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RESUMO

O gene fosfinotricina acetyltransferase (pat) produz a enzima PAT, que por n-
acetilacdo é capaz de metabolizar o glufosinate, transformando-o em n-acetyl-L-
glufosinate (NAG). Assim, plantas transgénicas contendo esse gene resistem as
aplicagbes desse herbicida. No milho, esse gene foi inserido como marcador de
selecdo e mais estudos precisam ser realizados a fim de validar o uso dessa
tecnologia. Nesse contexto, 0s objetivos do presente trabalho foram avaliar se a
expressao do gene pat é proporcional ao nivel de resisténcia de tecnologias de milho
a aplicacao de glufosinate e avaliar a seletividade de herbicidas em associacédo ao
glufosinate em milho com o gene pat. Durante o primeiro trabalho, foram utilizados
hibridos de milho com as tecnologias Herculex®; Agrisure TL®; Herculex Yieldgard®;
Leptra®; Viptera 3®; Power Core® com o gene pat e VT PRO® sem o gene pat. Para
isso, um experimento foi realizado para avaliar a expresséo relativa do gene pat nos
hibridos de milho, por meio de PCR em tempo real. Em outro estudo, foram aplicadas
doses de glufosinate (0, 500, 1000, 2000 e 4000 g i.a ha') sobre os hibridos de milho,
no qual foram avaliados os teores de glufosinate e NAG, assim como acumulo de
amonia, taxa de transporte de elétrons (ETR), injuria visual e acimulo de biomassa.
Em campo, foi realizada a aplicacdo de 500 g i.a ha! de glufosinate durante o estadio
V4 do milho, e foi avaliado o rendimento de gréos. Um segundo estudo foi realizado a
campo, adotando-se a tecnologia Power Core®, e os tratamentos foram: glufosinate;
glyphosate; glufosinate + glyphosate; glufosinate + nicosulfuron; glufosinate +
atrazine; glufosinate + tembotrione; glufosinate + mesotrione; glufosinate +
carfentrazone ethyl; glufosinate + bentazon; glufosinate + 2,4-D; testemunha sem
capina e testemunha capinada. As avaliacdes realizadas foram: injuria visual, ETR,
quantificacdo de amonia, altura, rendimento de grédos, além de nota de controle visual
de plantas daninhas. As tecnologias VT PRO®, Herculex®, Agrisure TL® e Viptera 3®
apresentaram menor expressao do gene pat, e consequentemente menor teor de
NAG, maiores teores de glufosinate e amdnia, maior injdria visual, assim como maior
reducdo em ETR e acumulo de biomassa. O rendimento de grdos nao foi afetado
negativamente pela aplicacdo de 500 g i.a ha' em nenhum dos hibridos testados.

Conclui-se que a expressao do gene pat é proporcional ao nivel de resisténcia de cada



tecnologia nos hibridos de milho. A adoc¢éo da aplicagédo de glufosinate em associacéo
a outros herbicidas n&o proporcionou reducéo de produtividade no milho.
Palavras-chave: gene pat. N-acetyl-L-glufosinate. L-fosfinotricina. Produtividade de
milho.



ABSTRACT

The phosphinothricin acetyltransferase (pat) gene produces the enzyme PAT, which
by n-acetylation is able to metabolize the glufosinate, transforming it into n-acetyl-L-
glufosinate (NAG). So transgenic plants containing this gene resist the applications of
this herbicide. In corn, this gene was inserted as a selection marker and further studies
are needed to be performed to validate this technology use. In this context, the
objectives of the present work were to evaluate if the expression of the pat gene is
proportional to the resistance level of maize technologies submitted to the application
of glufosinate and also to evaluate the selectivity of some others herbicides in
association with glufosinate in maize which presents the pat gene. For the first work,
the technologies used were: Herculex®; Agrisure TL®; Herculex Yieldgard®; Leptra®;
Viptera 3®; Power Core® with the pat gene and VT PRO® without the pat gene. For
this, an experiment was carried out to evaluate the relative expression of the pat gene
in the technologies by RT- PCR. In another study, glufosinate (0, 500, 1000, 2000 and
4000 g a.i ha't) doses were applied to the technologies, in which the glufosinate and
NGA contents, ammonia accumulation, electron transportation rate (ETR), visual injury
and biomass accumulation were evaluated. In the field, the spraying of 500 g a.i ha
of glufosinate in the V4 stage of maize was carried out in the technologies and grain
yield was measured. For the second study the Power Core® technology was adopted,
and the experiment was carried out in the field. The treatments were: glufosinate;
glyphosate; glufosinate + glyphosate; glufosinate + nicosulfuron; glufosinate +
atrazine; glufosinate + tembotrione; glufosinate + mesotrione; glufosinate +
carfentrazone ethyl; glufosinate + bentazon; glufosinate + 2,4-D; no-weeding control
and weeding control. Evaluations of visual injury, ETR, ammonia quantification, plant
height and yield were carried out, as well as weed control. The VT PRO®, Herculex®,
Agrisure TL® and Viptera 3® technologies showed lower pat gene expression, and
consequently lower NAG content, as well as higher glufosinate content, ammonia
accumulation, visual injury, reduced ETR and lower biomass accumulation. The yield
was not affected by the application of 500 g a.i hal. We conclude that the pat gene
expression is proportional to the resistance level of each technology.The glufosinate
use in combination with other herbicides did not provide a reduction in corn yield.

Keywords: pat gene. N-acetyl-L-glufosinate. L- phosphinothricin. Corn yield
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INTRODUCAO GERAL

O milho apresenta grande importancia para o cenario mundial e brasileiro,
devido principalmente a sua utilizacdo na alimentacdo humana, animal e para
producdo de etanol. No Brasil o milho é cultivado praticamente em todo o territorio
nacional, desde areas de cultivo de subsisténcia, até regides com alto investimento.
E cultivado em duas épocas do ano: a primeira se refere ao verdo, considerado como
milho primeira safra e a segunda corresponde ao cultivo de inverno, considerado como
milho segunda safra ou safrinha.

A cultura do milho apresenta alto potencial produtivo, quando cultivado em
sistemas com emprego de alta tecnologia, como utilizacdo de hibridos simples,
emprego de praticas de adubacao e controle de plantas daninhas, pragas e doencas,
bem como utilizacdo de cultivos com espagamento reduzido, dentre outros fatores.
Porém alguns fatores podem comprometer os altos rendimentos da cultura, como é o
caso da interferéncia com as plantas daninhas. A interferéncia das plantas daninhas
sobre o milho pode se dar pela competicdo direta por 4gua, luminosidade e nutrientes
ou de maneira indireta, por dificultar a colheita ou por serem hospedeiras de pragas e
doencas.

O controle quimico de plantas daninhas é o método mais empregado no milho.
Atualmente, séo registrados para a cultura 38 herbicidas, para aplicacées em pré e/ou
pos emergéncia (AGROFIT, 2018). Com o advento da transgenia, hoje € possivel a
aplicacao seletiva e segura dos herbicidas glyphosate, glufosinate de aménio, 2,4-D e
haloxyfop — methyl na cultura do milho.

O glufosinate de aménio (glufosinate), é um herbicida ndo seletivo, pertencente
ao grupo quimico da homoalanina substituida. E um produto extremamente toxico
(Classificacédo toxicoldgica I), altamente solivel em agua — 1,37.10° mg L% tem
comportamento de acido fraco — pKa < 2,0; Coeficiente de particdo octanol/agua (log
Kow) <0,1; Nao é volatil — pressédo de vapor < 0,1 mPa. (RODRIGUES; ALMEIDA,
2011). E registrado no Brasil com as marcas comerciais Finale®, Liberty®, Patrol SL®
e Fascinate BR®, ambas comercializadas na concentracdo de 200 g do seu
ingrediente ativo por litro de produto comercial (AGROFIT, 2018). Seus sintomas
aparecem como “encharcamento” nas folhas, que podem ser visualizados de um a
trés dias apos a aplicacdo do produto, evoluindo para clorose, necrose e morte total

da planta em até duas semanas.
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Na cultura do milho, é possivel a aplicagdo em pos emergéncia total do
glufosinate, devido a insercdo, por meio de transgenia, do gene fosfinotricina
acetyltransferase (pat), que produz uma enzima de mesmo nome (PAT), capaz de
metabolizar o glufosinate em n-acetyl-L-glufosinate (NAG), que ndo é toxico para as
plantas. No milho, o gene pat foi inserido em conjunto com os genes de resisténcia a
insetos (Bt), como marcador de selecdo nos eventos Btll e TC1507, que diferem
entre si na construcdo do plasmideo, porém apresentam o mesmo gene pat (CTNBIO,
2018). Esses eventos deram origem a varias tecnologias presentes no mercado de
sementes de hibridos de milho, e assim, apresentam o0 gene pat em sua constituicao,
possibilitando a aplicacao do glufosinate em pés emergéncia da cultura.

Vale destacar que os produtores tém realizado aplicacbes do herbicida
glufosinate, isolado ou em associacdo com outros herbicidas em milho contendo o
gene pat. Porém, ndo ha informacfes suficientes e necessarias para a correta
utilizacao e recomendacao desse herbicida na cultura, pois a insercdo do gene pat foi
realizada como marcador de selecdo. Além do mais, sdo observadas diferencas de
construcdo do plasmideo para insercao do gene pat entre as diferentes tecnologias
disponiveis no mercado, o que pode provocar variagcbes na resposta do milho ao
glufosinate. Ainda ndo ha informacdes suficientes sobre a adocdo de associacdes de
herbicidas com o glufosinate e seus efeitos na cultura do milho com o gene pat. Assim
a hipotese levantada nesse trabalho € que as tecnologias de milho se comportam de
maneira diferente apds a aplicacéo de glufosinate de forma isolada ou em associacao
com outros herbicidas.

Nesse contexto, os objetivos do presente trabalho foram: avaliar se a expressao
do gene pat é proporcional ao nivel de resisténcia de tecnologias de milho ao
glufosinate; controle de plantas daninhas, e a seletividade de herbicidas em

associagao ao glufosinate, em milho contendo os genes pat e cp4-epsps.
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CAPITULO 1
A RESISTENCIA AO GLUFOSINATE E PROPORCIONAL A EXPRESSAO DO
GENE FOSFINOTRICINA ACETYLTRANSFERASE EM TECNOLOGIAS DE
MILHO?

Resumo

O gene fosfinotricina acetyltransferase (pat), confere resisténcia ao herbicida
glufosinate pela transformacdo do mesmo em n-acetyl-L-glufosinate (NAG) e foi
inserido como marcador de selecdo em plantas de milho transgénico. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar se a expressdo do gene pat é proporcional ao nivel de
resisténcia de tecnologias de milho a aplicacao de glufosinate. Foram estudadas sete
tecnologias de milho: Herculex®; Agrisure TL®; Herculex Yieldgard®; Leptra®; Viptera
3®; Power Core® (com o gene pat) e VT PRO® (sem o gene pat). Foi avaliado a
expressdo do gene pat em RT-PCR. Posteriormente foram obtidos os niveis de
resisténcia dessas tecnologias, avaliando-se os teores de glufosinate, n-acetyl-L-
glufosinate, degradacao do glufosinate, teor de aménia, taxa de transporte de elétrons
(ETR), injaria, acimulo de biomassa, e produtividade a campo. As tecnologias VT
PRO®, Herculex®, Agrisure TL® e Viptera 3® apresentaram menor expresséo do gene
pat, e consequentemente menores teores de NAG e baixa degradacéo de glufosinate,
aumentando o teor de amdnia, assim como maior injaria visual, resultando em reducdo
de ETR e menores incrementos na biomassa. A expressao do gene pat é proporcional
ao nivel de resisténcia observado em cada tecnologia de milho. O rendimento de gréos
nao foi afetado pela aplicacédo de glufosinate a campo.

Palavras-chave: gene pat, N-acetyl-L-glufosinate, acimulo de ambnia, taxa de

transporte de elétrons.

Abstract

The phosphinothricin acetyltransferase (pat) gene confers resistance to the herbicide
glufosinate by its transformation into n-acetyl-L-glufosinate (NAG). The gene was
inserted as a selection marker in transgenic maize plants. The objective of the present
work was to evaluate if the pat gene expression is proportional to the resistance level
of maize technologies to glufosinate application. Seven corn technologies were
studied: Herculex®; Agrisure TL®; Herculex + Yieldgard®; Leptra®; Viptera 3®; Power

1 _ Este capitulo ser& submetido na revista Journal of Agricultural and Food Chemistry,
assim 0 mesmo encontra-se nas normas deste periédico.
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Core® (with the pat gene) and VT PRO® (without the pat gene). The pat gene
expression was evaluated in RT-PCR, and the glufosinate levels, n-acetyl-L-
glufosinate, glufosinate degradation, ammonia content, electron transport rate (ETR),
visual injury, biomass accumulation, and yield were also investigated. The VT PRQO®,
Herculex®, Agrisure TL® and Viptera 3® technologies showed lower expression of the
pat gene, and consequently lower NAG contents and glufosinate degradation, as well
as a reduced ETR and biomass accumulation. In contrast, it was observed a greater
ammonia accumulation and a higher visual injury. The pat gene expression is
proportional to the resistance level observed in each corn technology. The yield was
not affected by the glufosinate application in the field.

Keywords: pat gene, N-acetyl-L-glufosinate, ammonium accumulation, electron

transport rate.

1.1lIntroducéo

O herbicida glufosinate € proveniente da toxina natural fosfinotricina, isolada a
partir dos fungos Streptomyces viridochromogenes e Streptomyces hygroscopicus
(Dayan et al. 2009; Dayan e Duke, 2014). E um herbicida n&do seletivo, que atua
inibindo a atividade da enzima glutamina sintetase (GS) (EC 6.3.1.2). A GS tem funcéo
de desintoxicacdo da amonia e producédo do aminoacido glutamina, a partir de aménia
e glutamato (Barnett et al. 2012). Plantas suscetiveis ao glufosinate apresentam, apos
a sua aplicacdo, deficiéncia de glutamina, intoxicacdo pelo acumulo de aménia,
glutamato e glioxalato, rompendo a estrutura de cloroplastos, concomitante a
diminuicdo de ETR e inibicdo da fotossintese (Dayan et al. 2015; Carbonari et al. 2016;
Devine et al. 1993; Coetzer e Al-Khatib, 2001).

Hibridos de milho resistentes ao glufosinate apresentam a inser¢éo do gene pat
(fosfinotricina acetyltransferase), proveniente de Streptomyces viridochromogenes,
gque quando transcrito na planta produz a enzima Fosfinotricina Acetyltransferase
(PAT) que tem a capacidade de inativar quimicamente o herbicida glufosinate em NAG
(Droge et al. 1994), que ndo € um composto toxico a planta e ndo gera a paralisacao
da GS (Hérouet et al. 2005; Tan et al. 2006).

O gene pat foi utilizado a fim de servir como marcador seletivo na cultura do
milho, com sua insercéo e expressao associada aos genes de resisténcia a insetos
nos eventos Btll (crylAb) e TC1507 (crylF) (CTNbio, 2018). Os eventos Btll e
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TC1507 apresentam diferenca entre si, na constru¢do do plasmideo, porém
apresentam o mesmo gene pat. No evento Btll o plasmideo utilizado foi 0 pZ01502
e no evento TC1507 o PHI899A (CTNbio, 2018). Essa diferenca de construcdo do
plasmideo pode acarretar em mudancas de expresséo e local de insercdo do gene,
nas plantas (Cui et al. 2016).

Sao comercializadas e disponibilizadas aos produtores, tecnologias de milho
com o gene pat (resistentes ao glufosinate), oriundos dos eventos Btll e TC1507.
Essas tecnologias permitem a aplicacdo do glufosinate, porém essa pratica ndo é
recomendada pelas empresas. Sabe-se que o0s produtores tém utilizado o glufosinate
em milho resistente, devido ao controle de plantas daninhas resistentes ao glyphosate.
Em hibridos de milho pertencentes a tecnologia Power Core® (TC1507), ndo ha
mudancas no rendimento de gréos e em parametros fisioldgicos, apds a aplicacéo de
glufosinate na dose de 500 g i.a. ha! (Krenchinski et al. 2018; Silva et al. 2017).

Porém, ndo ha informacdes referentes a outras tecnologias presentes no
mercado. Assim, em milho, tecnologias com o gene pat, podem apresentar niveis de
resisténcia diferentes, dificultando a recomendacédo de uso do glufosinate. Sabe-se
que em algoddo com a tecnologia Liberty Link® ha maior expressdo do gene
fosfinotricina acetyltransferase (bar), em comparacdo com a tecnologia WideStrike®
(gene pat), resultando em maior resisténcia para a primeira (Carbonari et al. 2016).
Esses resultados demonstram que a tecnologia Liberty Link®, que foi desenvolvida
para a resisténcia ao glufosinate, é mais resistente em relacdo a tecnologia
WideStrike®, em que o gene pat foi utilizado como marcador de sele¢éo, como no caso
do milho.

Devido ao aumento da utilizacdo de glufosinate em milho, para o controle de
plantas daninhas resistentes ao glyphosate e a falta de informacBes sobre os
possiveis danos do glufosinate nas tecnologias que apresentam o gene pat como
marcador de selecédo, mais estudos devem ser realizados para esclarecer e viabilizar
a recomendacao desse herbicida em milho, bem como entender aspectos ligados aos
niveis de expressdo do gene pat, atividade da enzima PAT, acumulo de aménia,
aspetos fisiologicos e rendimento de gréos em diferentes tecnologias de milho.

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a expressao do
gene pat é proporcional ao nivel de resisténcia de tecnologias de milho a aplicagéo de

glufosinate.
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1.2Material e Métodos

1.2.1 Caracteristicas gerais dos experimentos realizados em casa de

vegetacao

Foram realizados trés experimentos em casa de vegetacdo. O primeiro
experimento refere-se a expressao relativa do gene pat em tecnologias de milho com
a presenca desse gene. O segundo ensaio foi conduzido em duplicata, com a intengéo
de avaliar os teores de glufosinate, NAG, acumulo de amdnia, ETR, injaria visual e
massa da matéria seca, em sete tecnologias de milho com o gene pat, ap6s a
aplicacao de glufosinate. Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Pesquisas
avangadas em Matologia — Nupam, localizado na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
— FCA, da Universidade Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita Filho’ Campus de
Botucatu — SP. As condi¢Bes proporcionadas pela casa de vegetacdo foram de
temperaturas médias em torno de 26°C + 2 e umidade relativa do ar em 60 % e luz
natural.

Foram utilizadas sete tecnologias de milho, nas quais seis continham o gene
pat como marcador de selecdo (Herculex®; Agrisure TL® Herculex Yieldgard®;
Leptra®; Viptera 3®; Power Core®) e uma foi denominada “sem pat” (VT PRO®),
utilizada como testemunha padréo.

Para compor as unidades experimentais, foram utilizados vasos com
capacidade de 2,8 litros, preenchidos com substrato Carolina® composto por turfa de
esfagno, vermiculita e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (x0,5), os vasos foram
adubados na proporcédo de 300 kg ha' com a formulacdo 16-16-16 (NPK) para o
suprimento dos nutrientes fundamentais para o desenvolvimento das plantas de milho.
Foram semeadas 10 sementes por vaso, e ap0s a emergéncia, foi realizado um
desbaste para que permanecessem quatro plantas viaveis de milho, por vaso. As
plantas foram mantidas em bancadas sob condicdo de plena luz antes e apos a

aplicacgéo.
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1.2.2 Ensaio 1. Expresséao relativa do gene pat em tecnologias de milho

1.2.2.1. Coleta do material, extracdo de RNA e sintese de cDNA

As amostras foram coletadas em triplicata biolégica, coletando-se todas as
folnas da planta, momentos antes da aplicagdo do herbicida glufosinate, nesse
momento as plantas estavam no estadio de V4 (quatro folhas totalmente expandidas).
As amostras foram coletadas e colocadas instantaneamente em nitrogénio liquido
para posterior armazenagem a -80°C até a andlise. Cada tecnologia foi processada
individualmente para a extragdo do RNA total.

Para extracdo de RNA total foi utilizado o método de Trizol Reagent
(Invitrogen/Life  Technologies, Carlsbad, CA), seguindo o0s passos: (@)
aproximadamente 300 mg de cada amostra foram macerados em almofariz com
nitrogénio liquido e acondicionados em tubos de 2 ml; (b) foi adicionado 1 ml de Trizol
e as amostras foram homogeneizadas em vortex e, posteriormente, foram mantidas
em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente; (c) transcorrida a incubacao
anterior, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm a 4°C por 15 minutos; (d)
transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo de 2 ml; (e) foram adicionados 200
ul de cloroféormio e as amostras foram homogeneizadas em vortex e permaneceram a
temperatura ambiente por 3 minutos; (f) as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm
a 4°C por 15 minutos; (g) transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo de 2 ml e
foram adicionados 500 pl de alcool isopropanol a uma concentracdo de 100 % a uma
temperatura de -20°C, entdo misturou-se por imersdo de tubo e imediatamente as
amostras foram acondicionadas em freezer a -20 °C, por 30 minutos; (h) as amostras
foram centrifugadas a 13200 rpm a 4°C por 30 minutos; (i) o sobrenadante foi
removido e foi adicionado 1 ml de etanol 70 % (H20 DEPC) para a lavagem do pellet;
()) as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm a 4°C por 5 minutos e descartado o
sobrenadante; (k) o pellet foi submetido a secagem e ressuspenso em 20 pl de H20
DEPC.

O RNA foi quantificado em espectrofotometro modelo: Nano Drop ND-1000
Spectrophotometer (Saveen 1 Werner, Malmo, Suécia) e para avaliar sua qualidade e
integridade aproximadamente 1 ug de RNA foi verificado em gel de agarose 1 %
corado com brometo de etideo e submetido a 120 V por 25 minutos. As amostras de
RNA total verificadas foram tratadas com DNAsel-RNAse free segundo as
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recomendacdes do fabricante (Promega Biosciences, Wisconsin, EUA), para
eliminagdo de eventual contaminacdo com DNA gendmico. Posteriormente, as
amostras foram armazenadas a -80 °C. A partir dos RNAs totais tratados com DNAsel-
RNAse free foi sintetizado o cDNA, de cada tratamento, utilizando-se o kit High
Capacity seguindo as recomendacgdes propostas pelo fabricante (Life Technologies,
Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, USA) e, entdo, diluidas 10 vezes em agua
nucleases free. As amostras de cDNA utilizadas nas reacfes constituiram-se de trés

amostras para cada uma das tecnologias.

1.2.2.2 Desenho dos primers e PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR)

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados utilizando o programa
Primer3 (Koressaar eRemm 2007; Untergasser et al. 2012), com base na sequéncia
conhecida dos genes. Apés a confeccao, foi verificada a especificidade dos primers
através da ferramenta BLAST no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os parametros
utilizados no desenho dos primers foram: amplicon de 100 a 200 pares de bases,
temperatura de anelamento de 60°C + 1 e tamanho do primer de 20 a 24 pares de
bases. Para a escolha e desenho do primer do gene normalizador (Folylpolyglutamate
sintetase) foram seguidas as informacdes de Manoli et al. (2012). Os primers
referentes a cada gene estéao representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia de primers empregados nas analises de validacao da expresséo
genica de folhas de milho de diferentes tecnologias contendo o gene pat, para RT-
gPCR.

Gene Nome dos Primers Sequencias (5’ — 3)
oat patForward ACGATCCATCTGTTAGGTTGCA
patReverse CCATCCACCATGCTTGTATCCA
— FPGSForward ATCTCGTTGGGGATGTCTTG
FPGSReverse AGCACCGTTCAAATGTCTCC

! Folylpolyglutamate sintetase



33

As andlises de gPCR foram realizadas empregando amostras de cDNA de cada
tecnologia, as quais foram quantificadas com auxilio do espectrofotébmetro (Nanodrop)
e diluidas 10x. O reagente GoTaq gPCR Master Mix foi empregado conforme
recomendacao do fabricante (Promega) ajustando-se o volume final de cada reacgéo
para 10uL dos quais: 5uL de GoTag® gPCR Master Mix 2x, 0,4 uM de cada
oligonucleotideo; 1 uL de cDNA amostral inteirando-se com agua ultrapura livre de
nucleases até atingir o volume final da reacédo, o aparelho utilizado foi o ABI PRISM
7000 Sequence Detector System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Assim,
foi possivel observar que a eficiéncia dos primers alvos e do gene de referéncia
apresentaram eficiéncias proximas e dentro dos limites aceitaveis, viabilizando a
utilizacao dos ensaios. As condi¢des térmicas da reacao foram 2 minutos a 50 °C, 10
min. A 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 seg. a 95 °C e 1 min. A 60 °C, finalizando
com 15 seg. a 95 °C, 1 min. A 60 °C e 15 seg. a 95 °C.

1.2.3 Ensaio 2. Teores de glufosinate, NAG, acumulo de aménia, ETR, injaria
visual e massa da matéria seca em tecnologias de milho em casa de vegetacdao,

apoés a aplicacao de glufosinate

Os experimentos foram conduzidos em duplicata, porém repetidos em
momentos distintos. Foram arranjados em delineamento inteiramente casualisados
com cinco repeticbes, em esquema fatorial 7 x 5 (tecnologias x doses). Foram
aplicadas 5 doses de glufosinate: 0, 500, 1000, 2000 e 4000 g i.a. ha, do produto
comercial Finale® (Bayer S.A., 200 g i.a. I'}).

A aplicacdo do herbicida glufosinate foi realizada quando as plantas atingiram
o estadio vegetativo V4 (quatro folhas totalmente expandidas), utilizando um
pulverizador acondicionado em sala fechada, equipado com uma barra de
pulverizacdo constituida por quatro pontas do modelo XR 110.02, espacadas entre si
por 0,5 m e posicionadas a 0,5 m de altura em relacdo as plantas, com pressao
constante de 2 bar (ar comprimido) e uma velocidade de deslocamento de 1 m s,
gerando um volume de calda de 200 | ha™*.
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1.2.4 Ensaio 3. Acumulo de amdnia, ETR, injaria visual, rendimento de grédos e
massa de cem gréos de sete tecnologias de milho em campo, apoés a aplicacéo

de glufosinate

Os experimentos foram conduzidos em campo em dois locais: 0 primeiro
localizado no municipio de Botucatu — SP (22°50°38.7”S 48°25'29.2"W) e 0 segundo
no municipio de Sdo Manuel — SP (22°46’°21.6”S 48°34’07.9"W). As caracteristicas
fisicas e quimicas de cada solo séo apresentadas na Tabela 2. Anterior a semeadura,
foi realizada uma calagem com o objetivo de elevar o V% para 60, e em sequéncia,
foi realizada uma gradagem pesada. Na semeadura foi realizada uma adubacgao de

base na dose de 300 kg ha* da formulacédo 08-28-16 de NPK, em ambos locais.

Tabela 2 - Caracteristicas quimicas e fisicas do solo da area experimental de

Botucatu e Sdo Manuel — SP.

Propriedades Quimicas
pH M.O. Prsina AP K Ca Mg SB CTC V%

Local

CaClz g/dm® mg/dm3 mmolc/dm3
Botucatu 51 21 21,6 1 4.3 30 13 48 98 59
Séo

4,9 5 27 1 3,4 15 6 25 37 50
Manuel

Propriedades Fisicas

Areia  Silte  Argila

Local Textura
g kg?

Botucatu 195 278 527 Argiloso
Séo

844 39 117 Arenoso
Manuel

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro
repeticdes, em esquema fatorial duplo 2 x 7 (doses x tecnologias). Foram utilizadas
duas doses de glufosinate (0 e 500 g i.a. hal) e sete tecnologias de milho. Em ambas
as localidades, as tecnologias de milho foram semeadas na densidade de 60 mil
sementes hal, em espacamento de 0,85 metros entre linhas. As sementes foram

tratadas com a mistura comercial de piraclostrobina + fipronil (Standak Top®) na dose
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de 200 ml para cada 100 kg de sementes. Durante o ciclo da cultura, ndo foi
necessario realizar o manejo de pragas e doencas. As parcelas foram mantidas livres
de plantas daninhas durante todo o ciclo.

A aplicacéo dos tratamentos foi realizada durante o estadio fenologico de V4
do milho, através de um pulverizador costal pressurizado a CO2, com pressao
constante de 2 BAR (ou 29 PSI), vazdo de 0,65 L min., equipado com barra de 6
bicos com espacamento de 50 cm equipados com pontas do tipo jato plano e modelo
XR 110.02 (TeeJet). A pulverizacédo foi realizada a uma altura de 50 cm do alvo em
velocidade de 1 m.s! e com volume de calda de 200 | ha?l. As condicGes
meteorolégicas no momento da aplicacdo para temperatura foram de 24 e 28°C,
umidade relativa do ar de 66 e 59 % e velocidade do vento de 1,01 e 1,23 Km h%, para
a aplicacdo em Botucatu e Sdo Manuel, respectivamente. Os dados meteorologicos
de temperatura méaxima e minima, assim como precipitacdo obtidos durante a
conducao dos experimentos estao descritos na Figura 1.
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Figura 1 - Representacao da precipitacao, temperatura média minima e temperatura
média maxima para o periodo referente a safra de 2016/17 nos municipios de
Botucatu — SP (A) e Sdo Manuel — SP (B). Fonte: Fazenda experimental de Séo

Manuel e Fazenda experimental Lageado — UNESP.
1.2.5 Variaveis analisadas

1.2.5.1 Teor de glufosinate, n-acetyl-L-glufosinate (NAG), total e porcentagem de

degradacédo do glufosinate

Para um dos experimentos realizados em casa de vegetacao, foram coletadas

aos 2 e DAA, plantas das sete tecnologias, apds a aplicagéo de glufosinate nas doses
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de 500 e 1000 g i.a hat. Apds a coleta, as mesmas foram mantidas na temperatura
de -80°C.

Durante a determinacao de glufosinate e NAG, as amostras foram maceradas
com nitrogénio liquido, utilizando graal e pistilo e secas no vacuo. Pesou-se uma
aliquota de 100 mg de cada amostra macerada, acondicionando-as em tubos falcon
de 15 mL e posteriormente foram adicionados 10 mL da solugdo extratora
metanol:adgua (80:20). As amostras foram levadas ao banho de ultrassom por 30
minutos. Apos centrifugacéo por 4.000 Rpm por 10 minutos, realizou-se a filtragem do
sobrenadante das amostras através de filtros Millipore 0,2 um, transferindo o contetido
para vials (1,5 mL) e levando-as para analise em LC/MS/MS.

Para esta determinacéo de glufosinate e n-acetyl-L-glufosinate, foi utilizado um
sistema LC/MS/MS, composto por um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(HPLC), Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, que combina andlise ultra-rapida e
excelente performance de separacao, com alta confiabilidade de resultados. O mesmo
€ equipado com duas bombas LC20AD, autoinjetor SIL-20AC, degazeificador DGU-
2035, sistema controlador CBM20A (permite a operacao totalmente automatizada) e
forno CTO-20AC (para controle da temperatura da coluna). Acoplado ao HPLC esta o
espectrometro de massas 4500 (Applied Biosystems) hibrido triplo quadrupolo. As
condi¢des cromatograficas utilizadas para quantificagdo dos compostos no modo de

ionizacdo negativo e positivo estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢cbes cromatogréficas utilizadas para quantificacdo dos compostos
no modo de ioniza¢&o negativo e positivo: glufosinate e n-acetyl-L-glufosinate.
Coluna Analitica Gemini 5 p C18 110 A (150mm x 4,6mm)

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

Fase movel (pH 7.0) Fase B (FB) = 5 mM acetato de amdnio em
metanol
0 — 1 Minuto = 60 %FB e 40 % FA
1 -3 Minutos =95 % FB e 5 % FA

Gradiente 1 —5Minutos=95% FBe5 % FA
5 — 7 Minutos = 60 % FB e 40 % FA
10- Termino

Fluxo 0,800 ml min?
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A Figura 2, representa os cromatogramas do padrao analitico dos compostos,
glufosinate e n-acetyl-L-glufosinate e os fragmentos gerados a partir de cada um. As
equacoes da curva analitica foram: para glufosinate, y = 2.02 10 x + 9,87 10°; para
n-acetyl-L-glufosinate, y = 9,54 10 x + 4,84 10,

W XIC of +MRM (12 pairs): Exp 1, 182.022/135.800 Da ID: Glufosinate from Sample 13 (9..375ppb) of Fabio_Glufosinate_2018.wilf (Turbo Spra. WMax. 2.7e4 cps.
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Figura 2 - Cromatogramas do glufosinate (A) e n-acetyl-L-glufosinate (B), na
concentragdo de 9,37 ug L.

Para as andlises cromatograficas foi empregada uma coluna da marca
phenomemex Gemini 5y C18 1102, dimensdes 150 x 4,5 mm, com volume de injegéo
de 20pl. A massa molecular do glufosinate (182.02), foi lida no modo ionizagao positiva
e seus respectivos fragmentos foram: 135.8; 118.9; 164.8. Para a leitura de n-acetyl-
L-glufosinate de massa molecular (221.924), no modo de ionizacdo negativa e seus
respectivos fragmentos foram: 136; 133,9; 134. O fragmento utilizado para
quantificacdo de cada um dos compostos foi sempre o primeiro apresentado. A
deteccéo e separacao dos compostos foram realizadas em uma corrida e os tempos

de retencdo dos compostos retidos pela coluna cromatografica foram: glufosinate
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(3,15 minutos) e n-acetyl-L-glufosinate (3,12 minutos). Os dados finais foram
expressos em mmol? g de massa fresca de plantas. A partir dos dados de glufosinate
e n-acetyl-L-glufosinate, foi calculado o teor total (glufosinate + n-acetyl-L-glufosinate),

bem como a porcentagem de degradacédo do glufosinate.

1.2.5.2 Injaria visual, ETR e massa da matéria seca

Tanto para os experimentos de campo, como em casa de vegetacdo, foram
avaliadas as injurias visuais provocadas pelo glufosinate, sendo estas aos 0, 1, 2, 3,
7, 14 e 21 dias apos a aplicacdo (DAA) em casa de vegetacao, e aos 7, 14 e 21 DAA
em campo, adotando-se a porcentagem de 0 a 100, na qual O representa auséncia de
injarias e 100 % representa a morte total das plantas, seguindo as recomendacdes da
Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas daninhas (SBCPD, 1995). O ETR foi
avaliado as 0, 6 horas e 1, 2, 3, 5 e 8 DAA com auxilio de um fluorébmetro portétil
(Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti Sciences), com leituras realizadas
em seis pontos da folha mais jovem totalmente expandida de cada tratamento e
repeticao.

Somente nos trabalhos em casa de vegetacao as plantas foram coletadas para
se avaliar a massa da matéria seca. Para isso, a coleta ocorreu aos 28 DAA, na qual
a planta foi cortada e armazenada em saco de papel previamente identificado e levada
para secagem em estufa de circulacdo de ar forcada, a uma temperatura de 60°C, até
peso constante. Posteriormente, as amostras foram pesadas em balanca de precisao
de quatro digitos.

Os dados de injaria visual, ETR e massa da matéria seca foram expressos em
porcentagem das doses de glufosinate aplicadas em relacdo a testemunha sem

aplicacédo (0 g i.a. hal), referente a cada respectiva tecnologia.

1.2.5.3 Teor de amobnia

A analise de determinacgao do teor de amdnia nos tecidos foliares foi avaliado
nos experimentos de campo e casa de vegetacéo, utilizando-se o seguinte protocolo.
Para a extragdo da amonia, realizou-se aos 2, 4 e 14 DAA a coleta das folhas
das plantas individualmente, que foram cortadas rente ao colmo, acondicionadas e

pesadas em tubos com capacidade de 300mL, previamente identificados e pesados.
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Os tubos contendo as folhas, foram preenchidos com agua acidificada por acido
cloridrico (HCI), a pH 3,5, novamente pesados, e mantidos em banho de ultrassom
(sonicacédo) por 60 minutos. Apés esse periodo, as folhas foram retiradas.

Durante o periodo de sonicacéo, realizou-se o preparo dos reagentes sulfato
manganoso, hipoclorito de sodio, e solucao de fenol + hidréxido de sédio. O hipoclorito
de sodio foi preparado adicionando-se 10 mL de NaClO (6 %) e 40 mL de agua
deionizada em um béquer, que, sob agitacao, teve seu pH ajustado para 6,5, com a
adicdo de acido cloridrico (4M). Para o sulfato manganoso (0,05 Molar), 0,05g de
MnSOa4foi adicionado em um balédo volumétrico de 100 mL, que teve o volume maximo
completado com agua deionizada. No preparo da solucao fenol + hidréxido de sédio,
adicionou-se 10g de CsHsOH e 2,59 de NaOH em um bal&o volumétrico de 100 mL,
completado com agua deionizada.

Além dos reagentes, utilizando-se uma solucao estoque de sulfato de amdnia
(100 ppm), preparou-se uma curva padrao, com concentracdes de 0; 0,025; 0,010;
0,075; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0 ppm, em baldes volumétricos de 100 mL
de volume, para possibilitar a correlacdo de absorbancia e concentracdo de amoénia.

Apbs o periodo de sonicacao e retirada do material vegetal, aliquotas de 10 mL
das solugdes foram transferidas para tubos de ensaio identificados, para adicdo dos
reagentes e posterior determinacgdo colorimétrica. Adicionou-se uma gota da solugéo
de sulfato de manganés; 500 pL da solucédo de hipoclorito de sédio; e 600 ul da
solucéo fenol + NaOH. Os tubos de ensaio foram acondicionados em um agitador, por
10 min. Logo apds a agitacdo, realizou-se a leitura da absorbancia e a determinacgéo
do teor de amoénia da solucdo, tanto das amostras quanto da curva padrao, por
espectrofotometria, de acordo com métodos publicados por (Wendler et al. 1990;
Dayan et al. 2015), utilizando-se um espectrofotbmetro de duplo feixe UV visivel

(Cintra 40, GBC Scientific Equipment Ltd.), no comprimento de onda de 630 nm.

1.2.5.4 Produtividade e Massa de 100 gréos

Com relagéo os experimentos de campo, foram estimadas a produtividade e
massa de 100 gréaos. Para isso, foi realizada a colheita das espigas de duas fileiras
centrais com quatro metros de comprimento, as quais foram debulhadas em trilhadora
experimental e as amostras foram limpas com auxilio de peneiras e acondicionadas

em sacos de papel. Partindo-se do rendimento dos gréos nas parcelas, foi estimada
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a produtividade (em kg ha?), para cada tratamento e repeticdo. Em seguida, foi
determinada a massa de 100 sementes, por meio da pesagem de oito subamostras
de 100 sementes para cada repeticdo de campo. Para o calculo da produtividade e
massa de 100 sementes, o grau de umidade das amostras foi corrigido para 13 %

base Umida.

1.2.6 Analise dos dados

Para a expressdo relativa do gene pat foi utilizado o método de 2-24Ct (Livak e
Schmittgen, 2001), no qual a expressao relativa do gene alvo foi calculada com base
na expressao do gene normalizador Folylpolyglutamate sintetase.

Os dados de cada experimento foram submetidos a anélise de variancia e,
quando os valores de F foram significativos (p<0,05), foi aplicado o teste de média T
(LSD) (p=<0,05) e as doses, foi aplicado a andlise de regressdo. Ao escolher o melhor
modelo de regressédo, foram adotados o0s seguintes critérios: regressao significativa,
desvios da regressdo ndao-significativos, coeficiente de determinacdo, andlise de
residuos e explicacao biolégica. Foi realizada ainda a analise conjunta dos dados dos
experimentos em duplicata tanto para casa de vegetacdo como em campo.

Os programas utilizados foram o Sisvar® (verséo 5,6) e Sigma plot® (verséo 12).
Para todos os parametros avaliados, foram calculados o intervalo de confianca (média
+ Intervalo de confianga), calculado a partir da seguinte equacao:

IC = (t x desvpad) / Vn,

Onde: IC = intervalo de confianca; t = valor de t tabelado, ao nivel de 5 % de

probabilidade; desvpad = desvio padrdo; e Vn = raiz quadrada do ndmero de

repeticoes.
1.3Resultados
1.3.3 Anélise de variancia dos experimentos em casa de vegetacao
A analise de variancia demonstrou que nao ocorreram diferencas significativas
entre 0s experimentos realizados em duplicata. Assim, esses experimentos foram

analisados e discutidos em conjunto. Foram encontradas diferencas significativas

entre as doses de glufosinate aplicadas, porém nao foi possivel realizar um ajuste de
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regressdo de acordo com os critérios adotados para a escolha. Desta forma, quando
a comparacao entre as médias se fez necessario, foi utilizado o teste de média T (LSD)
(p<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 - P-valor da analise de variancia (ANOVA) das variaveis analisadas, nos
experimentos em casa de vegetacdo. Botucatu — SP.

ER. % degra. de(;ora. Massa Amonia

F.V. 2DAA ADAA seca 2DAA 4DAA 15DAA

T <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

D 0,4258 0,7429 0,0245 <0,0001 <0,0001 <0,0001

E 0,7513 0,7183 0,8426 0,6978
T*D -—-- <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0154
FV. Gluf. Gluf. NAG NAG Total Total

2DAA 4DAA 2DAA ADAA 2DAA 4DAA

T <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7814 <0,0001

D <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

E ——— —_——- —_——— —_——— —— ——
T*D <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Taxa de transporte de elétrons
F.V. 0 DAA 6 horas 1DAA 2DAA 3 DAA 5DAA 8DAA
T 0,7546  <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8315 0,7215 0,8231
D 0,8416 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4537 0,4987 0,5617
E 0,7745 0,8951 0,9541 0,5214 0,3648 0,4571 0,5627
T*D 0,4917 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3270 0,4578 0,5973

Injaria visual
F.V. 0 DAA 1 DAA 2DAA 3 DAA T7DAA 14DAA 21 DAA
T 1,000 0,3674 0,1425 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
D 1,000 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
E 1,000 0,9841 0,8543 0,8811 0,8326 0,7129 0,5419

T*D 1,000 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Legenda: F.V.: fontes de variacao; T.: tecnologias; D.: doses; E.: experimentos =

E.R.: Expresséo relativa; NAG: N-acetyl-L-glufosinate.

1.3.2 Expressao relativa do gene pat
A expressao relativa do gene pat, em relacdo ao seu normalizador
Folylpolyglutamate sintetase, demonstrou que as tecnologias apresentaram
diferencas entre si. A tecnologia Leptra apresentou maior expressao relativa do gene

pat, diferindo significativamente das demais tecnologias. As menores expressoes do
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gene pat foram encontradas nas tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL, apresentando
expressao relativa 90 % menor, quando comparados a tecnologia Leptra. A tecnologia
Power Core apresentou a segunda maior expressdo entre as tecnologias, porém

apresentou expressao 60 % inferior a tecnologia Leptra (Figura 3).

o
=

0,01 4

Expressao Relativa (2'DDCt)

0,001 A

Figura 3 - Expressao relativa (2"22<) do gene pat (fosfinotricina acetyltransferase),
antes da aplicacdo do herbicida glufosinate em sete tecnologias de milho. Média +
intervalo de confianca. Letras mindsculas iguais na coluna, entre as tecnologias, nao

diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

1.3.3 Degradacgéo de Glufosinate

Os teores de glufosinate, NAG e teor total de ambas as substancias aos 2 DAA,
demonstram que os teores foram proporcionais as doses de glufosinate aplicadas em
cada tratamento (500 e 1000 gi.a hat). A tecnologia sem o gene pat, apresentou altos
niveis de glufosinate (0,39 mmol* g! de massa fresca) e ndo foram encontrados
teores de NAG nessa tecnologia, em ambas as doses de glufosinate aplicadas. Ja
para as tecnologias com o gene pat, Viptera 3 e Agrisure TL apresentaram maior
concentragéo de glufosinate e menor teor de NAG, em relag&o as demais tecnologias,

em ambas as doses aplicadas (Figura 4AB).
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Figura 4 - Teor de glufosinate, n-acetyl-L-glufosinate (NAG) e teor total (mmol? g*
massa fresca), ap0s a aplicacédo de glufosinate de aménio nas doses de 500 e 1000
g i.a. hal em sete tecnologias de milho, aos 2 DAA. Média + intervalo de confianca.
Letras minusculas iguais em cada coluna, entre as tecnologias nao diferem entre si
pelo teste t (p<0,05).

A tecnologia Leptra apresentou o maior teor de NAG e menor teor de
glufosinate, em ambas as doses aplicadas. Em comparacao com a tecnologia Leptra,
as tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL apresentaram 46 e 39 % a mais, de glufosinate

e 56 e 55 % a menos, de NAG respectivamente para as doses de 500 e 1000 g i.a.
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ha! de glufosinate, aos 2 DAA. Quanto ao teor total (glufosinate + NAG), observou-se
gue nédo ocorreram diferencas entre as tecnologias, demonstrando que o método de
guantificacdo dessas substancias foi eficiente (Figura 4AB). Os dados de glufosinate
e NAG apresentaram comportamento semelhante aos 4 DAA. Somente para o valor
do teor total (glufosinate + NAG), as tecnologias com gene pat apresentaram valor

inferior ao da tecnologia sem esse gene (Figura 5AB).
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Figura 5 - Teor de glufosinate, n-acetyl-L-glufosinate (NAG) e teor total (mmol? g
massa fresca), apos a aplicacéo de glufosinate de amoénio nas doses de 500 e 1000
g i.a. hal em sete tecnologias de milho, aos 4 DAA. Média * intervalo de confianca.
Letras minuUsculas iguais em cada coluna, entre as tecnologias nao diferem entre si
pelo teste t (p<0,05).
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Com base nos dados de NAG e total, foram calculadas as porcentagens de
degradacédo de glufosinate. Observou-se que a tecnologia Leptra apresentou as
maiores médias de porcentagem de degradacéo (59 - 76%), em relacdo as demais
tecnologias aos 2 DAA e aos 4 DAA junto com a tecnologia Power Core (48 — 68 %)
aos 4 DAA, independente da dose aplicada (500 e 1000 g i.a ha') (Figura 6 AB).
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Figura 6 - Porcentagem de degradacédo de glufosinate (% do total encontrado), apos
a aplicacédo de glufosinate de amdnio nas doses de 500 e 1000 g i.a. ha' em sete
tecnologias de milho, aos 2 e 4 DAA. Média = intervalo de confianca. Letras
minusculas iguais em cada coluna, entre as tecnologias nao diferem entre si pelo teste
t (p<0,05).
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As tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL, apresentaram as menores
porcentagens de degradacao de glufosinate, 25 e 27 % aos 2DAA e 18 e 36 % aos 4
DAA, respectivamente. A tecnologia sem o gene pat, ndo apresentou degradacéo de
glufosinate em NAG (Figura 6AB).

1.3.4 Teor de amonia

Os teores de amdnia variaram conforme as tecnologias apos a aplicacdo de
glufosinate, porém em todas as doses, aos 2, 4 e 14 DAA a tecnologia sem o0 gene
pat apresentou 0s maiores teores de amdnia em relacdo a sua testemunha,
acumulando de 20 - 57 vezes mais ou de 0,15 a 9,20 mg kg de massa fresca,
variando conforme as doses de glufosinate aplicadas (Figura 7AB). Nas tecnologias
com a presenca do gene pat, observou-se incremento dos teores de amoénia com o
aumento das doses aos 2 e 4 DAA. Aos 2 DAA na dose de 500 g i.a. ha, ndo ha
diferencas entre as tecnologias (com pat), todas apresentando niveis de no maximo 5
vezes maior que a testemunha ou com teores em torno de 0,15 a 0,50 mg kg* de
massa fresca (Figura 7 AB). Nas demais doses, as tecnologias Viptera 3 e Agrisure
TL, apresentaram maiores teores de amonia em relagdo as demais tecnologias,
variando de 7,20 a 9,02 mg kg de massa fresca ou 14 - 17 e 25 vezes maior que a
testemunha, respectivamente para as doses de 2000 e 4000 g i.a. ha™.

Aos 4 DAA os teores de amonia reduzem de forma significativa, em relacdo a
primeira coleta (2 DAA), somente na dose de 4000 g i.a. ha, os teores de amOnia s&o
significativamente maiores nas tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL, em relacdo as
demais, com acumulo de 11 a 14 vezes maior que a testemunha (Figura 7 CD). Aos
15 DAA, as tecnologias com a presenca do gene pat ndo apresentaram grande

acumulo de amdnia, com excecao da tecnologia sem pat (Figura 7EF).
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1.3.5 Taxa de Transporte de elétrons (ETR)

A porcentagem de ETR foi afetada de forma significativa nas plantas sem o
gene pat, independente das doses aplicadas, com niveis proximos de 20 % em relagéo
a testemunha as 6 horas ap0s a aplicacdo e 0 % aos 8 dias apods a aplicacdo. Entre
as tecnologias com o gene pat, observou-se que para Viptera 3 e Agrisure TL, todas
as doses de glufosinate reduziram o ETR as 6 horas apos a aplicacdo, para niveis de
20 %. Nessas tecnologias, o ETR retornou aos niveis normais a partir dos 2 DAA. Para
as demais tecnologias com o gene pat, as reducdes na ETR foram observadas com
aplicacdes de doses acima de 1000 g i.a. ha* (Figura 8).

Observou-se que para todas as tecnologias com o gene pat, os niveis de ETR
ficaram semelhantes em relacdo a testemunha (préximos a 100 %), a partir do

segundo dia apoés a aplicacao (Figura 8).
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Figura 8 - Porcentagem da taxa de transporte de elétrons (ETR) das doses de

glufosinate (500, 1000, 2000 e 4000 g i.a. ha') em relacdo a testemunha sem

aplicacédo, as 0 e 6 horas e 1, 2, 3, 5, 8 DAA, em sete tecnologias de milho. Média £

intervalo de confianca.
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1.3.7 Injaria visual
Nas plantas sem a presenca do gene pat, os niveis de injdria visual foram os

mais altos observados, e aos 21 DAA as plantas foram consideradas mortas (100 %

de injuria).
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Figura 9 - Porcentagem de injuria visual das doses de glufosinate (500, 1000, 2000 e
4000 g i.a. ha'') em relagédo a testemunha sem aplicacédo, aos 0, 1, 2, 3,7, 14 e 21

DAA, em sete tecnologias de milho. Média * intervalo de confianga.
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De maneira geral todas as tecnologias apresentaram injuria visual, e esta foi
proporcional a dose aplicada (Figura 9). Entre as tecnologias com o gene pat, as mais
afetadas foram a Viptera 3 e Agrisure TL, principalmente nas doses mais elevadas
(1000, 2000 e 4000 g i.a. hat), com injarias acima de 30 %. Ja na dose de 500 g i.a.
hal, que é a dose comercial de glufosinate, as injlrias visuais foram menos severas
e semelhantes entre as tecnologias com o gene pat. As tecnologias Leptra e Power
Core, foram as que apresentaram as menores injurias, mesmo nas altas doses de

glufosinate aplicadas, e com recuperacao total das injurias aos 21 DAA (Figura 9).

1.3.8 Massa da matéria seca

Pequenas alteracdes na porcentagem de massa seca em relacdo a testemunha
foram observadas aos 28 DAA, nas tecnologias Leptra e Power Core, independente
das doses aplicadas, sinalizando alta resisténcia dessas tecnologias ao glufosinate
(Figura 10). Para as demais tecnologias com o gene pat (Viptera 3, Herculex, Agrisure
TL e Herculex + Yieldgard) observou-se reducédo de 14 a 31 % para as doses de 500
e 1000 g i.a. ha! e reducéo de biomassa de 25 a 45 % para as doses de 2000 e 4000
g i.a. hal. As tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL foram as que apresentaram as
reducdes mais acentuadas, independente das doses aplicadas. Na tecnologia sem o
gene pat, ocorreu 90% de reducdo da massa seca, em relacdo a testemunha,

independente da dose de glufosinate aplicada (Figura 10).
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Figura 10 - Porcentagem de massa seca de plantas de milho em relagcdo a
testemunha aos 28 dias apds a aplicacao de glufosinate nas doses de 500, 1000, 2000
e 4000 g i.a. ha! em sete tecnologias de milho. Média * intervalo de confianca. Letras
minusculas (tecnologias) e maiusculas (doses) iguais em cada coluna, ndo diferem

entre si pelo teste t (p<0,05).

1.3.9 Anédlise de variancia dos experimentos em campo

A analise de variancia que ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os experimentos realizados em Botucatu e Sdo Manuel - SP, desta forma esses
experimentos foram analisados e discutidos em conjunto. O fator doses foi analisado
somente para massa de 100 grdos e produtividade, as demais variaveis foram

expressas em valores em comparacgdo com a testemunha (Tabela 5).
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Tabela 5 - P-value da andlise de variancia (ANOVA) das variaveis analisadas, nos

experimentos de campo, em Botucatu e Sdo Manuel - SP.

Amonia % ETR
2 DAA 4 DAA 15DAA O0DAA 6 horas 1 DAA 2 DAA 3 DAA 5 DAA

F.V.

T <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7741 <0,0001 <0,001 10,4125 10,5841 0,4934

D - - — — — — - — -
L 07596 0,8524 04795 0,8421 05236 05497 0,7541 0,6782 0,8414
<
T*D <0,0001 <0,0001 0,8144 0,5962 <0,0001 o,foo 0,7459 0,8534 0,3270
% ETR Injaria visual Massa de 100 -
F.V. P
8DAA 7DAA 14DAA 21 DAA gréos rodutividade
T 0,7458 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
D <0,0001 <0,0001
L 07459 0,8415 07361 0,5963 0,4745 0,8214
T*D 08419 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Legenda: F.V: Fontes de variagcao; T: Tecnologias; D: Doses; L: Local

1.3.10 Teor de ambnia a campo

Os dados de amonia da dose de 500 g i.a. ha, aplicada a campo e avaliada
aos 2, 4 e 15 DAA demonstaram que a tecnologia sem o gene pat, apresentou maior
acumulo de aménia (17 a 40 vezes) em relacdo as demais tecnologias. J4 as
tecnologias com o gene pat, Viptera 3 e Agrisure TL, apresentaram maior acumulo de
amoénia em relacdo aos demais hibridos, aos 2 e 4 DAA. Aos 15 DAA todas as
tecnologias com o gene pat, foram semelhantes entre si quanto ao acumulo de aménia
(Figura 11).
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Figura 11 - Aménia razdo tratamento/testemunha, aos 2, 4 e 15 dias apés a aplicacédo
de glufosinate (500 g i.a. ha') em sete tecnologias de milho. Média + intervalo de
confianga. Letras minusculas iguais dentro de cada data e entre as tecnologias nao

diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

1.3.11 ETR a campo

A porcentagem de ETR foi reduzida para as tecnologias Viptera 3 e Agrisure
TL as seis horas (40-45 %) e um dia apés a aplicacado (12 %), em relacdo as demais
tecnologias com o gene pat, porém o ETR foi normalizado a partir do segundo dia
apos a aplicacao (proximo a 100 %), para as demais tecnologias com o gene pat, ndo
observou-se, ETR afetado negativamente pela aplicacdo de 500 g i.a. ha?' de
glufosinate. A tecnologia sem o gene pat, apresentou reducdo do ETR ao longo dos

dias ap0s a aplicacao, atingindo valores proximo de zero, aos 8 DAA (Figura 13).
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Figura 12 - Porcentagem da taxa de transporte de elétrons (ETR) da dose de 500 (g
i.a. hal) de glufosinate, em relacdo a testemunha sem aplicacdo, as 0 e 6 horas e 1,

2, 3,5, 8 DAA, em sete tecnologias de milho. Média * intervalo de confianca.

1.3.12 Injaria visual a campo

Leves injarias visuais foram provocadas pela aplicacdo de 500 g i.a. ha de
glufosinate nas tecnologias com a presenca do gene pat, independente da época de
avaliacdo, com injurias maximas de 10 e 12 %, respectivamente para as tecnologias
Viptera 3 e Agrisure TL. J& para a tecnologia sem o gene pat, a injuria foi alta em todos
0S momentos avaliados, no qual aos 21 DAA as plantas apresentaram 100 % de
injuria, ou seja, plantas totalmente mortas em detrimento da aplicacéo de glufosinate
(Figura 14).
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Figura 13 - Porcentagem de injdria visual da dose (500 g i.a. ha!) de glufosinate, em
relacdo a testemunha sem aplicacdo, aos 7, 14 e 21 DAA, em sete tecnologias de
milho (1 — sem pat; 2 — Viptera 3®; 3 — Herculex®; 4 — Agrisure TL®; 5 - Herculex
Yieldgard®; 6 - Leptra® e 7 — Power Core®. Média + intervalo de confianca. Letras
minusculas iguais dentro de cada data e entre as tecnologias nao diferem entre si pelo
teste t (p<0,05).

1.3.13 Produtividade e Massa de cem graos

Para as tecnologias com o gene pat, ndo foram observadas diferencas
significativas entre a testemunha e a aplicacdo de 500 g i.a. ha' de glufosinate para a
massa de 100 graos e para a produtividade. Somente na tecnologia sem o gene pat,
a testemunha apresentou maior massa de 100 grdos e produtividade, diferindo
significativamente em relagdo a aplicagcdo de glufosinate, uma vez que esse
tratamento resultou em morte total das plantas. No desdobramento, comparando-se
as tecnologias, de maneira geral as tecnologias Viptera, Leptra e Power Core,
apresentaram a maior massa de 100 graos e produtividade em relacdo as demais,

independente da aplicacao ou n&o de glufosinate (Figura 14 e 15).
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Figura 14 - Massa de 100 gréaos (gramas) de plantas de milho com e sem a aplicagéo

de glufosinate na dose 500 g i.a. hal, em sete tecnologias de milho. Letras minusculas

iguais (entre as tecnologias) e mailsculas iguais (entre doses dentro de cada

tecnologia), ndo diferem entre si pelo teste t (LSD) (p<0,05)

confianga.
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Figura 15 - Produtividade (kg ha') de plantas de milho com e sem a aplicacédo de

glufosinate na dose 500 g i.a. hat, em sete tecnologias de milho. Letras minUsculas

iguais (entre as tecnologias) e mailsculas iguais (entre doses dentro de cada

tecnologia), ndo diferem entre si pelo teste t (LSD) (p<0,05). Média % intervalo de

confianca.
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1.4Discussao

No milho o gene pat foi inserido como marcador de selecdo para genes de
resisténcia a insetos, crylA(b) (evento - Btll) e crylF (evento - TC1507), no qual
ambos os genes crylA(b) e F sdo fundidos ao gene pat. A diferenca entre os eventos
esta no plasmideo utilizado, no Btll o plasmideo utilizado foi o pzZ01502 e no
TC1507 o PHIB99A (CTNbio, 2016). As tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL séo
oriundas do evento Btll (Plasmideo pZO1502) e apresentaram menor expressao do
gene pat (Figura 3) em relacdo as demais tecnologias que sdo oriundas do evento
TC1507 (Plasmideo PHI899A), assim € possivel que a mudanca do plasmideo tenha
desfavorecido a expressao desse gene, nessas tecnologias.

Entretanto, observou-se diferencas de expressdo do gene pat, dentro das
tecnologias do evento TC1507, na qual as tecnologias Herculex, Herculex Yieldgard
e Power Core apresentaram menor expressao do gene pat em relacdo a Leptra, esse
fato pode estar relacionado ao local (regido) em gque o gene se encontra dentro da
planta (Cui et al. 2016). Em plantas de arroz transformadas geneticamente, ocorre
maior expressao do gene pat, quando a insercdo do mesmo ocorre entre 0s genes da
planta e uma menor expressao associada, quando o gene pat interrompe a sequéncia
de um gene, e isso acarreta em maior resisténcia para as plantas com maior
expressdo do gene pat (Cui et al. 2016). Entre tecnologias de algodao, a tecnologia
LibertyLink® (gene bar) apresentou maior expressao do gene, em relagéo a tecnologia
WideStrike® (gene pat), em consequéncia a tecnologia LibertyLink® apresentou maior
resisténcia a aplicacao de glufosinate (Carbonari et al. 2016).

As plantas de milho sem o gene pat, ndo apresentam a capacidade de
metabolizar o glufosinate em NAG, essa caracteristica é presente somente em plantas
com a presenca dos genes bar e/ou pat (Muller et al. 2001; Droge et al. 1994; Droge
et al. 1992), assim plantas nédo transformadas apresentam altos teores de glufosinate
(Figura 4 e 5). Ja em plantas transformadas com os genes bar e pat a degradacéao do
glufosinate em NAG, é proporcional a expressédo dos genes (Carbonari et al. 2016;
Lutz et al. 2001). As tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL apresentam menor expressao
do gene pat (Figura 3), resultando em maior teor de glufosinate e menor teor de NAG
(Figura 4 e 5), quando comparadas as tecnologias Leptra e Power Core, que
apresentaram as maiores expressoes do gene pat, resultando em maior teor de NAG

e menor teor de glufosinate (Figura 4 e 5).
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A diminuicéo do teor total (glufosinate + NAG), observada aos 4DAA em relacéo
aos 2DAA, das tecnologias com o gene pat em relacdo a sem pat, pode ser explicada
por uma possivel degradacao de NAG, que também apresentou diminuicdo aos 4DAA
(Figura 5). Uma vez que o NAG pode ser degradado pela planta (Weller et al. 2003).
Outra hipétese da diminuicdo do teor total (glufosinate + NAG), é que as plantas de
milho com o gene pat, também podem apresentar degradacdes de glufosinate (até 27
%) ndo ocasionadas por N - acetilacdo pela enzima PAT (Ruhland et al. 2004).

Quanto a degradacdo de glufosinate, observou-se que as porcentagens de
degradacéo foram maiores nas tecnologias que apresentaram maior expressado do
gene pat (Power Core — 68 % e Leptra — 74 %) (Figura 6) e consequentemente
apresentaram maior teor de NAG e menor teor de glufosinate (Figura 4 e 5). O
glufosinate é degradado por N - acetilacdo nas plantas transgénicas pela enzima PAT,
em NAG (Weller et al. 2003). Em canola e milho com os gene pat, essa degradacéo
pode chegar a 85 e 62 %, respectivamente, aos 3 DAA (Ruhland et al. 2004). Em
plantas de milho, podem ocorrer outras formas de degradacédo do glufosinate, que
resultam em 27 % de outros metabdlitos que ndo NAG (Ruhland et al. 2004).

Plantas nao resistentes ao glufosinate, quando pulverizadas com esse produto,
apresentam aumento nos teores de amonia, como no milho sem pat (Figura 7), devido
a ligacdo permanente do glufosinate com a GS (Dayan et al. 2015; Sellers et al. 2004;
Coetzer e Al-Khatib, 2001; Hess, 2000). Em outras espécies ndo transgénicas, a
aplicacdo de glufosinate também resulta em intenso acumulo de aménia, como:
Ipomoea grandifolia (Brito et al. 2017a), Commelina benghalensis (Brito et al. 2017b),
Bidens pilosa (Brito et al. 2016), Chenopodium album, Solanum nigrum,
Tripleurospermum inodorum e Echinochloa crus-galli (Manderscheid et al. 2005);
Abutilon theophrasti (Sellers et al. 2004), Amaranthus palmeri (Coetzer e Al-Khatib
2001) e em milho (Pornprom et al., 2003).

O decréscimo dos teores de amonia dos 2DAA para os 4 DAA, nas tecnologias
com o gene pat, se deve a rapida acdo da enzima PAT na degradacéo do glufosinate
em NAG (Figura 4, 5 e 6), que nao se liga a GS e néo é téxico para a planta (Carbonari
et al. 2016; Ruhland et al. 2004; Droge et al. 1994). Devido principalmente a alta
expressao do gene pat (Figura 3) e maior metabolizagdo do glufosinate em NAG
(Figura 4 e 5), as tecnologias Leptra e Power Core apresentaram menor acumulo de
amonia, mesmo em aplicacdes de altas doses (Figura 7), devido a néo ligacdo do

glufosinate com a GS. Comportamentos semelhantes foram encontrados em plantas
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de algodéo (Carbonari et al. 2016), tabaco (Lutz et al. 2011), arroz (Tsai et al. 2006),
e em beterraba acucareira (Droge et al. 1994), modificadas com o gene bar e/ou pat,
apos a aplicacdo de doses acima de 500 g i.a. ha™.

A reducédo de ETR € um efeito da aplicacéo de glufosinate, principalmente em
plantas convencionais devido a inibicdo da GS, acumulo de aménia, ruptura dos
cloroplastos, inibicdo da sintese de proteinas, especialmente Qb, que esta
diretamente envolvida com o transporte de elétrons na planta (Tan et al. 2006; Dayan
e Zaccaro 2012; Devine et al. 1993; Kleczkowski, 1993; Sauer et al. 1987). Nas
tecnologias com o gene pat, ha reducdo dos efeitos inibitorios do glufosinate nas
plantas (Carbonari et al. 2016; Ruhland et al. 2004; Droge et al. 1994). Como
consequéncia, a taxa de ETR reduz nas tecnologias com o gene pat, porém essa
reducdo é seguida de rapida recuperacdao, em comparacdo com a tecnologia sem o
gene pat (Figura 8). A menor reducédo de ETR também foi evidenciado em plantas de
algoddo com gene bar e pat (Carbonari et al. 2016) e em plantas de soja com o gene
pat (Reddy et al. 2011), quando comparadas com as suas respectivas plantas nao
transgénicas.

Os niveis de injuria encontrados nas tecnologias sdo compativeis com a
expressdo do gene pat (figura 3), aos teores de glufosinate e NAG (Figura 4 e 5) e
acumulo de amédnia (figura 7), assim tecnologias como o Viptera 3 e Agrisure TL
apresentaram maior injaria em relacdo as demais tecnologias (Figura 9 e 13). Na
cultura do algoddo, a tecnologia LibertyLink® com o gene bar apresentou maior
expressdo desse gene em relagdo a WideStrike® com o gene pat, utilizado como
marcador de selecdo. Essa diferenca de expressao resultou em menor injdria, menor
acumulo de amoOnia, e maior taxa de ETR para a tecnologia LibertyLink® (Carbonari et
al. 2016). Em milho com o gene pat, também foram encontradas injdrias visuais na
dose de 500 g i.a. ha* de 4 — 6 % (Krenchinski et al. 2018; Silva et al. 2017) e injuria
de 1 % com aplicacdo de 350 g i.a. ha! (Armel et al. 2008).

Do ponto de vista metodolégico é importante 0 monitoramento precoce dos
teores de amobnia e da ETR, com medicdes de até 2 DAA. Isso possibilita a observacéo
de diferencas entre os tratamentos, principalmente em plantas que apresentam o gene
pat ou bar, onde o glufosinate é metabolizado apos a sua absor¢ao.

A reducdo de massa da matéria seca observada aos 28 DAA, nas plantas das
tecnologias Viptera 3 e Agrisure TL, pode estar relacionada com os maiores niveis de

glufosinate (Figura 4 e 5), 0 que por sua vez provocou maior acumulo de amodnia
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(Figura 7) e decréscimos maiores em ETR (Figura 8), consequentemente paralisando
por mais tempo o0 acumulo de biomassa da planta (Figura 10). As tecnologias Power
Core e Leptra apresentaram menor teor de glufosinate, menor acumulo de aménia e
pequenas reducdes de ETR (Figura 4, 5, 6 e 7) e ndo apresentaram reducdo de massa
seca (Figura 10). Este fato esté diretamente relacionado a maior expressédo do gene
pat, 0 que possivelmente aumenta o nimero da enzima PAT, que proporciona rapida
degradacéo do glufosinate em NAG (Figura 4, 5 e 6), deixando a planta por menos
tempo exposta ao efeito inibitério do glufosinate.

Como a tecnologia sem pat ndo é resistente ao glufosinate, ocorre drastica
reducdo de massa seca (Figura 10), principalmente devido a presenca de glufosinate,
gue ndo € metabolizado em NAG, proporcionando a ligacdo do herbicida com a
enzima GS (Tan et al. 2006; Dayan e Zaccaro, 2012), resultando em maior acumulo
de amonia (Figura 7), reducéo no ETR (Figura 8) e consequentemente injarias severas
(Figura 9), levando as plantas a morte apés 21 DAA. Em estudo para avaliar a
suscetibilidade de hibridos de milho sem o gene pat, a aplicacdo de glufosinate
também proporcionou reducdo drastica (80%) de massa em todos os hibridos
testados (Pornprom et al. 2003).

A produtividade de graos e a massa de 100 sementes n&o foram afetadas com
a aplicacdo da dose comercial de glufosinate (500 g i.a ha) nas tecnologias com o
gene pat, demonstrando que apesar dos danos causados as plantas em reducéo de
ETR (Figura 13), maior acimulo de aménia (Figura 11), reducdo de massa seca
(Figura 10), e injuria visual (Figura 9 e 13), os sintomas podem ser considerados
transientes e desaparecem com o tempo, ndo comprometendo o rendimento e peso
de grdos. Outros autores também n&o encontraram reducdo de produtividade na
tecnologia Power Core, apds a aplicacdo da dose de 500 g i.a ha! (Krenchinski et al.
2018; Silva et al. 2017). Vale destacar que o milho é considerado uma cultura com
elevado potencial de recuperacéao de danos causados por herbicidas, ndo acarretando
em diminuicdo de rendimento, mesmo em situacbes com elevadas injurias
(Krenchinski et al. 2018, Albrecht et al. 2017; Silva et al. 2017), favorecendo o manejo
de plantas daninhas nessa cultura.

Desta forma, observou-se que a resisténcia ao glufosinate é proporcional a
expressao do gene pat, inserido como marcador de selecdo. De maneira geral, as
tecnologias estudadas nesse trabalho apresentam diferengca na expressao do gene

pat, consequentemente apresentam comportamento diferente quanto ao teor de
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glufosinate, NAG, e amdnia, além da taxa de transporte de elétrons, injdria visual, e
massa seca aos 28 DAA, porém esses comportamentos diferentes ndo alteraram a
produtividade de grdos, podendo assim ser recomendada a aplicacdo da dose
comercial de 500 g i.a ha? de glufosinate nas plantas das tecnologias com o gene pat
como marcador de selecéo, testadas nesse trabalho. Porém, doses superiores a essa
guando aplicadas em campo, podem comprometer o rendimento de gréos,
destacando o efeito que doses altas provocaram nas plantas de milho em casa de
vegetacdo. Vale ressaltar que, mesmo com baixa expressdo do gene pat (Viptera 3 e
Agrisure TL), a produtividade néo foi afetada, apos a aplicacédo herbicida glufosinate

a campo.
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CAPITULO 2
GLUFOSINATE ASSOCIADO COM HERBICIDAS EM POS-EMERGENCIA NO
MILHO COM OS GENES CP4-EPSPS E PAT !

Resumo

Devido a possibilidade do uso de glufosinate na cultura do milho, estudos
envolvendo associagbes desse herbicida junto a outros, sdo fundamentais. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o controle de plantas daninhas e a
seletividade de herbicidas em associacdo ao glufosinate em milho contendo os
genes pat e cp4-epsps. Os experimentos foram realizados a campo em duas
localidades, dispostos em blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes. Os tratamentos
foram: glufosinate; glyphosate; glufosinate + glyphosate; glufosinate +
nicosulfuron; glufosinate + atrazine; glufosinate + tembotrione; glufosinate +
mesotrione; glufosinate + carfentrazone ethyl; glufosinate + bentazon; glufosinate
+ 2,4-D; testemunha sem capina e testemunha capinada. Foram realizadas
avaliacOes visuais de injuria, taxa de transporte de elétrons do fotossistema Il
(ETR), quantificacdo de amoénia, altura e rendimento de grdos das plantas de
milho, além de controle das plantas daninhas em ambos os locais. A adoc¢éo da
aplicacado de glufosinate e suas associagcdes nao proporcionaram reducao de
produtividade quando comparada a testemunha capinada, no entanto alguns
tratamentos apresentaram maiores niveis de injuria visual e acimulo de amoénia,
porém sem reducdo de produtividade. Portanto, a associacdo de herbicidas com
o glufosinate, pode ser uma alternativa para o controle de plantas daninhas, sem
causar danos a cultura do milho que apresenta 0s genes cp4-epsps e pat.

Palavras-chave: Acumulo de aménia. Fosfinotricina. Taxa de transporte de

elétrons. Resisténcia a herbicidas. Zea mays.

AMMONIUM GLUFOSINATE ASSOCIATED WITH HERBICIDES IN POST-
EMERGENCE MAIZE WITH THE CP4-EPSPS AND PAT GENES

Abstract
Due to the possibility of the use of ammonium-glufosinate in maize, studies
involving the associations of this herbicide with others are fundamental. The

objective of the present work was to evaluate the weed control and herbicide

1 — Este capitulo foi submetido e aceito para publicacéo na revista Planta daninha, assim
0 mesmo encontra-se nas normas deste periddico.
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selectivity in association with ammonium-glufosinate in corn containing the pat and
cp4-epsps genes. The experiment was carried out in two locations, arranged in
randomized blocks with four replicates. The treatments were: glufosinate;
glyphosate; glufosinate + glyphosate; glufosinate + nicosulfuron; glufosinate +
atrazine; glufosinate + tembotrione; glufosinate + mesotrione; glufosinate +
carfentrazone ethyl; glufosinate + bentazon; glufosinate + 2,4-D; untreated and
handweeded. We performed visual injury, electron transport flow from
photosystem Il (ETR), ammonia quantification, plant height and corn grain yield,
as well as weed control at both sites. The application of glufosinate and its
associations did not provide a reduction in yield when compared to handweeded.
Some treatments presented higher levels of visual injury and ammonia
accumulation, but without reduction of productivity. Therefore, the herbicide
mixture with glufosinate may be an alternative to weed control, without damaging
the corn crop that presents the cp4-epsps and pat genes.

Keywords: Accumulation of ammonia. Phosphinothricin. Electron Transport Rate.

Herbicide resistance. Zea mays.

2.1 Introducéo

O milho apresenta grande importancia no cenario da agricultura brasileira.
Foram semeados na ultima safra 17 milhdes de hectares, com producéo estimada
de 91 milhdes de toneladas e produtividade média de 5 mil kg ha?, na safra de
2017/18 para a primeira e segunda safra (Conab, 2018). Para 0 sucesso da cultura
do milho no Brasil, a transgenia vem demonstrando papel relevante. Nos ultimos
10 anos, foram liberados mais de 40 eventos transgénicos dentre tecnologias que
garantem tanto resisténcia a insetos, como a herbicidas.

Existe uma série de fatores que podem prejudicar a producéo da cultura do
milho, sendo um dos mais importantes a interferéncia de plantas daninhas, que
podem causar perdas de 13 a 88 % no rendimento do milho (Dan et al., 2010).
Diante desse cenario, o milho geneticamente modificado apresenta eventos que
garantem a resisténcia aos herbicidas glyphosate, glufosinate, 2,4-D e haloxyfop

— methyl, otimizando o controle das plantas daninhas.
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O herbicida glufosinate é proveniente da fosfinotricina, uma toxina isolada
a partir dos fungos Streptomyces viridochromogenes e Streptomyces
hygroscopicus (Dayan et al., 2009; Dayan e Duke, 2014). E um herbicida ndo
seletivo e atua inibindo a atividade da enzima glutamina sintetase (GS) que exerce
a funcédo de desintoxicacdo da amobnia e producdo do aminoacido glutamina
(Barnett et al., 2012). Plantas suscetiveis ao glufosinate, apresentam deficiéncia
de glutamina, intoxicacdo pelo acimulo de aménia, glutamato e glioxalato, além
da ruptura da estrutura de cloroplastos, assim como diminui¢éo do ETR e inibicao
da fotossintese (Dayan et al., 2015; Carbonari et al., 2016; Devine et al., 1993;
Coetzer e Al-Khatib, 2001).

A resisténcia da cultura do milho ao glufosinate esta atrelada a insercédo do
gene pat, proveniente de Streptomyces viridochromogenes, que quando transcrito
na planta produz a enzima phosphinothricin acetyltransferase (PAT) que tem a
capacidade de inativar quimicamente o herbicida glufosinate em N-Acetyl- L-
glufosinate (Droge-Laser et al., 1994), que ndo gera a insensibilidade da GS
(Hérouet et al., 2005; Tan et al., 2006). O gene pat foi utilizado a fim de servir como
marcador seletivo na cultura do milho, com sua expressdo associada aos genes
de resisténcia a insetos. Porém, nessa condicdo, o herbicida glufosinate pode ser
utilizado no milho sem danos significativos a produtividade da cultura (Silva et al.,
2017; Armel et al., 2008).

Um problema na ado¢do do milho geneticamente modificado resistente a
herbicidas € o seu uso indiscriminado, pois moléculas como o glyphosate e
glufosinate apresentam amplo espectro de acéo e alta eficiéncia no controle de
plantas daninhas. Por sua vez, o uso excessivo desses herbicidas em sucessivas
safras de um ambiente agricola pode resultar em selecdo de plantas daninhas
resistentes. Segundo Lépez-Ovejero et al. (2006) a selecdo de plantas daninhas
resistentes a herbicidas nas culturas agricolas tanto no ambito nacional como
internacional € um dos principais problemas relacionados ao controle de plantas
daninhas. Nesse contexto, a associacdo de herbicidas tem grande potencial de
utilizacao devido principalmente ao aumento no espectro de controle, inclusive de
plantas daninhas que ja apresentam resisténcia ou tolerancia aos herbicidas, e
consequentemente auxiliando na reducdo da expansdo e prevencdo da

resisténcia (Owen e Zelaya, 2005).
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A associacdo de herbicidas vem sendo estudada na cultura do milho,
principalmente com o herbicida glyphosate em associacées com nicosulfuron,
atrazine, 2,4 D, bentazon, tembotrione, ou entre associa¢fes destes ultimos
herbicidas (Vieira Junior et al., 2015; Osorio et al., 2015; Rezende et al., 2014 e
Jakelaitis et al., 2007). Armel et al. (2008) avaliaram o efeito da associacdo do
glufosinate com mesotrione e Silva et al. (2017) avaliaram a associacao
glufosinate com glyphosate e atrazine, ambos em milho contendo o gene pat, e
nao encontraram perdas significativas de produtividade.

Tendo em vista que s80 escassos 0s estudos sobre associacdes de
herbicidas com glufosinate no controle de plantas daninhas na cultura do milho e
devido a disponibilidade comercial de tecnologias que permitem a aplicacéo deste
herbicida, novas pesquisas devem ser realizadas com o uso de glufosinate de
amonio em associagdo com outros herbicidas na cultura do milho com o gene pat.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o controle de plantas daninhas
e a seletividade de herbicidas em associacao ao glufosinate em milho contendo

0s genes pat e cp4-epsps.

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos a campo em dois locais: Botucatu — SP
(22°50'38.7"S 48°25'29.2"W) e Sao Manuel — SP (22°46'21.6"S 48°34'07.9"W). As
caracteristicas quimicas de cada solo sao apresentadas na Tabela 1. Foi realizada
a calagem anteriormente a semeadura do milho com o objetivo de elevar o V%
para 60 e em seguida uma gradagem pesada. No momento da semeadura, foi
realizada uma adubacédo envolvendo a formulacdo 08-28-16 de NPK, em ambos
os locais. A calagem e a adubagédo foram realizadas de acordo com as
recomendacdes obtidas na interpretacédo da analise de solo.



Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e fisicas do solo da area experimental de

Botucatu e Sdo Manuel - SP.
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Propriedades Quimicas

L | pH M.O. Presina ARt K Ca Mg |SB |CTC | V%
oca

CaClz | g/dm3 | mg/dm3 mmolc/dm3
Botucatu 51 21 21,6 1 4.3 30 13 (48 | 98 | 59
Sao

4,9 5 27 1 3,4 15 6 | 25| 37 | 50
Manuel

Propriedades Fisicas

Areia | Silte | Argila

Local Textura
g kg

Botucatu 195 278 527 Argiloso
Séo

844 39 117 Arenoso
Manuel

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro

repeticdes. Os tratamentos com os herbicidas, suas respectivas doses e produtos

comerciais estdo representados na Tabela 2. Foi utilizado o hibrido simples de

milho 2A401 da empresa Dow AgroSciences, que apresenta os genes Cry1A.105,

Cry2Ab2 e CrylF que conferem resisténcia a insetos (Milho Power core®), e

apresenta resisténcia aos herbicidas glyphosate e glufosinate devido a presenca

dos genes cp4-epsps e pat. Em ambas as localidades, o hibrido foi semeado na

densidade de 60 mil sementes hat, em espagcamento de 0,85 metros entre linhas.

As sementes foram tratadas com a mistura comercial de piraclostrobina + fipronil

(Standak Top®) na dose de 200 ml para cada 100 kg de sementes. Durante o ciclo

da cultura, ndo foi necessario realizar o manejo de pragas e doencas.
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Tabela 2 - Tratamentos utilizados nos experimentos de milho, Botucatu e Sao

Manuel - SP.

Herbicidas Doses (g i.a ha?) Nome comercial

glufosinate 500 Finale

glyphosate 960" Roundup Ready

glufosinate + glyphosate 500 + 960" Finale + Roundup
Ready

glufosinate + nicosulfuron 500 + 60 Finale + Sanson

glufosinate + atrazine 500 + 2400 Finale + Primdleo

glufosinate + tembotrione 500 + 100 Finale + Soberan

glufosinate + mesotrione 500 + 192 Finale + Callisto

glufosinate + carfentrazone — ethyl 500 + 30 Finale + Aurora

glufosinate + bentazon 500 + 720 Finale + Basagran

glufosinate + 2,4-D 500 + 1005" Finale+ DMA806

testemunha sem capina

testemunha capinada

*. gramas de equivalente acido por hectare (g e.a ha)

A aplicacao dos tratamentos foi realizada no estadio fenologico V4 do milho,

utilizando pulverizador costal pressurizado a CO2, com pressdo constante de 2

BAR (ou 29 PSI), vazao de 0,65 L min.}, equipado com barra contendo 6 bicos

com espacamento de 50 cm com pontas do tipo jato plano e modelo XR 110.02

(Teejet). A pulverizacao foi realizada a uma altura de 50 cm do alvo em velocidade

de 1 m.s! e com volume de calda de 200 | ha. As condicdes meteoroldgicas no

momento da aplicagéo para temperatura foram de 26 e 27°C, umidade relativa do

ar de 60 e 56 % e velocidade do vento de 1,22 e 1,41 Km h%, para a aplicagdo em

Botucatu e S&o Manuel, respectivamente. Os dados meteorolégicos de

temperatura maxima e minima e precipitacdo obtidos durante a conducédo dos

experimentos estéo descritos na Figura 1.
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Figura 1 - Representacdo da precipitacdo, temperatura média minima e
temperatura média maxima para o periodo referente a safra de 2016/17 os
municipios de Botucatu — SP (A) e Sdo Manuel — SP (B). Fonte: Fazenda

experimental de Sdo Manuel e Fazenda experimental Lageado — UNESP.

Foi realizado um levantamento das plantas daninhas nos locais, através do
método do quadrado inventario, e se verificou a infestacdo de nabi¢ca (Raphanus
raphanistrum), tiririca (Cyperus rotundus), capim papua (ou marmelada) (Urochloa
plantaginea) e poaia branca (Richardia brasiliensis), nas densidades de 12 e 20,
23 e 33, 6 e 17 e 14 e 6 plantas m?, respectivamente para cada planta daninha
nos experimentos instalados nos municipios de Botucatu e Sdo Manuel. Apés a
avaliacdo de controle, as parcelas foram mantidas livres da interferéncia com
plantas daninhas.

Durante o experimento, foram realizadas as avaliacbes das seguintes
variaveis: controle de plantas daninhas; injaria visual, ETR, gquantificacdo de
amoOnia nas plantas, altura e rendimento de gréos das plantas de milho.

Para a avaliacdo de controle de plantas daninhas, foi atribuida uma nota
visual de controle de acordo com uma escala de 0 a 100 % de controle, onde a
nota 0 % foi atribuida quando nao havia controle e a nota 100 % quando as plantas
estavam todas mortas (SBCPD, 1995), esta avaliacéo foi realizada aos 28 dias
apos a aplicacado (DAA). A avaliacao de injuria visual nas plantas do milho foi
realizada aos 7 e 14 DAA, utilizando a mesma escala de notas. A avaliagéo de
altura de plantas do milho foi realizada aos 14 DAA e no estadio R6 (Maturidade
fisiol6gica), com auxilio de régua graduada, medindo-se da superficie do solo até
a ultima folha aberta no cartucho da planta para a altura inicial e até a base do
penddo em R6.
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A avaliacdo de ETR no fotossistema I, foi realizada as 3 horas, 1, 2, 3,5, 7
e 10 dias ap0s a aplicacéo nas plantas de milho por meio de um fluordmetro portatil
(Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti Sciences), com leituras
realizadas em trés pontos da folha mais jovem, totalmente expandida em seis
plantas de cada parcela. Os resultados foram expressos em porcentagem em
relacdo a testemunha capinada (considerada como 100 %).

A amodnia foi quantificada pelo método colorimétrico (Dayan et al. 2015;
Wendler et al. 1990). Foram coletadas quatro folhas totalmente expandidas por
planta, para compor uma amostra por parcela. As amostras foram acondicionadas
em recipientes com 300 ml com agua acidificada com acido cloridrico (pH 3,5) e
foram submetidas a um banho de ultrassom por 60 minutos. O contetdo de
amoOnia presente na solucao foi determinado utilizando o espectrometro (Cintra 40,
GBC Scientific Equipment Ltd.), em comprimento de onda de 630 nm, essa analise
foi realizada aos 2 e 4 DAA e os dados expressos em mg kg de matéria fresca.
Foi entdo calculada a razdo amonia dos tratamentos com relacdo a amodnia da
testemunha capinada.

O rendimento de grédos foi mensurado colhendo-se as espigas de duas
fileiras centrais com quatro metros de comprimento, as quais foram debulhadas
em trilhadora experimental e as amostras limpas com auxilio de peneiras e
acondicionadas em sacos de papel. Pelo rendimento dos gréaos nas parcelas,
foram estimadas as produtividades em kg ha, para cada tratamento e repeticao.
O grau de umidade foi corrigido para 13 % (base umida).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). O intervalo de confianga foi calculado
para cada média (Média * intervalo de confianca) de todas as variaveis
analisadas. Foi também realizada a analise conjunta entre os locais de realizacao

dos experimentos.

2.3 Resultados e discusséo

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os locais para as
variaveis controle de plantas daninhas Raphanus raphanistrum, Cyperus

rotundus, Urochloa plantaginea, Richardia brasiliensis, injuria visual aos 7 e 14
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DAA, altura de plantas 14 DAA, altura em R6 e amoénia aos 2 e 4 DAA. Desta
forma, os dados foram analisados e discutidos em conjunto para ambos os
experimentos. Para os dados de ETR as 3 horas, 1, 2, 3, 5 e 7 DAA e
produtividade, ocorreram diferencas entre os locais (P-value: 0,0412; 0,0314;
0,0447;0,0125; 0,0214; 0,0047 e 0,0128, respectivamente para as variaveis acima
listadas) e foram discutidos separadamente.

A injaria visual das plantas de milho foi mais acentuada para algumas
associacgOes de herbicidas aos 7 e 14 DAA, em relagéo as aplicacdes isoladas de
herbicidas. As associacdes de glufosinate + carfentrazone — ethyl, glufosinate +
bentazon e glufosinate + 2,4-D foram as que provocaram maiores injurias (Figura
2A). A injaria visual ocasionada por essas associa¢cfes de herbicidas pode ser
comprovada pela maior concentracdo de amoénia aos 2 e 4 DAA (Figura 2) quando
comparado com a testemunha e demais tratamentos. Tal fato possivelmente pode
estar relacionado com um sinergismo que aumentou a absorcao do glufosinate,
ou de ambos herbicidas na associagéo.
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Figura 2 - Injdria visual de plantas de milho aos 7 e 14 dias (A) (CV %: 9,24 e

8,70) e Amobnia (razéo tratamentos/testemunha capinada) aos 2 e 4 dias apds a
aplicacao de herbicidas (B) (CV %: 13,19 e 19,33) em pOs-emergéncia, Botucatu
e Sao Manuel — SP, na safra 2016/17. Médias + Intervalo de confianca. Letras
minusculas iguais entre as colunas de mesma cor nao diferem significativamente

pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As associacdes de glufosinate + carfentrazone — ethyl, glufosinate +
bentazon e glufosinate + 2,4-D provocaram aumento na concentragdo de amonia
em relagéo a testemunha na ordem de 28, 27 e 25 vezes aos 2 DAAe 9,10e 8
vezes para os 4 DAA, respectivamente (Figura 2). Todos os tratamentos aplicados
com glufosinate apresentaram maior acumulo de amonia em relacao a testemunha
sem capina (razéo tratamento/testemunha capinada) e a aplicagédo de glyphosate
(Figura 2), como consequéncia da inativacdo da GS apos a aplicacdo desse
herbicida, o que causa paralizacdo da metabolizacdo da aménia (Manderscheid
et al., 2005). Como o hibrido de milho utilizado apresenta o gene pat, as moléculas
do herbicida glufosinate tendem a ser rapidamente degradadas em N-Acetyl- L-
glufosinate (Carbonari et al., 2016; Rojano-Delgado et al., 2013), garantindo a
atividade da GS e diminuindo a intoxicacdo das plantas pela amdnia. Observou-
se aos 4 dias apoés a aplicacdo, que os teores de amonia diminuem em relacéo
aos 2 DAA (Figura 2B). A reducdo nos teores de amdnia alguns dias apés a
aplicacdo do glufosinate também foi observada em algodéo, trigo e batata doce
transformados com o gene pat (Carbonari et al., 2016; Rojano-Delgado et al., 2013
e Shin et al., 2011).

Um efeito da aplicagcdo de glufosinate € a diminuicdo de ETR. Nos
experimentos conduzidos em Botucatu e Sdo Manuel (Figura 3), a ETR foi afetada
significativamente pela associacdo de glufosinate + bentazon 3 horas apos a
aplicacdo, diferindo significativamente dos demais tratamentos. O herbicida
bentazon inibe o transporte de elétrons no fotossistema Il (Nimbal et al., 1996),
com isso ocorre um rapido decréscimo em ETR, e essa redugcdo também é
relatada em outras espécies (Araldi et al., 2015; Macedo et al., 2008). Houve
rapida recuperacao dos niveis de ETR nessa associacao (glufosinate + bentazon),
e com 1 DAA os niveis estavam proximos dos demais tratamentos (Figura 3B),
isso devido ao herbicida bentazon ndo ocasionar danos substanciais aos tilacoides
(Macedo et al., 2008) e também pela rapida degradagdo do glufosinate pela
enzima PAT (Carbonari et al., 2016).
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Figura 3 - Taxa de transporte de elétrons (% ETR) em relagdo a testemunha
capinada, as 3 horas (CV %: 7,89), 1 (CV %: 10,01), 2 (CV %: 8.32), 3 (CV %:
10,47), 5 (CV %: 6,10) e 7 (CV %: 4,17) dias apos a aplicagéo de herbicidas em
pos-emergéncia, Botucatu e Sdo Manuel — SP, na safra 2016/17. Médias +

Intervalo de confianga. Letras minusculas iguais entre as colunas de mesma cor
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nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05), graficos sem letras
foram néo significativos.

De maneira geral, os valores de porcentagem de ETR para o experimento
em Botucatu (Figura 3) foram proximos a testemunha capinada (100 %). Ja para
0 experimento conduzido em Sao Manuel foram encontradas diferencas
significativas as 3 horas ap0s a aplicacdo, no qual todos os tratamentos com a
aplicacdo de glufosinate ocasionaram diminuicdo de cerca de 20 % (exceto
glufosinate + bentazon) em relagdo a testemunha capinada e diferiram
significativamente da testemunha néo capinada e do herbicida glyphosate (Figura
3A). Nas avaliacbes posteriores (1, 2, 3, 5 e 7 DAA) ndo foram observadas
diferengas significativas entre os tratamentos e também valores muito abaixo da
testemunha capinada. Como a degradacdo do glufosinate pela enzima PAT é
rapida, a exemplo de trigo, no qual os metabdlitos da degradacéo sao encontrados
24 horas apos a aplicacdo em plantas com o gene pat (Rojano-Delgado et al.,
2013) e 100 % de degradacdo em algodao com o gene pat (Carbonari et al., 2016),
a recuperacdao dos niveis de ETR acompanha a mesma velocidade.

A aplicacédo dos herbicidas ndo causou reducdo de altura das plantas de
milho aos 14 DAA, com isso ndo foi verificada diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 4). Para a variavel altura no estadio de maturidade fisiol6gica
(R6), somente a testemunha n&o capinada apresentou reducao significativa e
diferiu dos demais tratamentos (Figura 4A). A interferéncia com as plantas
daninhas também causou diminuicdo de produtividade em ambas as areas de
realizacdo do experimento (Figura5), no qual a testemunha sem capina diferiu
significativamente dos demais tratamentos. Em comparacdo a testemunha
capinada, a interferéncia de plantas daninhas diminuiu a produtividade em 17 e 20
% respectivamente para Botucatu e Sdo Manuel. Com a interferéncia da planta
daninha U. plantaginea, o milho apresentou produtividade 62 % inferior em relacao
aos tratamentos com controle dessa planta (Galon et al., 2010). Dan et al. (2010)
destaca que as plantas daninhas podem causar perdas de 13 a 88 % no
rendimento do milho. A diferenca de produtividade entre os locais pode ser
explicada pela menor fertilidade do solo na area de Sdo Manuel (Tabela 1), haja

vista que as condi¢cbes meteoroldgicas dos locais sdo semelhantes (Figura 1).
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Figura 4 - Altura de plantas de milho aos 14 dias apés a aplicacao (CV %: 4,47) e
no estadio R6 (A) (CV %: 9,81) e Produtividade de milho (B) (CV %: 7,83) apos a
aplicacdo de herbicidas em associacdo na pos-emergéncia, Botucatu e Sao
Manuel — SP, na safra 2016/17. Médias * Intervalo de confianca. Letras
mindsculas iguais entre as colunas de mesma cor ndo diferem significativamente

pelo teste de Tukey (p<0,05), graficos sem letras foram nao significativos.

A adocdao da aplicacao de glufosinate e suas associa¢gdes ndo promoveram
reducéo de produtividade quando comparada a testemunha capinada (Figura 4).
Resultados semelhantes a esses foram obtidos por Silva et al. (2017) que ao
aplicar o glufosinate de forma isolada e em associacdo com glyphosate, atrazine
e a associacao dos trés nao reduziram a produtividade do milho com os genes
cp4-epsps e pat. Armel et al. (2008), avaliando a associa¢éo de glufosinate com
mesotrione em milho com o gene pat também n&o encontraram redugdo de
produtividade com a interacéo dos dois produtos e aumentos de doses. Observou-
se que alguns tratamentos apresentaram valores maiores de injdria visual e maior
acumulo de amoénia (Figura 2), porém esses tratamentos ndo causaram reducao
de produtividade (Figura 4), o que demonstra que o milho tem capacidade de se
recuperar e nao apresentar reducéo na produtividade.

Os melhores herbicidas para o controle de R. raphanistrum (Figura 5) aos

28 DAA, foram glyphosate que proporcionou controle de 100 %, e as associacdes
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de glufosinate + atrazine, glufosinate + mesotrione, glufosinate + bentazon e
glufosinate + 2,4-D proporcionaram 100 % de controle. Os demais tratamentos
apresentaram controle satisfatorio, ou seja, acima de 80 %. A aplicacdo de
glyphosate, 2,4-D e a associacdo de ambos, tem sido reportado com controle
eficiente para R. raphanistrum (Vitorino et al., 2014). Para a espécie C. rotundus
(Figura 5), a associacao de glufosinate + bentazon proporcionou controle de 95 %
nao diferindo da testemunha capinada e diferindo dos demais herbicidas.
Resultados semelhantes de controle de Cyperus spp. foram encontrados com o

herbicida bentazon em milho (Rezende et al., 2014).
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Figura 5 - Controle de plantas daninhas das espécies Raphanus raphanistrum,
Cyperus rotundus (A) (CV %: 4,40 e 13,50); Urochloa plantaginea, Richardia
brasiliensis (B) (CV %: 10,20 e 6,25) aos 28 DAA, na cultura do milho apés a
aplicacdo de herbicidas em pds-emergéncia, Botucatu e Sdo Manuel — SP, na
safra 2016/17. Médias * Intervalo de confianca. Letras minUsculas iguais entre as
colunas de mesma cor nao diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

A aplicacéo de glyphosate e a associacdo de glufosinate + tembotrione
promoveram excelentes niveis de controle (acima de 95 %), para a espécie U.
plantaginea e foram significativamente iguais a testemunha capinada (Figura 5B),

porém os demais tratamentos, com excec¢ao de glufosinate + atrazine e glufosinate
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+ 2,4-D, provocaram controle satisfatério (acima de 80 %). O controle de U.
plantaginea € facilmente realizado com a aplicacdo de herbicidas inibidores a
ACCase como o haloxyfop-methyl (Andrade Neto et al., 2016) e clethodim
(Nonemacher et al., 2017), porém para o controle de plantas daninhas em poés-
emergéncia do milho, uma das opcdes disponiveis sédo aplicacdes de atrazine e
nicosulfuron (Marchesan et al., 2013; Galon et al., 2010). Também séo alternativos
0S manejos com glyphosate e glufosinate + tembotrione em milho resistente a
esses herbicidas, o que garante a rotacao de ingredientes ativos na cultura do
milho. Para o controle de R. brasiliensis (Figura 5) somente a associacédo de
glufosinate + 2,4-D proporcionaram controle de 90 % e estatisticamente
semelhante a testemunha capinada. A espécie R. brasiliensis é considerada
planta de dificil controle (Takano et al., 2013), assim seu controle tem maior
eficiéncia com a associacao de herbicidas, como exemplo glyphosate + 2,4-D tem
proporcionado controle de 100 % até plantas com mais de 10 folhas (Takano et
al., 2013).

A associacao de herbicidas com o amoénio — glufosinate, pode ser uma
alternativa para o controle de plantas daninhas, sem causar danos a cultura do

milho que apresenta na sua constituicdo genética os genes cp4-epsps e pat.
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CONSIDERACOES FINAIS

O nivel de expressdo do gene pat € proporcional a resisténcia ao
glufosinate. A aplicagdo de glufosinate a campo néao resultou em redugédo de
produtividade nas diferentes tecnologias de milho. A associacdo de herbicidas
resulta em injarias visuais, incrementos nos teores de amonia e reducao de ETR,
porém nao ha reducdo de produtividade.

O glufosinate na dose 500 g i.a ha* foi seletivo para as tecnologias de milho
contendo o gene pat como marcador de selegdo. A associagédo dos herbicidas
glyphosate, nicosulfuron, atrazine, tembotrione, mesotrione, carfentrazone — ethyl,
bentazon e 2,4-D, com o glufosinate pode ser utilizada sem riscos para a

produtividade do milho com o gene pat.
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APENDICE A - Coleta das folhas de milho (A), armazenamento das amostras
instantaneamente em nitrogénio liquido (B), maceracdo das amostras em

almofariz (C) e armazenamento em tubos de 2 ml (D).
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APENDICE B - Quantificacdo de RNA em Nano Drop ND-1000
Spectrophotometer (A) verificacdo da qualidade do RNA em gel de agarose
al% (B) e PCR em tempo real da marca ABI PRISM 7000 Sequence Detector

System.
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APENDICE C - Pesagem das amostras (A), Sonicacdo das amostras em agua
com pH 3,5 (B), curva padréo de sulfato de amonia (C) e leitura das amostras

em espectrofotdmetro (D), para quantificagdo da aménia nas plantas.
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