. Para a primeira
época avaliada houve diferenca entre o mefenpyr-diethyl e controle, com 22.3% de
incremente em altura aos 14 DAA e 29.2% para 21 DAA. Embora na segunda época
a diferenca tenha sido menor, ainda foi obtido 11.9% e 13.9% de acréscimo para o
comprimento de parte aérea aos 14 e 21 DAA, respectivamente. A massa seca
também obteve 0 mesmo comportamento promotor de crescimento, alcangcando uma
diferenca de 47.5% e 28.4% aos 21 DAA, para a primeira e segunda época,
respectivamente (Tabela 3).

Indicios de que safeners aumentam o desenvolvimento de plantas ja foram
observados em alguns estudos. Por exemplo, além de causar mudanca seletiva no
metabolismo de compostos fendlicos, cloquintocet levou ao aumento no crescimento

de plantulas de trigo (CUMMINS et al., 2006). Embora mefenpyr-diethyl ja tenha
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apresentado estimulo de crescimento para outras culturas (TAYLOR et al., 2013;
CATANEO et al., 2013), em milho, ndo ha estudos anteriores demonstrando este
efeito, portanto este € o primeiro relato da agcdo promotora de crescimento em milho
pelo mefenpyr-dietyl. Outro safenes como dichlormid, promoveu o aumento no
comprimento dos brotos e das raizes de milho quando aplicado via sementes
(BUBNOV, SPIRIDONOQOV, KUZNETSOQV et al., 2018).

Em busca de respostas para justificar o estimulo observado, foram realizadas
andlises especificas comparando este tratamento com o controle. Para isso foram
realizadas avaliac@es referentes ao conteudo total de lipidios, acimulo de parte aérea
e de massa seca.

Cataneo et al. (2013) observaram que mefenpyr-diethyl aplicado em trigo
aumentou o conteudo total de lipidio, e foi correlacionado com a capacidade protetora
contra fenoxaprop. Na tentativa de verificar se 0 aumento do contetado de lipidio
estaria também relacionado com a promocao de crescimento em milho apds o uso de
mefenpyr-diethyl, nosso estudo apontou que embora a quantidade total de lipidio
tenha ligeiramente aumentado, isso nao foi significativo quando comparado com o

controle (Figura 1).

Figura 1. Conteudo total de lipideos em milho 21 dias apos a aplicacdo de mefenpyr-

diethyl em milho em duas épocas (A- 12 época; B- 22 época).
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*Diferenca entre os tratamentos pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

O acumulo de parte aérea indica o quanto as plantas de milho cresceram apés a
aplicacdo. Aos 7 DAA os valores do controle e mefenpyr-diethyl foram semelhantes,

aos 14 DAA houve aumento na altura de plantas tratadas com Mefenpyr-diethyl e
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somente aos 21 DAA os tratamentos diferiram, com no minimo 6 cm a mais de
crescimento. Embora a diferenca seja notoria, apenas na primeira época aos 21 DAA

houve diferenca significativa (Figura 2).

Figura 2. Acimulo de parte aérea de milho aos 7, 14 e 21 dias apds a aplicacao (DAA)
de mefenpyr-diethyl em duas épocas (A- 12 época; B- 22 época).
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*Diferenga entre os tratamentos pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

No estudo visando o efeito protetor em feijdo, mefenpyr-diethyl além de se
demonstrar efetivo para atenuar efeitos do herbicida, também levou a promoc¢éao de
crescimento, alcancando estimulo de 25.9% da altura, quando aplicado em tratamento
de sementes (TS), e mais de 10% da massa seca, quando utilizado em TS e pés-
emergéncia (BRUSAMARELLO, 2019). Para haver efeito protetor, os safeners
recrutam multiplas vias de sinalizac&o, que induz a expressao de genes especificos,
responsaveis pelo mecanismo de desintoxicacdo de xenobidticos (HATZIOS,
BURGOS, 2004; DAVIES, CASELEY, 1999) e possivelmente essas alteracdes
moleculares e fisiologicas podem também atuar na promoc&do de crescimento de
plantas.

Outro efeito positivo do mefenpyr-diethyl em milho ocorreu no acimulo de massa
seca da parte aérea. Assim como no acumulo, o efeito estimulante foi observado
apenas aos 21 DAA, apresentando diferenca nas duas épocas avaliadas,
correspondentes a 51.9% e 29% de incremento de massa seca. Contudo, observa-se
gue aos 14 DAA para o0 acumulo de parte aérea (Figura 3) e de massa seca, valores

apenas ligeiramente superiores em ambas as épocas, 0 que pode significar que a
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acdo deste produto pode-se iniciar aos 14 DAA, entretanto seu maior efeito é
observado aos 21 DAA (Figura 3).

Figura 3. Acumulo de massa seca de milho aos 14 e 21 dias ap0s a aplicacdo (DAA)
de mefenpyr-diethyl em duas épocas (A- 12 época; B- 22 época).
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*Diferenca entre os tratamentos pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

Esse periodo de efeito, pode caracterizar uma acao de “pro-safener” ao mefenpyr-
diethyl, tendo em vista que outros trabalhos ja relataram a converséo de protetores a
outros compostos para ativar seu efeito protetivo (RUBIM, KIRINO, CASIDA, 1985).
Isso explicaria o fato das repostas tanto de parte aérea quanto de massa seca terem
ocorrido apenas aos 21 DAA, ou seja, € muito provavel que o tempo de translocacao
e degradacéao deste safener ocorra entre 14 e 21 DAA.

Outra caracteristica importante para obter efeito estimulante em plantas, esta
ligada a dose. Em cevada Bartucca et al. (2017) foi utilizada 0.2 g ha* de mefenpyr-
diethyl, e ndo observaram incremento em parte aérea e peso seco de plantas. Em
nosso estudo, o efeito promotor de crescimento ocorreu com 50 g ha' de mefenpyr-
diethyl, estando compreendido entre 20 a 100 g ha', dose recomendada a campo
(ROSINGER, SCHULTE, 2019). Taylor et al. (2013) obtiveram 4.2% e 9% de aumento
na altura da parte aérea e no peso seco em trigo, utilizando a concentracdo de 15
g hal, portanto estudos futuros indicando qual a melhor dose que causa o melhor
efeito estimulante, sdo fundamentais para elucidar melhor o efeito de mefenpyr-diethyl
para milho.

Em resumo, a utilizacdo de mefenpyr-diethyl assim como outros safeners, para a

promocdo de crescimento em plantas, apresentam evidéncias e indicam uma
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promissora vertente de estudo, contudo existem poucas informagbes de como
funciona o mecanismo fisioldgico e molecular para o efeito estimulante. Investigar
esses efeitos e especificar a utilizacao correta referente a dose, estadio fenoldgico e
espécie alvo, deverdo contribuir para a expanséao da utilizacdo de safeners com esse

objetivo.

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo demonstrou que mefenpyr-diethyl ndo atuou como safener de
fenoxaprop, clethodim ou haloxyfop na cultura do milho. Foi observado efeito
estimulante tanto para comprimento de parte aérea quanto para massa seca da parte
aérea de plantas. O efeito estimulante iniciou-se aos 14 dias apos a aplicacdo de

mefenpyr-diethyl.
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CAPITULO 3

EFEITO ESTIMULANTE DE MEFENPYR-DIETHYL EM MILHO

Leandro Bianchi; Samara Moreira Perissato; Roque de Carvalho Dias; Raphael
Mereb Negrisoli; Vitor Muller Anunciato; Leandro Tropaldi; Diego Munhoz Gomes;

Caio Antonio Carbonari; Edivaldo Domingues Velini.

RESUMO

Os safeners séo explorados na agricultura como produtos que proporcionam protecao
as plantas ao uso de herbicidas. Contudo, estas moléculas também podem promover
efeitos estimulantes. Apesar desta tematica ser pouco explorado, o Mefenpyr-diethyl
€ um safener que ja apresentou a¢do estimulante em culturas como milho, soja e trigo.
Portanto, nosso objeto foi determinar a melhor dose e estaddio de aplicacdo de
menfepyr-diethyl em milho para visualizacdo do efeito estimulante, através de um
estudo dose-resposta e posteriormente, por uma validacdo em condi¢cées de campo.
Deste modo, foram desenvolvidos dois grupos de experimentos um em casa-de-
vegetacdo e outro a campo, ambos repetidos em duas épocas. Os tratamentos do
experimento em casa-de-vegetacao constituiram-se de 5 doses de mefenpyr-diethyl:
0, 12.5, 25, 50 e 100 g ia hat, aplicadas em dois estadios fenoldgicos do milho (V3 e
V4). Ao longo de 21 dias, foram avaliados o crescimento diario de altura, area foliar e
ao final, calculado o acumulo desses parametros assim como de massa seca. A partir
desses resultados foi selecionado a melhor dose para validagdo a campo, que foi
aplicada em dois estadios fenolégicos (V4 e V6), no tratamento de sementes e
comparados com a testemunha. Aos 35, 42, 49, 56 e 63 dias ap0s a emergéncia foram
avaliadas a altura, area foliar e didmetro de colmos, calculando ao final seu
crescimento acumulado. Ao final, foram determinadas a massa seca de parte aérea,
0s parametros fotossintéticos e 0os componentes produtivos da cultura. Para os
resultados de altura e area foliar em ambos os experimentos, utilizou-se a analise de
regressao ajustado através do modelo de Gompertz. Para as demais variaveis os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativos,
comparados pelo teste de média t de Student, No caso do experimento a campo

utilizou-se de analise conjunta para expressar os resultados. De maneira geral, a dose
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de 50 g ia ha' no experimento em casa-de-vegetacdo apresentou 0s maiores
incrementos, acumulando até 2 vezes mais massa seca do que a testemunha. Esta
dose quando utilizada a campo, no tratamento de sementes ou no estadio V4 do milho,
proporcionou também maior crescimento acumulado em altura, area foliar e maior
taxa de assimilagdo de CO: e uso eficiente de agua. Para componentes produtivos,
estes mesmos tratamentos, obtiveram 8,2% e 11,2% de incremento de produtividade

guando comparados a testemunha.

Palavras-chave: safeners; Zea mays; componentes produtivos; componentes

fotossintéticos.

ABSTRACT

Safeners are used in agriculture as products that provide plant protection from the use
of herbicides. However, these molecules can also promote stimulant effects. Despite
this theme being little explored, mefenpyr-diethyl is a safener that has already
presented stimulating action in crops such as corn, soybeans and wheat. Therefore,
our objective was to determine the best dose and stage of application of menfepyr-
diethyl in maize to visualize the stimulant effect, through a dose-response study and
later, by validation under field conditions. In this way, two groups of experiments were
developed, one in a greenhouse and the other in the field, both repeated in two
seasons. The treatments of the experiment in a greenhouse consisted of 5 doses of
mefenpyr-diethyl: 0, 12.5, 25, 50 and 100 g ai ha-1, applied at two maize phenological
stages (V3 and V4). Over 21 days, the daily growth in height and leaf area were
evaluated and, at the end, the accumulation of these parameters as well as dry mass
were calculated. From these results, the best dose was selected for validation in the
field, which was applied in two phenological stages (V4 and V6), in the seed treatment
and compared with the control. At 35, 42, 49, 56 and 63 days after emergence, height,
leaf area and stem diameter were evaluated, calculating at the end their accumulated
growth. At the end, the shoot dry mass, the photosynthetic parameters and the
productive components of the crop were determined. For the results of height and leaf
area in both experiments, regression analysis adjusted through the Gompertz model
was used. For the other variables, the data were submitted to analysis of variance

(ANOVA) and, when significant, were compared by means of Student's t test. In the
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case of the field experiment, joint analysis was used to express the results. In general,
the dose of 50 g ai ha-1 in the greenhouse experiment showed the greatest increments,
accumulating up to 2 times more dry mass than the control. This dose, when used in
the field, in seed treatment or in the V4 stage of maize, also provided greater
accumulated growth in height, leaf area and greater CO2 assimilation rate and efficient
use of water. For productive components, these same treatments obtained 8.2% and

11.2% increase in productivity when compared to the control.

Keywords: safeners; Zea mays; productive components; photosynthetic components.

3.1 INTRODUCAO

O efeito secundéario de produtos € uma nova abordagem que vem ganhando
destaque na literatura cientifica. Os totais beneficios de um produto muitas vezes nao
sdo explorados. Neste contexto, pela capacidade dos safeners em atuar em
processos biogquimicos e fisioldégicos que ativam enzimas, sua resposta envolvendo
efeito estimulantes em plantas tem despertado interesse (DAVIES, CASSIE 1999).

Embora os estudos nesta linha de pesquisa sejam incipientes, a agao estimulante
em diversas caracteristicas das plantas ja foi relatada através do uso destes produtos
(BUBNOV et al.,, 2018; CUMMINS et al., 2006), incluindo incrementos produtivos
(MACIEL et al., 2012).

Mefenpyr-diethyl € um safener utilizado na protecéo contra injarias de herbicidas
inibidores da Acetolactato sintase (ALS) ou da Acetil Coenzima A Carboxilase
(ACCase) (DERYCKE etal., 2013; SCALLA; ROULET, 2002). Entretanto, ja foi
observada sua acao estimulante na massa seca e conteudo de lipideos para soja e
maior quantidade de perfilhos no trigo (BIANCHI et al., 2021).

Estudos elaborados em nosso centro de pesquisa, demonstraram que o uso de
mefenpyr-diethyl no milho também promoveu incrementos em massa seca, altura e
area foliar (dados nédo publicados). Contudo verificar qual a melhor dose e fase
fenoldgica, bem como avaliar se estes efeitos ocorrem em ambientes ndo controlados,
€ fundamental para compreender seu comportamento no milho.

Portanto, o objeto deste trabalho foi determinar a melhor dose e estadio de

aplicacdo de menfepyr-diethyl em milho para visualizacdo do efeito estimulante,
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através de um estudo dose-resposta e posteriormente, validando estes resultados em

condicGes de campo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Experimento em casa-de-vegetacao

O estudo foi conduzido em casa-de-vegetacdo, no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas — FCA/UNESP campus de Botucatu-SP, repetido em duas épocas,
fevereiro de 2019 a marco de 2019 e abril de 2019 a maio de 2019.

O hibrido “PY 32R48” foi semeado em vasos de 1,7 L, preenchidos com substrato
organomineral (Carolina II®), com as seguintes caracteristicas fisico/quimicas: turfa de
sphagnum, vermiculita expandida, casca de arroz torrefado, calcario dolomitico, gesso
agricola e tracos de NPK; condutividade elétrica (CE) = 0,7 mS cm™ £ 0,3; pH 5,5;
densidade 155 kg m3; capacidade de retencdo de agua 55%.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, contendo 5
doses de mefenpyr-diethyl (0, 12.5, 25, 50, 100 g ia ha') com 5 repeti¢Ges, aplicado
em dois estadios fenoldgicos do milho e repetido em duas épocas, sendo avaliados
de maneira isolada. Na primeira época do experimento a aplicacdo ocorreu no estadio
V2 e V3 do milho e na segunda época no estadio V3 e V4.

Para preparar a calda de pulverizagéo (50 mL), o mefenpyr-diethyl foi pré-diluido
em 2% de metanol, posteriormente misturado com a agua e acrescentado 0.5% de
Agral® em todos os tratamentos. A aplicacdo dos tratamentos foi realizada em
pulverizador automatizado instalado em ambiente fechado, provido de uma barra de
pulverizacdo com quatro pontas TeeJet Extended Range (XR 110.02 VS), espacadas
entre si em 0,5 m e posicionadas a 0,5 m de altura em relacdo a superficie das
unidades experimentais. O sistema foi operado através de um motor elétrico, que
possui um modulador de frequéncia, sendo utilizada uma velocidade de deslocamento
de 3,6 km h'l, com volume de calda de 200 L ha*, pressédo constante de 150 kPa,
pressurizado por ar comprimido. As condi¢cGes de aplicacdo foram 27°C e £72% UR
(umidade relativa) e +26°C e £74% UR, para a primeira e segunda época,

respectivamente.
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O crescimento diario das plantas de milho foi determinado pela altura e area foliar
das plantas medidas antes da aplicacdo e somado os valores diarios para determinar
0 crescimento acumulado até 21 dias apos aplicacéo (DAA).

A altura do milho foi mensurada a partir da base do caule até a inser¢ao da Ultima
folha que apresentava a ligula completamente aberta. Para a area foliar foi medido o
comprimento e largura de todas as folhas e multiplicado pelo fator 0.75 de acordo com
a metodologia descrita por Elings (2000).

No dia da aplicacdo de mefenpyr-diethyl, 20 plantas foram coletadas e
acondicionadas em estufa de circulacdo e renovacéo forcada de ar, a temperatura
média de 60°C, para determinar sua massa (g). Como em cada tratamento foram
semeadas 3 plantas de milho por vaso, determinou-se o acumulo de massa seca

através da remocao de 1 planta em cada periodo de avaliagdo (7, 14 e 21 DAA).

3.2.2 Experimento a campo

O experimento a campo foi instalado na Fazenda Experimental Lageado,
pertencente a Faculdade de Ciéncias Agronbmicas — FCA/UNESP, campus de
Botucatu-SP, repetido em duas safras, no periodo de outubro/2019 a mar¢o/2020
(safra de verédo) e margco/2020 a agosto/2020 (segunda safra). A localizacdo dos
experimentos ocorreu na latitude 22°84’33”S e longitude 48°42’39”0 na safra de verao
e na latitude 22°84’33”S e longitude 48°42’38”0 na safrinha, ambas a 789 m de
altitude em area com irrigacdo, com temperatura e umidade registradas no
apéndice D.

O hibrido PY 32R48 VYHR, foi semeado em plantio convencional o dia 20/10/2019
na safra e 04/03/2020 na safrinha com densidade populacional 62.200 sementes
espacgadas a 0,45 m entrelinhas, sendo utilizado 250 Kg ha* do adubo de base 08-28-
18 e cobertura com 130 kg ha! de ureia quando o milho estava no estadio fenolégico
V4.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados, contendo 4
tratamentos e 4 repeticdes, sendo as parcelas constituidas de 7 linhas e 6 m de
comprimento. A dose utilizada de mefenpyr-diethyl foi de 50 g ia ha* aplicado no
estadio V4, V6 e o tratamento de sementes e uma testemunha.

Antes do preparo da calda de aplicacdo (2 L) o mefenpyr-diethyl foi diluido em 2%
de metanol e posteriormente misturado com agua e acrescentado 0,5% de Agral® na

calda de pulverizagéo. Para o tratamento de sementes foi feito uma calda de 100 mL
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com concentracdo de 50 g ha' de mefenpyr-diethyl, diluido em 2% de metanol e
acrescentado 500 pL do adjuvante Silwet® e aplicado 20 pL sobre cada semente.

Os tratamentos com pulverizacédo foliar (aplicados em estadios V4 e V6), foi
utilizado um pulverizador costal de barras, pressurizado por CO2, composto por seis
pontas de pulverizacédo tipo jato leque TeeJdet Extended Range (XR 110.02 VS)
espacadas a 0,5 m, a uma presséao de trabalho de 200 Kpa, obtendo-se um volume
de calda de 200 L ha.

A mesma metodologia do experimento de casa-de-vegetacdo foi utilizada para
mensurar a altura, area foliar e diametro de colmos, as quais foram avaliadas aos 35,
42, 49, 56 e 63 dias apds a emergéncia (DAE). Para a determinacdo do acumulo de
altura, area foliar e diametro de colmo, os valores coletados aos 35 DAE foram
descontados da ultima coleta (63 DAE). Apenas para altura e area foliar foram
elaborados gréficos de analise de regressao para verificar o desenvolvimento de milho
ao longo do experimento. Aos 50 DAE também foram coletadas 8 plantas de cada
parcela e determinada a massa seca conforme descrito no estudo em casa-de-
vegetacao.

Foram também avaliados parametros fisiolégicos nas plantas de milho, como: taxa
de assimilacédo de CO2 (A, em umol CO2 m s1), a transpiracéo (T, em mmol H20 mr
2 s1) e a eficiéncia do uso de agua (EUA, mmol CO2 H20 m? s1), que foram
determinados por meio do uso do analisador de gases a infravermelho IRGA LCpro-
SD (ADC BioScientific Ldt, UK) a os 56 e 63 DAE. Durante as avaliagdes (21 e 28
DAA) foi utilizado um compensador de luz, configurado a 1000 pmol m? s e ajustado
a concentracdo de CO2 do ambiente. Todas as medi¢cdes foram realizadas entre o
periodo de 9:30 h a 11:30 h na folha +1 das plantas de milho.

A colheita da area util da unidade experimental foi realizada ao final do ciclo da
cultura de forma manual, sendo composta por duas linhas de 5 metros. Apés a colheita
determinou-se o teor de agua dos gréos (%), o comprimento de espigas, diametro de
espigas, numero total de gréos, peso de mil grdos (PMG) e produtividade corrigida a
13% de umidade.

3.2.3 Andlise estatistica
Os dados de altura e area foliar para os experimentos de casa-de-vegetagdo e de

campo, foram ajustados pelo modelo de Gompertz (GOMPERTZ, 1825), adaptados
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por Velini (1995) para verificar o comportamento destas variaveis ao longo do tempo,
de acordo com a seguinte equacao:

Y =¢ [a—e(~b=c*0)]

Onde “e” é a constante 2,718282; “a” é a assintota maxima do modelo; “b” o

[{PRl)

deslocamento da curva ao longo do eixo X, “c” a inclinagao ou concavidade da curva
em relagdo ao numero de dias; e “X” representa a altura ou area foliar medida nos dias
das avaliagOes.

Para as avaliacbes de massa seca, acumulo de altura, area foliar e diametro, taxa
de assimilacdo de COg, transpiracdo e eficiéncia do uso da agua (EUA), os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando o efeito foi significativo,
as médias foram comparadas pelo teste t de Student (p<0.05). No caso do
experimento a campo, foi realizada uma andlise conjunta das duas épocas do
experimento, justificando a resposta similar dos dados e permitindo sua unido, ou seja,
os resultados apresentados representam a media para as duas repeticbes dos
experimentos.

Para analise de regressao, os parametros foram mensurados através do programa
estatistico SAS (Statistical Analysis System, SAS Institute, version 9.1.3., Carry, North
Carolina, USA), e todos os gréficos elaborados pelo programa Sigmaplot 14 (Systat
Software Inc., San Jose, California, USA).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Experimento na casa-de-vegetacao

O uso de mefenpyr-diethyl apresentou diferentes respostas em funcéo do estadio
de aplicacdo. Em V2 sua aplicacdo nao afetou a altura acumulada das plantas, exceto
na dose de 100 g ia ha, que reduziu o desenvolvimento de plantas. Em contrapartida,
guando aplicado em estadio V3 todas as doses de mefenpyr-diethyl promoveram o
crescimento de plantas comparadas ao controle, destacando-se a dose de 50 e 100 g
ia ha! (Figura 1 A e B).
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Figura 1. Crescimento acumulado da altura da parte aérea e da area foliar de plantas
de milho, que receberam a aplicacdo de doses crescentes de Mefenpyr-diethyl nos
estadios fenolégicos V2 (A e C) e V3 (B e D) na 12 época de avaliacao do experimento,

desenvolvido em condi¢des controladas.

28 h 28 -
Tetemunha —— Tetemunha
—— 12.5giaha! A —— 125¢giaha’ B
24 { — — 25giaha' 24{ — — 25giaha e
50 g ia ha! Vi -+ 50 giaha' s
= — —- 100 g ia ha! « € —— 100 g ia ha' //
S 20 A S 20 4
& e
< <
° o
S 16 A S 16 |
> >
£ £
] 12 4 8 12 A
© @
S S
2 8 1 g 8
< <
44 4
0 T T T T T T T 1 0 - T T T T T T T ]
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Dias apos a aplicagao Dias ap6s a aplicacao
1800 -
Testemunha C 1800 4 D
1600 4 —— 12.5giaha! Testemunha
— — 25giaha' . 1600 4 —— 12.5giaha'
] 50 g ia ha' — — 25giaha
14009 _ . Y00 g ia hat 1400 - 50 g ia ha'
4 — — 100 g ia ha!

1200 - 1200 1

1000 4 1000 4

800 - 800 |

600 - 600 4

400 -

Area foliar acumulada (cm?)

400 A

Area foliar acumuada (cm?)

200 4 200 |

0 3 6 o 12 15 18 2 2 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Dias ap06s a aplica¢ao Dias apés aplicaglio

De acordo com o comportamento da curva de crescimento acumulado da altura
no estadio V3, nota-se que a resposta a aplicagdo do produto é mais tardia, com
diferencas mais evidentes a partir dos 9 DAA, com incremento nesta data de 4%, 13%,
20% e 23%, respectivamente para as doses 12,5; 25; 50 e 100 g ia ha* (Figura 1 B).

No estadio V2 a aplicacdo de mefenpyr-diethyl reduziu a area foliar em todas as
doses testadas, levando a redugdes de 18% na maior dose (Figura 1 C). Apesar da
aplicacdo no estéadio V3 ter apresentado estimulo para altura, isso néo foi observado
para a area foliar, onde o comportamento da curva se apresentou semelhante em
todos os tratamentos (Figura 1 D).

Como a aplicacao de mefenpyr-diethyl em V2 nao foi estimulante, o experimento
foi repetido no estadio V3 e V4 do milho, na tentativa de obter uma resposta em
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estadios mais avancados. Quando o mefenpyr-diethyl foi aplicado nos estadios V3 e
V4 do milho foi observado o estimulo em ambos, sendo a resposta variavel em funcéo
da dose e do parametro avaliado (Figura 2). Para o crescimento acumulado da altura
da parte aérea, as doses que obtiveram maiores estimulos foram 50 e 25 g ia ha,
com 12% e 18% de incremento, respectivamente para o estadio V3 e V4 (Figura 2 A
e B).

Figura 2. Crescimento acumulado da altura da parte aérea e da area foliar de plantas
de milho, que receberam a aplicacdo de doses crescentes de Mefenpyr-diethyl no
estadio fenologico V2 (A e C) e V3 (B e D) na 12 época de avaliacdo do experimento

em condicBes controladas.
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Assim como na primeira repeticdo, o uso de mefenpyr-diethyl no crescimento
acumulado da area foliar em estadio V3 néo apresentou diferengas contrastantes ao
controle. Em V4 novamente a dose 25 g ia ha obteve a maior diferenca, seguido da

dose 50 g ia hal, com incremento de 8% e 7%, respectivamente (Figura 2 C e D).
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Na avaliagdo de massa seca, o estadio V2 também ndo apresentou diferenca ao
controle em nenhuma dose testada em todas as épocas de coleta de plantas. Os
maiores estimulos foram alcancados aos 21 DAA na primeira época no estadio V3 e
na segunda época no estadio V4 com a dose de 50 g ia ha, alcangando um ganho
de 2 e 1,3 vezes de massa quando comparado ao controle, respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1. Acimulo de massa seca apos a aplicacdo doses de mefenpyr-diethyl em
diferentes épocas e estadios fenolégicos do milho em ambiente controlado.

Doses de mefenpyr-diethyl (g ia hat)

Epoca Estadio Dias ap0s a

Fenologico aplicacao 0 12.5 25 50 100
7 0,85 0,91 0,85 0,82 0,73
V2 14 45%7 3,82ab 290b 4,85a 3,84ab
12 época 21 8,93 7,94 9,75 9,98 7,85
Massa 1,21 1,12 1,12
seca (q) 7 ab 0,88 Db ab b 1,44 a
V3 14 3,69 3,44 3,26 3,24 3,61
18,60 19,14
21 955¢c 11,09c ab a 12,73 bc
7 0,92 0,83 0,87 0,78 0,88
V3 14 318 3742 29 ,38p 354a
ab ab
22 época 21 5,42 6,43 6,28 5,94 6,17
Massa 7 2,04 0,54 1,32b 1,37 1,67 ab
seca (9) U4 a 04 C , ab ,67 a
V4 14 3,34 3,06 3,27 3,31 3,52
21 6,33b 6,93 ab 7&%3 825a 7,50ab

Médias seguidas por diferentes letras na mesma linha, diferem entre si pelo Teste t de Student, todas
a nivel de 5% de significancia.

De maneira geral, pode-se observar um comportamento estimulante somente
apos 14 DAA, apresentando as diferencas mais contrastantes apenas aos 21 DAA
(Tabela 1). Isso também ocorre em algumas curvas de regressao (Figura 1 B; Figura
2 A e D), onde até os 14 DAA a distancia entre as curvas € baixa e ap0s este periodo
pode-se notar maior distanciamento entre os tratamentos, reforcando que a acao

estimulante ocorre entre 14 e 21 DAA.
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Esse periodo de acdo de mefenpyr-diethyl em milho, supdem que essa molécula
necessite de algum processo degradativo ou reacao para atuar nas plantas, o que a
caracterizaria como um pro-safener, fato que ja foi relatado em outras substéancias por
Rubin et al. (1985). Indicando que a acdo do mefenpyr-diethyl em processos
metabdlicos/enzimaticos aconteca apos sua transformacao, o que leva 14 dias para
ocorrer.

Conforme todas as variaveis avaliadas ao longo do experimento em casa-de-
vegetacao, os melhores resultados de mefenpyr-diethyl sempre ocorreram na dose 25
ou 50 g ia ha. Para altura e area foliar o estimulo foi variavel em funcéo do estadio e
da época avaliada. J& para a massa seca do milho, a dose de 50 g ia ha foi mais
consistente. Portanto optou-se pela utilizacdo de 50 g ia ha' para a realizacdo do

experimento & campo.

3.3.2 Experimento a campo

A andlise conjunta do experimento a campo mostrou que interacdo dos
tratamentos e da época néo foi significativa para todas as variaveis (Tabela 2),
ressaltando que os dados sao similares independente das condigcdes ambientais da
safra. Assim, os resultados puderam ser apresentados pelas médias das duas safras,

ja que nao ha diferenca entre elas.
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Tabela 2. Resultado da analise conjunta para variaveis do experimento a campo.
(Botucatu — SP safra 2019/2020 e 2020/2020).

Avaliacéao Valor de F da interacéo
Acumulo de altura 0,31 ns
Acumulo do diametro de plantas 0,81 ns
Acumulo da &rea foliar 0,92 ns
Acumulo da massa seca 1,43 ns
Diametro da espiga 1,33 ns
Comprimento da espiga 1,02 ns
Numero total de graos 1,31 ns
Peso de 1000 gréos 2,70 ns
Produtividade 0,2 ns
Altura — 35 DAE 2,42 ns
Altura — 42 DAE 1,96 ns
Altura — 49 DAE 0,88 ns
Altura — 56 DAE 0,22 ns
Altura — 63 DAE 1,09 ns
Area foliar — 35 DAE 1,50 ns
Area foliar — 42 DAE 0,73 ns
Area foliar — 49 DAE 0,65 ns
Area foliar — 56 DAE 0,92 ns
Area foliar — 63 DAE 2,22 ns
Taxa de Assimilagdo — 56 DAE 0,77 ns
Transpiragdo — 56 DAE 1,77 ns
Eficiéncia do uso da agua — 56 DAE 0,69 ns
Taxa de Assimilacdo — 63 DAE 0,65 ns
Transpiracdo — 63 DAE 0,20 ns
Eficiéncia do uso da agua — 63 DAE 0,97 ns

O uso de mefenpyr-diethyl proporcionou aumento na altura das plantas de milho,
independe do momento da aplicacdo (TS — tratamento de sementes, V4 ou V6)
guando comparado a testemunha. Nota-se que ao longo do desenvolvimento da
cultura, a curva que representa a altura das plantas tratadas em V4, V6 e TS comegam
a apresentar maior distanciamento em relacéo a testemunha aos 50 DAE. Ao final das
avaliacdes (63 DAE) todos os tratamentos apresentam altura superior a testemunha
(Figura 3). O maior destague ocorreu com o uso do produto no TS apresentando altura

9,8 % superior a testemunha.
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Figura 3. Média de duas safras (2019/2020 e 2020/2020) de altura de plantas de milho
ao longo do desenvolvimento com aplicacdo de mefenpyr-diethyl em diferentes

estadios fenoldgicos (Botucatu-SP).
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De maneira mais expressiva, a area foliar de plantas que obtiveram os diferentes
tratamentos com mefenpyr-diethyl também foram superiores quando comparadas a
testemunha. Houve destaque para o tratamento de sementes e para a aplicagédo em
V4, sendo que aos 63 DAE ambos apresentaram superioridade acima de 15% de area
foliar em relacéo a testemunha. A diferenca para a testemunha ocorreu desde o inicio
das avalia¢gBes, com indicios do estimulo para todas as plantas tratadas desde os 42
DAE (Figura 4).
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Figura 4. Média de duas safras (2019/2020 e 2020/2020) de area foliar de plantas de

milho ao longo do desenvolvimento, com aplicacdo de mefenpyr-diethyl em diferentes
estadios fenoldgicos (Botucatu-SP).
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De modo geral, pode-se constatar efeito estimulante para as variaveis altura e
area foliar através do uso de menfepyr-diethyl, independentemente do modo de
aplicacdo. Contudo, os resultados foram superiores para o uso no TS e quando
aplicado no estadio V4. Como a aplicacdo em V6 € a mais tardia, a intensidade do
efeito estimulante do mefenpyr-diethyl € mais visivel nas ultimas épocas de avaliagbes
(Figuras 3 e 4).

Neste sentido, para mensurar o real estimulo ocorrido entre o periodo de 35 a 63
DAE, foi realizada o calculo do acamulo das variaveis biométricas (altura, diametro e
area foliar) mostrados na Tabela 3. Nas avaliacGes de acumulo de altura e de diametro
de plantas, o uso de mefenpyr-diethyl no TS promoveu efeito estimulante comparado
a testemunha, atingindo 9% e 7% a mais do que a testemunha, respectivamente.
Quando se analisa 0 acumulo de éarea foliar, apesar de ndo apresentar diferenca
estatistica significativa para o teste utilizado, a aplicacdo em V4 obteve a melhor

média, com incremento de 11,5% comparado a testemunha.



63

Tabela 3. Médias de duas safras (2019/2020 e 2020/2020) para o acumulo de altura,
diametro e area foliar aos 63 dias apés a emergéncia, em diferentes estadios da

cultura do milho em experimento a campo (Botucatu-SP).

Acumulo de Altura Acumulo de Actimulo de Area

Tratamentos i . 2

(cm) Diametro (cm) foliar (cm?)
Testemunha 105,1 a 28,42 b 6129,6
Mefenpyr V4 112,9 ab 29,41 ab 6838,5
Mefenpyr V6 110,2 b 29,20 b 6274,6
Mefenpyr TS' 115 a 30,42 a 6826,8

p 0,0024 0,0236 0,14

1TS: tratamento de sementes. Médias seguidas por diferentes letras na mesma coluna, diferem entre
si pelo Teste t de Student, todas a nivel de 5% ou 1% de significancia

Assim como 0s aspectos anteriormente avaliados, o uso de mefenpyr-diethyl
também aumentou a massa seca da parte aérea do milho em todos os tratamentos,
diferenciando-se estatisticamente da testemunha. O estimulo ocorreu de maneira
intensa quando o produto foi utilizado no tratamento de sementes com diferenca de
21,1% em relacédo a testemunha. Para os tratamentos com aplicacdo em V4 e V6 o
incremento foi em média 12 % superior (Figura 5).
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Figura 5. Média de duas safras (2019 e 2020) de massa seca da parte aérea do milho
aos 50 dias ap6s a emergéncia (DAE). Médias seguidas por diferentes letras, diferem
entre si pelo Teste t de Student. *p<0,05, **p<0,01. (Botucatu-SP).
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Tanto aos 35 DAE quanto aos 63 DAE o uso de mefenpyr-diethyl ndo afetou
nenhum parametro fotossintético avaliado, sendo inferior ou igual a testemunha nos

dois momentos de avaliacdo (Figura 6 B, D e F).
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Figura 6. Média para duas safras (2019/2020 e 2020/2020) para a taxa de assimilagéo
de COg, Transpiracéo e Eficiéncia do uso da agua (EUA), aos 35 (A, C e E) e 63 (B,
D e F) dias apos a emergéncia (DAE) mensuradas na folha +1 de plantas das milho
(Botucatu-SP). Médias seguidas por diferentes letras, diferem entre si pelo Teste t de
Student.
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Para os componentes produtivos, o numero total de grdos, diametro e
comprimento de espigas, obtiveram diferenca estatistica. Os melhores resultados
foram observados principalmente para o tratamento com aplicacdo de mefenpyr-
diethyl no tratamento de sementes, seguido da aplicacdo no estadio V4 (Figura 7 A,
BeC).

Figura 7. Médias de duas safras (2019/2019 e 2020/2020) dos componentes de
producdo do experimento a campo. A- Diametro da espiga; B- Comprimento da
espiga; C- Numero total de graos; D- Peso de 1000 graos; E- Produtividade. Médias

seguidas por diferentes letras, diferem entre si pelo Teste t de Student.

A b T ab — B a C I
= 16 b b ab —T ab b
40 P (— 400
P £ 14
3 s
& N 8
3 2 5
2 g 1l g
8 2
o °
g 20 £ 2 200
3 £ 2
& 5 £
a £ =
s
10 o 4 100
24
0 0 0
N N \ ° N NG ~© <& & > $© <5
o o & S o o o o o o @ &e“‘*\ o
<& i i o < o o o <& o i o
e s o e e e o e e
400 8000
D E
- T —"
300 A —~ 6000 -
— Es
o ‘©
g e -
®© X
© <
> ©
F 200 S 4000 A
o
© e
3 2
o 5
(%] °
e <4
a
100 4 2000
0 T T T 0 T
N N N <> X N N <>
o N \ N
" o o e & g™ e
\r\e\e‘\g \\r\e\e‘\@( \;\e@\‘ﬁ “\2@\9 o é@(\@‘ r\e‘\\N

Embora tenha ocorrido diferenca para o peso de mil gréos, pode-se notar que a
aplicacdo de mefenpyr-diethyl em V4 e em TS obteve valor ligeiramente superior a
testemunha (Figura 7 D). Para a produtividade (Figura 7 E), ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, a testemunha e a aplicacdo de mefenpyr-diethyl

apresentaram valores similares.
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3.4 DISCUSSAO

Em nosso estudo fica evidente a capacidade estimulante no milho a partir do uso
de mefenpyr-diethyl. Tanto em aspectos biométricos, fotossintéticos, bem como em
componentes de rendimento sempre houve incremento em alguma varidvel em pelo
menos um dos tratamentos com mefenpyr-diethyl. Contudo, sdo escassos outros
estudos que apontem essas caracteristicas a partir do uso de safeners.

Como o intuito destas moléculas é verificar o efeito protetor contra a aplicacao de
herbicidas em plantas, a maioria dos artigos possuem o0 objetivo de avaliar injaria
causada pelos quimicos. Entretanto em diversos artigos, de maneira indireta, pode-se
notar sua capacidade estimulante, principalmente em algumas caracteristicas
biométricas.

Em trigo o uso de mefenpyr-diethyl proporcionou incremento de 4,2% e 9% no
peso fresco e seco da parte aérea em doses inferiores a utilizada em nosso estudo
(TAYLOR et al., 2013). J&4 em milho, o tratamento de sementes além do efeito
estimulante em parte aérea também estimulou o desenvolvimento de raizes (BUBNOV
et al., 2018). Em estudo focando apenas na agao estimulante de mefenpyr-diethyl em
plantas, Bianchi et al. (2021) observaram maior quantidade de perfilhos em trigo e alto
incremento de massa seca em soja, em duas épocas avaliadas, atingindo 24% e 14%
a mais do que a testemunha.

Em nosso estudo, tanto no experimento de casa-de-vegetacdo quanto a campo,
observaram-se efeitos estimulantes em pulverizacdo aérea apO6s o estadio V3.
Contudo, em casa-de-vegetacdo, o estaddio V2 ndo apresentou esse efeito, mas a
campo, o tratamento nas sementes obteve estimulo. Isso pode estar correlacionado
ao ponto de crescimento do milho, que inicialmente se encontra a 2,5 e 4 cm abaixo
da superficie do solo (V2) (MAGALHAES; DURAES, 2006; BONNETT, 1948). Como
a area foliar em V2 € menor e a distancia para o ponto de crescimento é maior, a
translocacao de mefenpyr-diethyl pode n&o ser suficiente para interferir nos processos
de desenvolvimento do milho. J4 para as sementes tratadas, é possivel que o
mefenpyr-diethyl atue diretamente em regides meristematicas presentes em sua
fisiologia.

As raz0es para a obtencdo desta resposta estimulante, ainda sao pouco
exploradas na literatura. Entretanto ha uma alta gama de trabalhos demonstrando a
atuacao dos protetores na interferéncia enzimatica de plantas, geralmente levando a

uma maior atividade de enzimas responsaveis pela degradacdo ou conjugacao de
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herbicidas (DERIDDER et al.,, 2002; PERSANS et al., 2001; HOLT et al., 1995). A
existéncia da observacao desses efeitos, se deve a atuacdo dessas substancias em
processos enzimaticos das plantas.

Essa ativacdo enzimatica ocorre em funcdo da expresséo de genes de defesas
das plantas, que sdo mediadas por diversos fatores envolvendo aspectos biéticos e
abidticos (BERENS et al., 2017; KACHROO, ROBIN, 2013). No caso de safeners as
vias de sinalizacdo que estdo sendo discutidas recentemente envolvem as oxilipinas
e as ciclopentenonas, as quais seriam responsaveis principalmente pelo aumento de
enzimas detoxificantes, como a glutationa S-transferase (GSTs) e a citocromo P450
monoxigenase (RIECHERS, GREEN, 2017; RIECHERS, KREUS, ZHANG, 2010).

N&o ha estudos que apresentem caracteristicas de expresséo génica envolvendo
a aplicacao de safeners no estimulo de plantas. Portanto avaliac6es cada vezes mais
precisas devem ser realizadas para elucidar estes gargalos. O processo fotossintético
nas plantas € influenciado por diversos aspectos bioticos e abioticos, sendo o CO:z e
a dgua moléculas essenciais nesse contexto (TAIZ et al., 2016). Uma maior taxa de
assimilagdo de CO2 com menor transpiracdo de agua, significa maior acamulo de
hexoses com menor quantidade de agua na planta. Em nosso estudo, o milho tratado
com mefenpyr-diethyl demonstrou melhor aproveitamento de CO:2 aos 56 DAE, o que
pode estar diretamente ligado as caracteristicas de desenvolvimento das plantas,

como altura de plantas, area foliar e massa seca.

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de mefenpyr-diethyl afetou o crescimento das plantas de milho, estimulando
parametros fotossintéticos, biométrico e produtivos. O efeito € variavel conforme a
dose, o estadio de aplicacdo do mefenpyr-diethyl e independente das condicbes
ambientais.

A aplicacdo em sementes e no estaddio V4 foram as que proporcionaram as
melhores respostas em ambiente ndo controlado, atingindo maior massa de parte
aérea, altura, area foliar, acumulo de altura e com respostas em parametros

produtivos.



69

REFERENCIAS

BERENS, M. L. et al. Evolution of hormone signaling networks in plant defense.
Annu Rev Phytopathol, Palo Alto, v. 55, p. 401-425, 2017.

BIANCHI, L. et al. Stimulation action of mefenpyr-diethyl on soybean, wheat, and
signal grass plants. J Environ Sci Health B, New York, v. 56, p. 163-167, 2021.

BONNETT, O.T. Ear and tassel development in maize. Ann Mo Bot Gard, St. Louis,
v. 35, p. 269-287, 1948.

BUBNOV, Y.N., SPIRIDONOV, Y.Y., KUZNETSOV, N.Y. New growth regulators of
corn based on N-mono-and N, N-bis-3-butenyldichloroacetamides. Russ Chem Bull,
New York, v. 67, p. 345-358, 2018.

CUMMINS, I. et al. Selective disruption of wheat secondary metabolism by herbicide
safeners. Phytochemistry, London, v. 67, n. 16, p. 1722-1730, 2006.

DAVIES, J.; CASELEY, J. C. Herbicide safeners: a review. Pestic Sci, London, v.
55, n. 11, p. 1043-1058, 1999.

DERIDDER, B.P. et al. Induction of glutathione S-transferases in Arabidopsis by
herbicide safeners. Plant Physiol, Lancaster, v. 130, p. 1497-1505, 2002.

DERYCKE, V.; HAESAERT, G.; LATRE, J. Chemical weed control in triticale (x
Triticosecale Wittmack): review of five years of field experiments. In: 65"
International symposium on Crop Protection, v. 78, n. 3, p. 671-680. 2013.

DUARTE, A. P., CRUZ, J. Manejo do solo e semeadura do milho safrinha. In:
Embrapa Milho e Sorgo-Artigo em anais de congresso, Simposio em Armazenagem
de Graos do Mercosul, Londrina p. 45-71, 2001.

ELINGS, A. Estimation of leaf area in tropical maize. Agron J., Madison, v. 92, p.
436-444, 2000.

GOMPERTZ, B. On the Nature of the Function Expressive of the Law of Human
Mortality, and on a New Mode of Determining the Value of Life Contingencies. Phil.
Trans. R. Soc., London, v. 115, p. 513-583, 1825.

HOLT, D.C. et al. Characterization of the safener-induced glutathione S-transferase
isoform Il from maize. Planta. V. 196, p. 295-302, 1995.

KACHROQO, A.; ROBIN, G.P. Systemic signaling during plant defense. Curr Opin
Plant Biol., London, v. 16, p. 527-533, 2013.

MACIEL, D.C. et al. Corn seed treatment with naphthalic anhydride against
isoxaflutole phytotoxication action. J. Food Agric. Environ., Helsinki, v. 10, p. 612-
616, 2012.



70

MAGALHAES, P.C.; DURAES, F.O.M. Fisiologia da produc&o de milho. Embrapa
Milho e Sorgo-Circular Técnica (INFOTECA-E), 2006.

PERSANS, M. W., WANG, J.; SCHULER, M. A. Characterization of maize
cytochrome P450 monooxygenases induced in response to safeners and bacterial
pathogens. Plant Physiol, Lancaster, v. 125, p. 1126-1138, 2001.

RIECHERS D. E., GREEN M. G. Crop Selectivity and Herbicide Safeners: Historical
Perspectives and Development, Safener-Regulated Gene Expression, Signaling, and
New Research Directions, in: JUGULAM, M. Biology, Physiology and Molecular
Biology of Weeds. CRC Press, Boca Raton, pp. 1-21. 2017.

RIECHERS, D. E., KREUZ, K. I., ZHANG, Q. Detoxification without intoxication:
herbicide safeners activate plant defense gene expression. Plant Physiol, Lancaster
v. 153, p. 3-13, 2010.

RUBIN, B.; CASIDA, J. E. R-25788 effects on chlorsulfuron injury and
acetohydroxyacid synthase activity. Weed Science, Champaign, v. 33, n. 4, p. 462-
468, 1985.

SCALLA, R.; ROULET, A. Cloning and characterization of a glutathione S-
transferase induced by a herbicide safener in barley (Hordeum vulgare). Physiol.
Plant., Lund, v. 116, n. 3, p. 336-344, 2002.

TAIZ, L. et al. Fisiologia e desenvolvimento vegetal, sixth ed. Artmed, Porto
Alegre, 2017, p. 843.

TAYLOR, V. L. et al. Protective responses induced by herbicide safeners in
wheat. Environ Exp Bot, Oxford, v. 88, p. 93-99, 2013.

VELINI, E. D. Estudos e desenvolvimento de métodos experimentais e
amostrais adaptados a matologia. 1995. Doctoral thesis, Jaboticabal, SP:
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias. Universidade Estadual Paulista. 250
p., 1995.



71

CONSIDERACOES FINAIS

O uso de mefenpyr-diethyl ndo promoveu efeito de protecédo suficiente aos
herbicidas inibidores da ACCase em milho. Contudo seu uso isolado proporcionou
incrementos em altura, area foliar e massa seca.

Em casa-de-vegetacdo, a melhor dose de mefenpyr-diethyl para a promocéao de
efeito estimulante foi 50 g ia ha, variando em fungcédo do estadio aplicado e da
avaliacao

A utilizacdo de mefenpyr-diethyl no tratamento de semente e a aplicacdo no
estadio V4 levaram as melhores repostas obtidas a campo, atingindo os maiores

valores de altura, area foliar, massa seca e componentes produtivos.
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Apéndice A — Aplicagdo de mefenpyr-diethyl em pulverizador automatizado em

condi¢cdes controladas.

gk il

g il




75

Apéndice B — Registro fotogréfico aos 21 dias ap0s aplicagdo do experimento

de mefenpyr-diethyl como safener. A: 12 época do experimento; B: 22 época.

Direta para a esquerda os tratamentos s&o: Controle; mefenpyr-diethyl (50 g ia ha®); haloxyfop (62 g ia
ha!); clethodim (108 g ia ha'); fenoxaprop (110 g ia ha'); mefenpyr-diethyl 5 DBA + haloxyfop (50 +
62 g ia hal); mefenpyr-diethyl 5 DBA + clethodim (50 + 108 g ia ha™); mefenpyr-diethyl 5 DBA +
fenoxaprop (50 + 110 g ia hat); mefenpyr-diethyl+ haloxyfop (50 + 62 g ia ha); mefenpyr-diethyl +
clethodim (50 + 108 g ia ha'); mefenpyr-diethyl + fenoxaprop (50 + 110 g ia ha™?).
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Apéndice C — Registro fotogréfico aos 21 dias ap0s aplicagdo do experimento

de mefenpyr-diethyl como estimulante. A: 12 repeticdo V2; B: 12 repeticdo V3,

C: 22repeticdo V3; D: 22repeticédo V4.

Direta para a esquerda os tratamentos sao: doses crescentes de mefenpyr-diethyl: 0; 12,5; 25; 50; 100
giaha.
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Apéndice D — Condic8es climaticas presentes na safra e safrinha do

experimento a campo. A- Temperatura; B- Umidade e precipitacao.
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B- A irrigacdo da area foi realizada em fungdo da necessidade hidrica da cultura, levando em
consideracao a precipitacao registrada.
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Apéndice E — Espigas de milho safra 19/20. A: Testemunha; B: Aplicagcdo em
V4; C: aplicacdo em V6; D: Tratamento de sementes.
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Apéndice F — Parametros da curva dos-resposta referentes a Figura 1

(Capitulo 2).
A Doses de mefenpyr-diethyl (g ia ha't)
Parametros 0 12,5 25 50 100
Figura 1 A
a 3,7923 3,4904 3,6615 3,4385 3,4814
b -1,4515 -1,5305 -1,5529 -1,4989 -1,4807
c 0,0899 0,1178 0,1072 0,1200 0,1016
FiguralB
a 4,0816 3,56823 3,6199 3,6802 3,8108
b -1,5479 -1,7777 -1,6953 -1,4990 -1,5946
C 0,0707 0,1158 0,1160 0,1065 0,1014
Figural C
a 8,1784 8,1926 8,4775 8,1499 8,3564
b -1,4530 -1,4817 -1,5678 -1,5265 -1,5208
C 0,0802 0,0725 0,0676 0,0826 0,0650
Figura 1 D
a 8,3369 8,7203 8,3122 8,2678 8,1777
b -1,4895 -1,5722 -1,5111 -1,5142 -1,5156
c 0,0691 0,0591 0,0705 0,0744 0,0767
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Apéndice G — Parametros da curva dos-resposta referentes a Figura 2

(Capitulo 2).
A Doses de mefenpyr-diethyl (g ia ha'l)
Parametros 0 12,5 25 50 100
Figura 2 A
a 2,8549 3,1387 2,9878 3,0026 2,7747
b -1,1593 -1,1328 -1,2574 -1,3339 -1,2400
c 0,1092 0,0881 0,1055 0,1150 0,1352
Figura 2 B
a 2,8302 3,0538 3,0323 3,0735 2,9201
b -0,9760 -0,9965 -0,8511 -0,9252 -0,8945
C 0,1338 0,1010 0,1223 0,0970 0,1143
Figura 2 C
a 7,2029 7,3409 17,2789 7,3585 7,2780
b -1,2480 -1,2589 -1,2701 -1,3068 -1,2940
Cc 0,1160 0,1070 0,1134 0,1029 0,1139
Figura 2 D
a 7,3235 7,3182 7,4071 7,3669 7,3608
b -1,0559 -1,0867 -1,0106 -1,0781 -1,0400
C 0,1169 0,1194 0,1151 0,1219 0,1155
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Apéndice H — Parametros da curva dose-resposta referentes a Figura 3

(Capitulo 2)
Estadios do milho na aplicagdo de mefenpyr-diethyl
Parametros Testemunha va V6 Tratamento
de sementes
a 8,77 7,599 7,8808 7,993
b -2,0369 -1,8966 -1,9391 -1,9577

c 0,1231 0,1664 0,155 0,1545
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Apéndice | - Parametros da curva dose-resposta referentes a Figura 4

(Capitulo 2).
Estadios do milho na aplicagdo de mefenpyr-diethyl
Parametros Testemunha va V6 Tratamento de
sementes
a 9,0261 9,1648 9,0216 9,0249
b -1,3916 -1,414 -14053 -1,4068

c 0,3781 0,3861 0,4124 0,4301




