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RESUMO

BRITO, LEONARDO LENIN MARQUES DE; M.Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Marco, 2017.Seletividade de herbicidas ao milho
pipoca e eficiéncia no controle de plantas daninhas. Orientador: Prof. Dr. Silvério
de Paiva Freitas.

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de seis manejos de plantas
daninhas e o efeito de herbicidas pos-emergentes na cultura do milho pipoca.
Foram conduzidos dois experimentos, no campo e na casa de vegetacao, na regido
Norte Fluminense-RJ. No primeiro experimento realizado no IFF — Campus
Cambuci, foi adotado o delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticdes e os tratamentos foram compostos por seis tipos de manejos de plantas
daninhas (capinado; sem capina; mesotrione + atrazine (192 g hai.a. + 1200 g ha-
1j.a.); mesotrione (192 g hat i.a.); nicosulfuron + atrazine (60 g hai.a. + 1200 g
hai.a.); nicosulfuron (60 g ha'i.a.). As seguintes caracteristicas foram avaliadas:
a) altura média de plantas (AP); b) altura média de insercédo da primeira espiga
(AE); c) didmetro de colmo (DC); d) numero de fileira de gréos (NFG); €) nimero
de graos por fileira (NGF); f) massa de espiga (ME); g) comprimento de espiga
(CESP); h) diametro de espiga (DE); i) massa de cem graos (M100); j) capacidade
de expanséao (CE); I) rendimento de graos (RG)e o levantamento fitossociolégico.
No segundo experimento, foi adotado o delineamento inteiramente casualizados
com quatro repeticdes e os tratamentos foram compostos por sem herbicida e com
herbicida mesotrione + atrazine (192 g ha'i.a. + 1200 g ha'i.a.). Ainda no segundo
experimento, o tratamento que melhor respondeu ao controle de plantas daninhas
do campo foi repetido na casa de vegetacdo com analises fisiologicas,

apresentando o mal funcionamento do fotossistema Il e proteGmicas com
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identificacdo de proteinas relacionadas a processos metabdlicos, sendo mais
abundante a sub expressa com o efeito do herbicida. Os herbicidas utilizados foram
seletivos ao gendtipo UENF-14. O manejo que proporcionou melhor controle de
plantas daninhas foi o herbicida mesotrione + atrazina. Todos o0s herbicidas
causaram efeitos no aparelho fotossintético, os quais sumiram aos 14 dias apés
aplicacdo. Nas parcelas estudadas, as plantas daninhas que apresentaram maiores
indices de valores de importancia foram o capim colonido (Panicum maximum) e

tiririca (Cyperus rotundus L.).

Palavras chaves: seletividade, manejo, fitotoxidez, produtividade.
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ABSTRACT

BRITO, LEONARDO LENIN MARQUES DE; M.Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Marco 2017.Selectivity of herbicides to popcorn
maize and efficiency in weed control. Adviser: Prof. Dr. Silvério de Paiva Freitas.

The objective of this work was to evaluate the influence of six weed
management and the effect of post-emergence herbicides on popcorn. Two
experiments were conducted in the field and in the greenhouse, in the North
Fluminense region (RJ). In the first experiment conducted at the IFF - Campus
Cambuci, a randomized block design with four replications was used and the
treatments were composed of six types of weed management (weeding, no
weeding, mesotrione + atrazine (192 g ha - 1a + (60 g ha-1 ia), mesotrione (192 g
ha-1 ia), nicosulfuron + atrazine (60 g ha-1 ia + 1200 g ha-1 ia), nicosulfuron Were
evaluated: a) mean plant height (AP); B) average insertion height of the first spigot
(AE); C) stem diameter (DC); D) row number of grains (NFG); E) number of grains
per row (NGF); F) ear mass (ME); G) spigot length (CESP); H) ear diameter (DE);
(I) one hundred grain mass (M100); J) expansion capacity (CE); L) grain yield (GR)
and the phytosociological survey. In the second experiment, the design was
completely randomized with four replicates and the treatments were composed of
no herbicide and herbicide mesotrione + atrazine (192 g ha-1i.a. + 1200 g ha-1i.a.).
Still in the second experiment, the treatment that best responded to the weed control
of the field was repeated in the greenhouse with physiological analyzes showing the
malfunction of photosystem Il and proteomics with identification of proteins related
to metabolic processes, being more abundant the sub expressed With the effect of

the herbicide. The herbicides used were selective to UENF-14 genotype. The
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management that provided better control of weeds was the herbicide mesotrione +
atrazine. All herbicides caused effects on the photosynthetic apparatus, which
disappeared at 14 days after application. In the studied plots weeds with the highest
values of importance values were the colonized grass (Panicum maximum) and

tiririca (Cyperus rotundus L.) grass.

Keywords: selectivity, management, phytotoxicity, productivity.



1. INTRODUCAO

O milho-pipoca € uma cultura de alto valor econémico e, atualmente, com
0 aprimoramento e popularizacdo de maquinas elétricas e fornos de micro-ondas
para o pipocamento, houve aumentos crescentes na produgédo e consumo deste
alimento (Silva et al., 2013).

O plantio comercial de milho-pipoca era considerado modesto para atender
ao consumo nacional; os gréos sao importados, sobretudo dos Estados Unidos da
América e da Argentina (Freitas Junior et al., 2009). Entretanto, mudancas no
mercado tém ocorrido e com o uso em larga escala de hibridos nacionais e norte-
americanos, a importacdo de graos teve grande reducao (Rangel et al., 2008).

De acordo com o Grupo de Coordenacédo de Estatisticas Agropecuarias
(GCEAJ/IBGE, 2015), a producéao nacional de milho-pipoca em 2015 foi de 163.000
toneladas, sendo esta producdo concentrada principalmente na regidao de Mato
Grosso, responsavel por cerca de 92% da producéo, onde as grandes empresas
empacotadoras disponibilizam as sementes e garantem a compra da safra.

A comercializacdo dos graos de milho-pipoca é feita por peso e uma
propor¢cdo do produto final € vendida pelo volume (pipoca). Dessa forma, a
capacidade de expanséao (CE) da pipoca € um dos fatores mais importantes quando
se faz referéncia a sua qualidade (Ribeiro et al., 2012).

As plantas daninhas podem causar perdas na produtividade, variando de

10 a mais de 80% em funcéo da espécie competidora, do grau de infestacdo, do



periodo de convivéncia, bem como do estadio de desenvolvimento da cultura e das
condi¢cdes climaticas durante a convivéncia (Silva, 2007). Contudo, o manejo de
plantas daninhas é de fundamental importancia para que se tenha bons
rendimentos, sendo o controle quimico uma boa alternativa, devido a sua alta
eficacia, rapidez de controle e menor demanda de mao-de-obra.

Na cultura do milho-pipoca, as medidas de manejos de plantas daninhas
adotadas se restringem, na maioria dos casos, ao uso de herbicidas associados a
outros métodos de controle (Sawazaki, 2001). O uso de herbicidas por ser mais
rapido e econdmico € uma maneira de o produtor alocar melhor a méo-de-obra na
propriedade em outras atividades, além de aumentar a eficacia do programa de
manejo de plantas daninhas. Herbicidas seletivos registrados para milho comum
sdo usados por muitos agricultores, e muitas das vezes ndo sdo seletivos a
algumas variedades de milho-pipoca. Isso ocorre devido a falta de informacao
sobre herbicidas seletivos para a cultura.

A adocdo das mesmas praticas de manejo de plantas daninhas
recomendadas para milho comum pode levar os produtores de milho-pipoca a
terem prejuizos, pois essas praticas nem sempre sao apropriadas a cultura, uma
vez que a tolerancia e a capacidade competitiva das plantas de milho-pipoca podem
ser diferentes das de genotipos de milho comum (Jakelaitis et al., 2005).

Por até algum tempo atras no pais, a cultura ndo era tdo explorada por isso,
ainda sao precérias as informacdes existentes sobre o manejo da cultura do milho-
pipoca no Brasil. Pelo fato de se ter bastantes pesquisas para o milho comum, as
técnicas de manejos utilizadas muitas vezes sdo adaptadas a cultura do milho-
pipoca (Cruz et al.,, 2004). Assim, fica evidente a necessidade de pesquisas
especificas para se definir os herbicidas que melhor se adequam ao controle de
plantas daninhas na cultura do milho-pipoca.

A base para o sucesso do controle quimico das plantas daninhas na
producado agricola é a seletividade dos herbicidas que pode ser definida como a
medida na resposta diferencial das espécies de plantas a aplicacdo de uma
determinada molécula (Oliveira Junior, 2001). O metabolismo diferencial de
herbicidas em plantas destaca-se como um dos mais importantes fatores de
seletividade relacionados as caracteristicas diretas ou indiretamente das plantas
(Cole, 1994). A adicédo de adjuvantes, nutrientes, inseticidas ou outros herbicidas a

calda, do herbicida, pode modificar a capacidade da planta em tolera-lo ou néo,



tendo por consequéncia a perda da seletividade ou da eficacia no controle das
plantas daninhas (Gassen, 2002).

De modo geral, em virtude das similaridades morfologicas e fisioldgicas
entre a cultura e as plantas daninhas, a aplicacdo de herbicidas em plantas
cultivadas pode ou ndo promover sintomas visuais de intoxicacdo, sendo este, na
determinacdo da seletividade o primeiro parametro avaliado. Entretanto, a
ocorréncia desses sintomas, caracterizados por injurias foliares e paralisacéo de
crescimento; ndo evoluirem provocando a morte dos individuos afetados, sdo
considerados de pequena relevancia, se analisados de forma isolada (Terra, 2003).

Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos manejos
de plantas daninhas com os herbicidas pds-emergentes atrazina, mesotrione e
nicosulfuron em campo, no desenvolvimento da variedade UENF-14 de milho-
pipoca e no controle das plantas daninhas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do Milho Pipoca (Zea mays L.)

O milho-pipoca, assim como o milho comum, pertence a espécie Zea mays
L., a familia Poaceae, sub-familia Panicoideae, tribo Maydeae. Quando comparado
ao milho comum, apresenta em geral grdos menores, maior prolificidade, menor
vigor e maior susceptibilidade a doencas. Todavia, a capacidade de se expandir é
a principal diferenca entre os tipos pipoca e comum. Tais plantas possuem
geralmente um sistema radicular fasciculado e superficial, o que Ihes confere pouca
tolerancia a seca e maiores cuidados ao se fazer manejos como, por exemplo, a
capina (Goodman e Smith, 1987). Assim como os demais tipos de milho, € uma
planta herbacea, anual e mondica (Linares, 1987; Larish e Brewbaker, 1999).

Esta cultura apresenta crescimento, desenvolvimento e producdo
diferenciados nas diversas condicbes de ambiente. Porém, devido a falta de
informacfes experimentais sobre praticas culturais para o milho-pipoca, as
especificacdes sao as usadas para 0 milho comum, quanto ao tipo de solo, a época
de plantio, aos tratos culturais e a adubacao (Freitas Junior et al., 2009).

No Brasil, ha evidéncias de que a temperatura e a precipitagdo sdo os
fatores que tém maior influéncia na produtividade da cultura. O milho-pipoca néao
deve ser plantado em locais e em épocas em que a temperatura minima seja inferior
a 10 °C e a maxima ultrapasse 40 °C. A temperatura ideal estad em torno de 30 °C
e por ser uma cultura bastante exigente em agua, € necessaria uma precipitacao

total em torno de 600 mm, distribuida em periodos em que o teor de agua disponivel



no solo para a planta seja inferior a 40%, para que nao ocorra decréscimo na
producao da cultura (Sawazaki et al., 2003).

No Brasil, o plantio comercial de milho-pipoca era considerado modesto
durante a década de 90, sendo necessaria grande quantidade de importagdes,
principalmente de paises como Estados Unidos e Argentina (Galvao et al., 2000).
Entretanto, mudancas no mercado tém ocorrido. De acordo com Rangel et al.
(2008), com o uso em larga escala de hibridos nacionais e norte-americanos, a
importacéo de graos teve uma grande reducao.

Mesmo havendo um aumento no namero de cultivares disponivel no pais,
atualmente, para atender o mercado nacional sua area de plantio comercial é
insuficiente (Vittorazzi et al., 2013). De acordo com informa¢des do Agrianual
(2015), em 2012, o prego médio de milho-pipoca era de R$ 1,70 /kg. Se comparado
ao milho comum, cujo valor do quilo aguele ano era de R$ 0,40, o milho-pipoca
possui valoracéo superior.

A cultura do milho pipoca pode ser uma boa alternativa para producdo em
muitas regides do Brasil, entretanto tornam-se indispensaveis estudos que
possibilitem o controle de plantas daninhas e manejo adequado dessa cultura. O
uso de variedades de milho pipoca adaptadas e/ou tolerantes a herbicidas pode ser
uma alternativa para diversificacdo das atividades agricolas, reduzindo os custos
de producdo, além do elevado valor econémico da cultura por area e a possibilidade
de se agregar valor ao produto final. E notério que houve grande evolugdo em
diversas areas da ciéncia para a cultura do milho-pipoca. Para tanto, se faz
necessario a exploracdo de profundos estudos sobre uso de herbicidas para o

controle de plantas daninhas no manejo de milho-pipoca.

2.2 Plantas Daninhas

As plantas daninhas podem afetar negativamente as plantas de colheita e
estdo associadas ndo apenas a competicdo por luz, dgua e compostos minerais
(He et al., 2011; Bullied et al., 2012; Fletcher e Reddy, 2016); mas também pelo
fato de que as plantas daninhas liberam substancias quimicas nos solos, 0 que
atrasa e/ou inibe o crescimento e desenvolvimento das plantas, contribuindo assim
para a reducao geral das culturas de rendimento (Narwal, 2004; Nalini et al., 2015;

Sturm e Roland, 2016). A ocorréncia de plantas daninhas depende de propriedades



biolégicas, fatores ambientais, tecnologias aplicadas e tipos de culturas (Macak et
al., 2008, Van der Weide et al., 2008). Entretanto, novas tecnologias mecanicas e
métodos de manejos aplicados na agricultura facilitam a dispersdo de plantas
daninhas, os quais consistem em tornar o arado mais raso ou em substitui-lo por
trabalhos de lavagem de disco, sem arrasto e semeadura direta (Jelonkiewicz e
Borowy, 2009; Blazewicz-Wozniak e Konopinski, 2012). Essas técnicas também
incluem um aumento da adubacéo e incorporacéo de culturas intercaladas fazendo
com gue a diversidade biolégica das areas agricolas sejam alteradas, 0s processos
do solo sejam perturbados e a inter-relacdo entre a fauna e a flora seja interrompida
(Kiec e Wieczorek, 2009).

O controle de plantas daninhas € uma pratica de manejo exssencial que
deve ser realizada para garantir o rendimento de gréos ideal para a producéao de
milho. Foram observadas reduc¢des severas do rendimento, na ordem de 38 e 65%,
em comparacdo com o controle sem ervas daninhas (Gantoli et al.,, 2013). A
magnitude da reducéo da producao por plantas daninhas nao é uniforme e depende
de multiplos fatores, como espécies de plantas daninhas e biomassa, densidade de
plantas daninhas, tempo de emergéncia das plantas daninhas em relagdo a
emergéncia das culturas, distribuicdo de plantas daninhas, tipo de solo, umidade
do solo, pH e fertilidade do solo (Wicks et al., 2004, Estorninos et al., 2005, Zimdahl,
2007, Fahad et al., 2014, Tursun et al., 2015, 2016).

Para Pitelli ePitelli (2004), o conhecimento do impacto das épocas e
duracdes do periodo de convivéncia ou de controle das plantas daninhas nas
culturas agricolas € fundamental para o estabelecimento de programas racionais
de manejo da comunidade infestante, visando a reducéo de seu efeito prejudicial e
a sustentabilidade do agroecossistema.

E importante lembrar que os efeitos negativos causados pela presenca das
plantas daninhas ndo devem ser atribuidos exclusivamente a competicdo, mas sim
a uma resultante total de pressdes ambientais, que podem ser diretas (competicao,
alelopatia, interferéncia na colheita e outras) e indiretas (hospedar insetos, doencas
e outras). Esse efeito total denomina-se interferéncia. O grau de interferéncia
imposto pelas plantas daninhas a cultura do milho é determinado pela composicao
floristica (espécies que ocorrem na area e distribuicdo espacial da comunidade
infestante) e pelo periodo de convivéncia entre as plantas daninhas e a cultura. A

competicdo por nutrientes essenciais € de grande importancia, pois esses, na



maioria das vezes, sao limitados. Mesmo o milho sendo eficiente na absorcéo, ndo
consegue acumular nutrientes como as plantas daninhas o fazem em seus tecidos.
Em condi¢cOes de competicao, o nitrogénio seria o nutriente de maior limitagcéo entre
milho e planta daninha. (Karam e Melhoranca, 2007).

Além desses aspectos, as plantas daninhas podem afetar a eficiéncia da
terra, dificultar o controle de pragas e doencas, 0 manejo da agua na irrigacao e a
eficiéncia humana (Ashton e Ménaco, 1991). Karam e Melhoranca (2007) relataram
gue os processos da interferéncia das plantas daninhas nas plantas de milho
causam uma série de problemas no desenvolvimento, no processo produtivo, na
qualidade dos gréos e na operacionalizacao da colheita.

Estudos mostram que nem todas as plantas daninhas afetam
negativamente as colheitas. Pelo contrario, algumas substancias nas plantas
daninhas tém um impacto positivo nos processos de crescimento e
desenvolvimento. Depende principalmente da espécie de plantas cultivadas, bem
como da ocorréncia e densidade de plantas daninhas em sua vizinhanca e da
interdependéncia ecoldgica de plantas cultivadas com plantas daninhas
(Komorowska et al., 2012).

Entretanto, as plantas daninhas ndo devem ser vistas sempre como
inimigas ou indesejaveis, pois podem ser Uteis em determinadas situacdes como:
controle da erosao, reciclagem de nutrientes (Ruedell, 1995), producdo de
compostos medicinais e também producdo de néctar para as abelhas e outros
insetos de interesse a cadeia ecoldgica. Outra questao favoravel a ser considerada
€ a cobertura viva e morta que as plantas daninhas proporcionam ao solo,
reduzindo o aguecimento deste, e auxiliando na retencéo de umidade (Silva et al.,
2000; Brighenti, 2001).

Em grandes plantacdes, nas quais outros métodos seriam inadequados
devido a escasses de mao de obra, os herbicidas sdo amplamente utilizados no
controle das plantas daninhas. Comparados aos outros métodos de controle,
os herbicidas destacam-se pela eficiéncia, rapidez na operacdo e reducdo nos
custos. Dentre os herbicidas aplicados em pés-emergéncia das plantas daninhas
na cultura do milho, merecem destaque o atrazine e alguns herbicidas do grupo
quimico das sulfoniluréias, como o nicosulfuron (Zagonel, 2002), além do

mesotrione (Rodrigues e Almeida, 2005).



O Manejo Integrado de Plantas Daninhas (MIPD) pode ser definido como a
associacdo de diferentes alternativas de manejo, as quais incluem o controle
cultural, mecéanico, fisico, biolégico e quimico (Swanton e Weise, 1991).

A implementacao do MIPD possui diversas vantagens observadas nestes
métodos no controle de plantas daninhas em comparacao do ponto de vista com
um unico controle sendo mostradas como: maior efetividade, reducdo de custos e
de evitar a ocorréncia de biétipos resistentes a herbicidas. Com isso, 0 homem pode
manipular a relacéo infestante-cultura de forma a propiciar beneficios para que esta
ultima se fortaleca, ao invés de apenas efetuar o controle de invasoras(Souza,
2002).

Na busca constante por uma atividade agricola com maior seguranca
ambiental, os principais objetivos do MIPD podem ser resumidos na prevencao de
perdas de produtividade, prevencdo de aumento de infestagdo nas lavouras

subsequentes, operacdo de colheita facilitada (Karam e Melhoranca, 2004).

2.3 Controle quimico e seletividade

As plantas daninhas sdo causadoras de um dos grandes problemas
enfrentados pelos produtores durante a implementagao e conducdo de um cultivo
agricola, ja que elas causam perdas no rendimento das culturas, dificulta o
processo de colheita, afeta a qualidade dos grédos, produzem compostos
alelopaticos e hospedam patégenos e pragas.

Um método rapido e eficientepara o controle de plantas daninhas € por
meio de herbicidas, buscando a seletividade na cultura, econédmiae menor dano
ambiental, sendo utilizado em pequenas, médias e principalmente, em grandes
areas de plantio (Silva et al., 2009).

Para bons resultados no rendimento da cultura, a utlizagdo desses
herbicidasnecessitam da observacdo de alguns fatores que interferem na
seletividade dos mesmos, pois quando descuidados podem gerar danos fitotoxicos
ao cultivo. Dentre os fatores que devem ser observados, destacam-se os hibridos
e variedades recomendadas para tratamento com o herbicida, a dose para cada
hibrido ou variedade, a aplicacdo no estadio fenoldgico recomendado da cultura,

restricoes de misturas de tanque com inseticidas organo-fosforados, e intervalo



minimo de sete dias entre as adubacfes de cobertura nitrogenada e a aplicacédo do
herbicida (L6épez-Ovejero et al., 2003).

A seletividade é um fator relativo e particularmente caracteristico para uma
complexa interagéo entre a planta, o herbicida e o meio ambiente no qual a planta
se desenvolve, estando relacionada a tolerancia diferencial. Por tratamento
seletivo, entende-se aquele que controla plantas daninhas sem afetar a cultura que
sé@o de interesse. E considerada como uma medida da resposta diferencial de
diversas espécies de plantas a um determinado herbicida. Quanto maior a diferenca
de tolerancia entre a cultura e a planta daninha, maior a seguranca de aplicacao.
Na producao agricola a seletividade é a base para o sucesso do controle quimico
de plantas daninhas (Oliveira Jr., 2001).

Entre os fatores que determinam a seletividade, encontram-se o0s
relacionados as caracteristicas do herbicida ou ao método de aplicagdo como dose,
formulacao, localizacdo espacial ou temporal do herbicida em relacdo a planta.
Fatores relacionados as caracteristicas da planta como seletividade associada a
retencdo e a absorcéao diferencial (idade das plantas, cultivar, tamanho da semente
ou estrutura de propagacdo vegetativa). Seletividade associada a translocacao
diferencial e seletividade associada ao metabolismo diferencial (detoxificacéo),
além dos antidotos (Oliveira Jr., 2001).

Os herbicidas sado compostos produzidos para promover grandes
alteracdes no crescimento e desenvolvimento das plantas daninhas de forma
parcial nas rotas metabodlicas especificas e vitais das mesmas. Em lavouras, 0s
herbicidas podem interagir tanto com plantas daninhas quanto com plantas
cultivadas e essa interacao pode ser por meio de sub-dosagens, dosagens normais
e dosagens acima da toleravel.

Os efeitos fitotoxicos sobre a fisiologia da planta variam em funcdo da
quantidade de herbicida absorvido e que chega as enzimas ou proteinas
especificas, podendo ser o suficiente, ou ndo, para que a fitointoxicacdo se
manifeste. Plantas tolerantes a herbicidas possuem rotas metabdlicas especificas,
gue previnem possiveis danos causados por esses produtos quimicos (Yuan et al.,
2006). Essa protecdo € realizada por determinadas enzimas e outras proteinas de
defesa das plantas, principalmente de localizacdo citoplasmatica, que possuem

ampla faixa de especificidade, possibilitando que muitos herbicidas sejam
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metabolizados por uma ou varias enzimas e moléculas de defesa (Hatzios e
Penner, 1982).

As espécies tolerantes a herbicidas em geral possuem a capacidade de
desativar seus principios ativos e/ou de realizar a remo¢do do componente toxico
do citoplasma, compartimentalizando-o no vacuolo e/ou excretando-o para 0 meio
extracelular (Mitchell et al., 2001; O"Sullivan et al., 2002).

e Caracteristicas dos herbicidas utilizados:

Herbicida Nicosulfuron

@) nicosulfuron2-({[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-yl)carbamoyl]amino}sulfo
nyl)-N,N-dimethylpyridine-3-carboxamide) € um herbicida sistémico e seletivo para
o milho, pertencente ao grupo das sulfoniluréias, sendo recomendado para
aplicacdo em poés-emergéncia inicial para controlar poaceas anuais e algumas
perenes, bem como certas daninhas dicotiledéneas. O principio ativo apresenta
solubilidade em agua de 360 ppm a 25 °C, KOC médio de 30 mL g-1 e meia vida
curta, de apenas 21 dias (Rodrigues e Almeida, 2005).

Este herbicida apresenta como mecanismo de acéo a inibicdo da sintese
dos aminoéacidos alifaticos de cadeia lateral: valina, leucina e isoleucina (Trezzi &
Vidal, 2001). A via biossintética desses trés aminoacidos apresenta em comum o
uso de uma enzima chamada ALS, que participa na fase inicial do processo
metabdlico, catalisando uma reacdo de condensacdao (Christoffoleti et al., 2001).

Os herbicidas inibidores da ALS impedem que esta reacao de condensacao
aconteca, provocando, como consequéncia, 0 bloqueio da producdo dos
aminoacidos alifaticos de cadeia lateral. Quando o herbicida encontra-se presente
dentro da célula de uma planta susceptivel, ocorre uma inibicdo ndo competitiva
pelo herbicida com o substrato, de tal maneira que ndo ocorre a formacédo do
acetolactato, indispensavel para que as demais reacdes prossigam resultando na
formacao dos aminoécidos. A paralisacdo na sintese dos aminoéacidos leva a uma
interrupcao na divisao celular e paralisagcado do crescimento. A morte das plantas
daninhas ocorre dentro de 7 a 21 dias, dependendo do estadio de desenvolvimento

na época da aplicacao (Trezzi & Vidal, 2001).
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Herbicida Atrazina

O herbicida atrazina (6-chloro-N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-
diamine) vem sendo empregado na agricultura ha mais de 45 anos. Pela sua
efetividade, acdo prolongada e amplo espectro, € recomendado para controlar as
plantas daninhas dicotiledéneas e poaceas anuais nas plantacdes de milho, sorgo
e cana-de-agucar. Nos Ultimos tempos, o atrazina continua sendo um dos
herbicidas mais utilizados nos paises produtores de milho, como Argentina,
Estados Unidos da América e Brasil (Silva, 2002).

O sitio de acao desse herbicida é na membrana do cloroplasto, onde ocorre
a fase luminosa da fotossintese, mais especificamente no transporte de elétrons.
Uma planta é susceptivel aos herbicidas inibidores da fotossintese se o herbicida
acoplar-se ao composto QB (Quinona “B”) componente do sistema fotossintético e,
assim, impossibilitar a ocorréncia do transporte do elétron até a plastoquinona.
Dessa forma, ndo existe a producdo de ATP, pois a producdo de elétrons é
interrompida, bem como a producéo de NADPH2 (Christoffoleti, 1997).

Herbicida mesotrione

O herbicida mesotrione pertence ao grupo quimico das tricetonas e atua
sobre as plantas daninhas inibindo a biossintese de carotendides através da
interferéncia na atividade da HPPD (4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase) nos
cloroplastos, com posterior geracdo de estresse oxidativo, que destréi as
membranas das células, levando assim as plantas a morte. O caroteno é um
pigmento das plantas responsavel, dentre outras funcées, pela protecao da clorofila
da foto-oxidacdo; portanto, as plantas suscetiveis tém como sintomatologia o
albinismo ("branqueamento”) dos tecidos fotossintéticos. O herbicida apresenta
absorcao pelas folhas e raizes e translocagéo aposimplastica (Krause, 2001).

Este herbicida foi obtido por meio do isolamento de um aleloquimico, que
sdo secretados a partir de compostos quimicos da espécie de planta Callistemon
citrinus. A localizacdo desses compostos em quantidades variaveis pode ser

encontrada nas raizes, caules, folhas e sementes desta planta. (Syngenta, 2007).
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2.4 Metabolismo Fotossintético

Os pigmentos fotossintéticos, clorofilas “a” e “b” e carotendides, localizados
nas membranas dos tilacéides dos cloroplastos, absorvem a energia luminosa que
é utilizada no processo fotossintético (Lichtenthaler, 1981).

Caso os mecanismos de tolerancia a herbicidas ndo sejam prontamente
eficientes, a planta pode ter seu metabolismo comprometido, como pode ser
verificado no caso especifico dos herbicidas inibidores fotossintéticos. As
moléculas de clorofila, quando absorvem a energia luminosa (fétons), alteram
temporariamente as suas configuragdes eletrénicas, passando do estado basal
(Clo a) para o estado excitado (Clo a’). Este estado excitado é muito instavel e de
curta duracdo. Dessa maneira, estes pigmentos fotossintéticos necessitam dissipar
a energia proveniente da luz, podendo fazé-lo por meio de trés vias principais
(Maxwell e Johnson, 2000):

Dissipacdo Fotoquimica (Ph): é a utilizacdo da energia luminosa para os
processos fotoquimicos da fotossintese (doacdo do elétron proveniente da
molécula de &gua para um aceptor denominado NADP*(Nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato no estado oxidado).

Fluorescéncia (F): emissdo de radiacdo na regido do visivel (vermelho e
vermelho distante).

Dissipacao N&o-Fotoquimica (D): é a producdo de calor na forma de
radiacéo infravermelha.

O aumento na eficiéncia de um desses processos, resultara no decréscimo
no rendimento dos outros dois, ocorrendo em competicdo. Condices de estresse,
como a presenca de herbicidas na planta, podem alterar a eficiéncia destes
processos. Uma medida eficaz para se avaliar as condi¢cdes de estresse é a medida
do rendimento quéantico do fotossistema Il (FSi). Assim, alteracdes na fluorescéncia
emitida pela clorofila a podem mostrar a auséncia ou a presenca de
comprometimentos no processo fotossintético (Maxwell e Johnson, 2000).

A avaliacdo da eficiéncia fotoquimica do (FSi) € obtida por meio dos
parametros da fluorescéncia da clorofila a. O seu rendimento revela o nivel de

excitacdo da energia no sistema de pigmentos que dirige a fotossintese e fornece
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subsidios para estimar a inibicdo ou o dano no processo de transferéncia de
elétrons do FSi (Bolhar- Nordenkampf et al., 1989).

Existe um consenso geral de que o FS) é susceptivel a alguns tipos de
estresse, como por exemplo, os causados por herbicidas (Ouzounidou et al., 1997;
Pandey et al., 1999).

Os principais parametros observados nas medi¢des da fluorescéncia da
clorofila a séo: fluorescéncia minima (Fa), fluorescéncia méaxima (Fm), fluorescéncia
variavel (Fv), rendimento quantico maximo do FSIl (Fv/Fm), quenching fotoquimico
(gp) € quenching nao-fotoquimico (gn).

A Fa representa a fluorescéncia com todos os centros de reacéo "abertos”
e refere-se a emissao de fluorescéncia pelas moléculas de clorofila a do complexo
coletor de luz do FS (Krause e Weiss, 1991). A Fn indica 0 momento da completa
reducao da quinona A (Qa) a partir da incidéncia de um pulso de luz saturante. A
diferenca entre Fm e Fa resulta na fluorescéncia variavel (Fv).

De acordo com Hendry e Price (1993), variacdes na taxa total de clorofila e

de carotendides séo bons indicadores de estresse em plantas superiores.

2.5 Fluorescéncia da clorofila a como indicador de estresse em plantas

Como qualquer outro processo de troca de energia, a conversao da energia
luminosa em energia quimica pelo processo fotossintético ndo é perfeita. Nem
todos os elétrons que estdo num nivel energético elevado, ou seja, as moléculas
de clorofila excitadas sao passadas para 0s aceptores. Estes elétrons retornam ao
estado antes das moléculas receberem a energia dos fétons, sem a producgéo de

ATP e NADPH,. Ao retornar ao estado inicial, a energia é dissipada em forma de

calor ou luz. Isso se deve ao fato de que, no estado excitado, a clorofila a &
extremamente instavel e, ao retornar ao estado inicial, libera parte de sua energia
para o meio na forma de calor ou na forma de luz, isto é, fluorescéncia (F) (Taiz e
Zeiger, 2004) enquanto o restante da energia é transferida para a sintese de
compostos organicos.

Com base neste principio, 0 uso das variaveis da fluorescéncia da clorofila
a tem sido bastante empregado, principalmente no estudo da fotossintese por ser
um método que, além de ndo destrutivo, permite andlise qualitativa e quantitativa

da absorcdo e aproveitamento da energia luminosa através do FSi e possiveis
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relacbes com a capacidade fotossintética (Mouget e Tremblin, 2002; Netto et al.,
2005). Esta técnica tem permitido um aumento no conhecimento dos processos
fotoquimicos e ndo-fotoquimicos que ocorrem na membrana dos tilacéides (Genty
et al., 1989), além de possibilitar 0 estudo dos fatores relacionados a capacidade
de absorcdo e transferéncia da energia luminosa na cadeia de transporte de
elétrons (Krause e Weis, 1991). Segundo Mouget e Tremblin (2002), mudancas no
rendimento da fluorescéncia resultam de variacbes nas taxas de dissipacdo da
energia fotoquimica e ndo-fotoquimica, demonstrando, dessa forma, auséncia ou
presenca de comprometimentos no processo fotossintético.

A quantificacdo da inducdo da fluorescéncia através de equipamentos
modulados fornece informacgdes sobre a capacidade do aparelho fotossintético na
utiizacdo da energia luminosa e seus efeitos na escala de minutos. Tais
equipamentos baseiam-se na aplicacao de pulsos de luz modulada para excitar as
moléculas de clorofila dos centros de reacdo em uma dada regido de tecido foliar
previamente adaptada ao escuro. A fluorescéncia detectada quando pulsos de luz
de baixa intensidade (luz de medi¢éo) séo aplicados corresponde a fluorescéncia
inicial (Fa) (Silva Jr., 2008). Na concepcéo de Krause e Weis (1991), a Fa representa
a emissao da fluorescéncia pelas moléculas de clorofila a do complexo coletor de
luz do FSiquando todos os centros de reacao estédo "abertos", ou seja, oxidados.
A fluorescéncia maxima (Fm) € obtida a partir da aplicacdo de um pulso de luz de
alta intensidade, isto é, um pulso de luz saturante (em geral acima de 2.000 pmol
m2 S71), de forma a "fechar", ou seja, reduzir todos os centros de reacgdo. Logo, 0
Fm indica a completa reducédo da plastoquinona A (Qa) a partir da incidéncia do
pulso de luz saturante no centro de reacdo do FSi (Silva et al., 2006).

A utilizacdo do fluorimetro modulado permite que outros parametros da
fluorescéncia da clorofila a, relacionados a processos fotoquimicos da atividade
fotossintética, possam ser obtidos (Genty et al.,, 1989) como: Fluorescéncia
Variavel (Fv) - diferenca entre a Fm e a Fo, que representa o incremento da
fluorescéncia a partir de Fo até Fm' ou o fluxo de elétrons do centro de reacao do
FSi até a plasto-hidroquinona (PQH:) (Silva et al., 2006); Rendimento Quantico
Maximo do FSy - variavel determinada pela relacdo entre Fv/Fm, que reflete a
maxima capacidade fotoquimica do FSiy. Quando uma planta esta com seu
aparelho fotossintético intacto, o rendimento quantico maximo deve variar entre

0,75 e 0,85 (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989), enquanto que a queda deste valor
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reflete a presenca de dano fotoinibitério nos centros de reacdo do FS) (Bjorkman e
Demming, 1987); Quenching Fotoquimico (ge) - esse quenching reflete o estado de
oxidacdo da Qa (Schreiber et al., 1986). Logo, a reoxidacdo da Qa causa a
"extingdo" fotoquimica (Krause e Weis, 1991); Quenching N&o-Fotoquimico (gn) -
esse quenching, por sua vez, engloba todos os processos de "extincao" que nao
estdo relacionados com a fotoquimica (Silva Jr., 2008); e Rendimento Quantico
Efetivo do FSu (¢ FSi) - variavel determinada pela relagéo entre AF/Fm, onde AF
representa a variagdo entre a fluorescéncia maxima e a fluorescéncia no estado de
equilibrio - Fs - e Fm' representa a fluorescéncia maxima em um tecido vegetal
adaptado a qualquer intensidade luminosa, que reflete a proporcao de elétrons do
FSi que serdo utilizados na fase fotoquimica da fotossintese para redugéo do
NADP* a NAPH (Silva Jr., 2008).

2.6 Protebmica

A analise protedbmica é uma tecnologia primordial para os estudos dos mais
complexos e dinamicos sistemas bioloégicos com medi¢cdes qualitativas e
quantitativas de um grande numero de proteinas permitindo fornecer um
diagndstico direto do estado celular ou de mudancgas durante o crescimento,
desenvolvimento e respostas aos muitos fatores ambientais, influenciando
diretamente na bioquimica celular da planta(Chen e Harmon, 2006).

O complemento total de proteinas de um genoma, uma entidade dindmica
se refere ao termo proteoma sendo, portanto um conjunto completo de proteinas
mostradas por um determinado organismo, célula ou tecido em um dado momento,
sob condicao especifica (Wasinger et al., 1995; Wilkins et al., 1996a; Wilkins et al.,
1996Db).

Uma das principais técnicas utilizadas para separacao de proteinas € a
eletroforese bidimensional (2-DE). A técnica comegou a ser utilizada na década de
1970 (Macgillivray e Wood, 1974; O'farrell, 1975) e passou por uma grande
revolucdo com a utilizacdo de gradientes de pH imobilizados (Immobilized pH
Gradient), ou IPG, na década de 1980 (Bjellgvist et al., 1982), o que melhorou
substancialmente a qualidade e reprodutibilidade das corridas de eletroforese,
tornando a técnica bastante popular. Entretanto, a técnica possui algumas

limitacGes, como dificuldade de automacao, € bastante laboriosa, possui limitacdes
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quanto a separacdo de proteinas com caracteristicas muito acidas ou muito
basicas, ou com massas muito grandes ou muito pequenas e proteinas pouco
abundantes (Chen e Harmon, 2006; Rogowska-Wrzesinska et al., 2013).

De acordo com Schluter et al. (2009), para as analises protedmicas,
existem trés abordagens que podem ser utilizadas. A estratégia classica é a 2-DE
- MS/MS, que consiste na separacao das proteinas por eletroforese bidimensional
(descrito acima) e analise por espectrometria de massas em tandem. A segunda
estratégia inicia diretamente com a digestdo das amostras complexas. A digestao
rende uma grande quantidade de peptideos, que serdo entdo separados por
cromatografia liquida multidimensional (MudPIT). Esse método é definido com uma
abordagem do tipo “Bottom up”, pois se inicia a nivel de separagdo com os
peptideos. Os peptideos eluidos das colunas (SCX e RP) sdo entdo identificados
por espectrometria de massas em tandem. Essas analises geram sequéncias de
aminodcidos através das quais pode-se identificar as proteinas originais. A terceira
estratégia é definida como “Top-Down” e inicia com a separagéo das proteinas por
cromatografia liquida, seguida por identificacdo da proteina por espectrometria de
massas. Essa técnica tem se limitado as andlises de proteinas de baixo peso
molecular (30 kDa), entretanto, a técnica permite uma grande quantidade de
amostra, fracdes proteicas com enorme reducdo de complexidade de composi¢cao
e alta acuracia das massas das proteinas. A técnica ainda permite analises das
modificacdes pos-traducionais das proteinas. A estratégia de 2-DE/MS/MS é um
meio-termo entre as outras duas abordagens, a qual representa uma separacéo do
tipo “Top-Down”, com uma identificagao do tipo “Bottom up”.

No sentido de uma melhor compreensdo dos aspectos relacionados a
aquisicao da competéncia proteica e do processo de desenvolvimento das plantas
com aplicacdo de herbicidas seletivos, as andlises protebmicas aparecem como
ferramentas valiosas nos estudos que visam entender as relacdes e interacdes
existentes de plantas tolerantes a herbicidas juntamente com suas rotas

bioquimicas eficientes na desintoxicagdo dessas moléculas no interior da célula.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos. O primeiro na Estagéo Experimental
do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia Fluminense — campus
avancado de Cambuci — RJ. A cidade de Cambuci situa-se a 21° 34’ 31” de latitude
sul e 41° 54’ 40” de longitude, na regido Noroeste do Rio de Janeiro. Possui altitude
de 35m, clima quente e Umido, com temperatura média anual de 25°C e
precipitacdo média anual em torno de 1170 mm.

Com base nos dados da estacdo meteorologica automatica do Instituto
Nacional de Meteorologia — INMET, no ano de 2016 a precipitacdo média
acumulada durante o ciclo foi de 355,8 mm, com maior concentragdo de chuvas
pequenas e isoladas entre os meses de fevereiro e marco, sendo registradas
maiores precipitagdes no periodo final do més de abril. A temperatura média no
periodo de cultivo foi de 25,7 °C, sendo registradas temperaturas maximas com
médias de 26,4 °C e minimas com médias de 25,1 °C. A umidade relativa do ar
esteve, com média em torno de 74%, relatando méximas de 78% e minimas 71%
na época do experimento. A radiacdo solar apresentou valores em torno de 769,67
kJ m2 (INMET, 2016).

A segunda etapa do experimento foi conduzido na casa de vegetacao da
Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
da UENF, Campos dos Goytacazes-RJ.
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Experimento 1:

O experimento foi implantado em fevereiro de 2016, no delineamento de
blocos casualizados, com seis tratamentos e quatro repeticbes. Os tratamentos
foram constituidos de seis manejos de plantas daninhas: capinado; sem capina;
mesotrione + atrazine (192 g ha!i.a. + 1200 g ha'i.a.); mesotrione (192 g hai.a.);
nicosulfuron + atrazine (60 g hati.a. + 1200 g ha'i.a.); nicosulfuron (60 g ha'i.a.),
e foi utilizado o gendtipo de milho pipoca UENF 14. Cada unidade experimental foi
constituida de quatro linhas de cinco metros de comprimento, espacadas de 1,0 m
entre linhas e 0,2 m entre plantas, com estande de 55.000 plantas hat. Como areas
Uteis, foram consideradas as duas linhas centrais, desprezando 0,5 m das
extremidades de cada linha.

Para as andlises fisiologicas, foi adequado um delineamento em blocos
casualizados com fatorial 6 x 4, utilizando os seis manejos de plantas daninhas e
quatro épocas de avaliacao zero, 7, 14 e 21 dias ap0s aplicacao.

A é&rea utilizada para instalacéo do experimento teve dimensao de 30 x 16
me e no ultimo ano agricola de 2015 ndo foi usada para cultivo. Segundo
classificacao realizada pela Embrapa (1999), o solo da regido do experimento € um

Argissolo Vermelho, com caracteristicas quimicas apresentadas no (Quadro 1).

Quadro 1: Caracteristicas quimicas da amostra de solo da area experimental do
IFF — Campus Avancado de Cambuci.

Caracteristicas

Prof. pH P K Ca | Mg | Al | H+Al | Na C MO | SB T t M \%
Amostra

cm (H.0) mg dm-3 (cmol, dm-3) a/kg (cmol, dm-) %
01 0-20 5,3 489 | 130 [ 21| 1,2 | 01| 4,12 9 135 | 234 | 367 | 78 | 3,77 | 2,6 | 47,1

IFF — Campus Bom Jesus. Laboratério de Analise de Solos e Material Vegetal (LASOMA).

As correcdes e adubacdes para o estabelecimento da cultura foram feitas
com base nos resultados da andlise quimica do solo e no requerimento nutricional
da cultura do milho comum, conforme manual de adubacéo para o estado do Rio
de Janeiro (Almeida et al., 1988). Os insumos utilizados para o experimento foram
sulfato de amonia, superfosfato simples e cloreto de potassio, como fontes de N-P-
K respectivamente. Trinta dias ap0s a semeadura, foi realizada uma adubacéo de

cobertura utilizando somente o adubo nitrogenado (sulfato de aménia).
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O preparo do solo para o semeio das sementes das plantas de milho-pipoca
foi realizado de maneira convencional, com uma aracédo e duas gradagens. Foi
utilizado grade e arado de discos. Apds o solo arado, foi realizada a calagem com
0 objetivo de corrigir a saturagcéo de base do solo. A dosagem foi calculada pelo
método de saturacdo de bases e, baseando-se nos dados da analise quimica, da
amostra de 0 — 0,20 m. O calcério utilizado possuia PRNT de 80 %, 33,5% de CaO
e 10,1% de MgO e foi distribuido manualmente sendo incorporado posteriormente
via gradagem. Apos o preparo do solo, foram abertos sulcos espacados em 1 m
entre si com um sulcador de aiveca adaptado, possuindo duas linhas, acoplado a
um trator.

As aplicacOes dos herbicidas foram realizadas quando as plantas de milho-
pipoca estavam no estaddio de quatro folhas. Utilizou-se, para o estudo, um
pulverizador costal elétrico da marca Yamaho FT16, que é constituido por um
depodsito com capacidade para 16 L de calda, uma bomba de diafragma acionado
por um motor elétrico e sensor de pressao do tipo diferencial. A fonte de energia
para 0 equipamento é constituida por uma bateria chumbo-acida de 12 V, com
capacidade de carga de 8 a 10 horas (Figura 2). Além disso, foi usado uma ponta
de pulverizacdo “Teejet” DG 80.02, o qual, foi calibrado para aplicar o equivalente
a 237 L.ha! de calda. Apds cada aplicacdo nos seus respectivos tratamentos com
herbicida o pulverizador passou por um sistema de lavagens repetidas com
detergente e agua. As plantas foram irrigadas trés dias na semana e o teor de
umidade foi sempre mantido proximo a capacidade de campo. Para o controle das
formigas sauvas (Atta spp.) na area, foi utilizado o formicida granulado. No controle
das lagartas foi utilizado um inseticida de contato e ingestéo do grupo quimico dos
piretréide logo ap6s aparecimento dos sintomas nas plantas.

As seguintes caracteristicas foram avaliadas: a) altura média de plantas
(AP) em cm; b) altura média de insercéo da primeira espiga (AE) em cm; ¢) diametro
de colmo (DC) em mm; d) numero de fileira de graos (NFG); €) nimero de graos
por fileira (NGF); f) massa de espiga (ME) em g; g) comprimento de espiga (CESP)
em cm; h) diametro de espiga (DE) em mm; i) massa de cem graos (M100) em g; j)
capacidade de expansdo (CE) em ml/g; |) rendimento de grdos (RG) em kg.ha™.
Além disso, foram feitas avaliacOes fisiologicas (flourescéncia e teor verde) e

levantamento fitossociologico da area.
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Para a avaliacdo dos componentes de producdo, dentro da area util da
unidade experimental, foram colhidas todas as espigas produzidas nas duas linhas
centrais, com pelo menos um gréao formado. Na época do florescimento das plantas,
foi contado o nimero de plantas em cada unidade experimental, a altura de plantas
e o diametro do colmo e, apods a colheita, foi determinado o nimero total de espigas
colhidas por area util em cada unidade experimental. Para a determinacéo da altura
das plantas, foram escolhidas cinco plantas aleatoriamente em cada parcela, as
quais foram medidas do solo até a inser¢ao da folha bandeira. O didametro de colmo
foi medido pela parte mais larga do colmo, a 10 cm do solo, utilizando-se um
paquimetro digital, também de cinco plantas por unidade experimental, escolhidas
aleatoriamente (Chiovato et al., 2007). Com relacéo a altura média da espiga (AE),
foi obtida pela quantificacdo da distancia, em cm, do nivel do solo a base de
insercao da espiga superior, conforme descrito por Brunson (1937), Verma e Singh
(1979) e Lira (1983).

Na identificacdo da massa média de 100 gréaos, foram separadas
aleatoriamente e pesadas quatro amostras de 100 graos de cada parcela para
compor um valor médio de cada tratamento. A massa de espigas foi determinada
através da pesagem das espigas despalhadas, as quais foram todas elas
posteriormente debulhadas para a determinacdo da massa de graos.

A capacidade de expanséao foi determinada em laboratério, pela utilizagéo
de forno micro-ondas, colocando-se 30 g de sementes em saco de papel “Kraft”, na
poténcia de 1000 W, por dois minutos e vinte segundos, em duas repeticdes para
cada parcela, possibilitando a avaliacdo quantitativa da expansao do milho por meio
da relagdo ml g, ou seja, volume de pipoca em uma proveta graduada em relacéo
a massa de 30 g de grdos submetidos ao pipocamento.

No estudo de levantamento fitossociolégico, para identificacdo e
quantificacdo da comunidade de espécies infestantes, foi utilizado como unidade
amostral um quadrado inventario demarcado por 0,5 x 0,5 metros para coleta das
amostras, com a finalidade de se determinar a composicéo floristica da area.

As espécies presentes em cada quadro foram cortadas rente ao solo,
acondicionadas em sacos de papel e levadas para o laboratério para contagem,
identificacdo e quantificacdo das plantas daninhas por nome cientifico, nome
popular e familia, também foi utilizada literatura especializada semelhante a

descrita por Lorenzi (2008). Apos a identificacdo, as plantas foram levadas para
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secagem em estufa a temperatura de 70 °C por 72 horas para determinacéo de sua
matéria seca (Figura 3B).

A partir da identificacdo das espécies, foram calculados os parametros
fitossocioldgicos: numero de individuos por espécie, nimero de parcelas em que a
espécie estava presente, frequéncia, densidade, frequéncia relativa, densidade
relativa e o indice de valor de importancia. No calculo das variaveis, foram utilizadas

as equacoes descritas a seguir (Mueller-Dombois e Ellenberg, 1974):

Densidade Absoluta

em que:

Da = densidade absoluta

n = numero total de individuos de uma espécie de planta e daninha por
unidade de area; e

a = area amostrada(m?).

Densidade Relativa

pr="2 100
N/a 2

em que:

Dr = densidade relativa;

n = numero total de individuos de uma espécie de planta daninha por
unidade de area;

a = area amostrada (m?); e

N = numero total de individuos amostrados de todas as espécies do

levantamento.



Frequéncia Absoluta

_ n° deamostras comocorréncia da espécie
n° total de amostras '

Fa 100

Frequéncia Relativa

em que:
Y g = somatoério da matéria seca da espécie; e

a = area amostrada (m?).

Dominancia Relativa

por = 272 100
Gl/a

em que:
g = matéria seca da espécie;
a = area amostrada (m?); e

G = matéria seca total da comunidade infestante.

indice de Valor de Importancia

IVI=Z=DR +DOR 4+ Froe e,

22
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indice de Similaridade

Na avaliacdo da similaridade (estimativa do grau de semelhanca na
composicdo de espécies) entre as populacbes botanicas, sera utilizado o indice de
Similaridade (IS) de Sorensen et al., (1972).

IS = (28/ D + C) X 100, ...vveeeeeeeeeee oot 8
em que:
a = numero de espécies comuns as duas areas;

b e ¢ = ndmero total de espécies nas duas areas comparadas.

O IS varia de 0 a 100, sendo maximo quando todas as espécies sao
comuns as duas areas e minimo quando nao existem espécies em comum.

Para analise dos dados, utilizou-se 0s recursos computacionais do software
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014), e utilizou-se o Teste de Tukey a 5% de
probabilidade e andlise de regressdo para a comparacdo das médias. Foram
utilizados procedimentos com uma co-variavel com uma ideia de eliminar o efeito
da fonte de variacéo para ajustar e remover o efeito que ndo foi planejado para o

experimento.

Experimento 2:

O experimento foi implantado em casa de vegetacdo, logo apos o
experimento de campo na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do CCTA, no
campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
Campos dos Goytacazes-RJ. Foi utilizado a variedade UENF 14 cultivado em vasos
com capacidade de 5 L de substrato e contendo trés plantas por vaso. Os vasos
foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, sob esquema fatorial
2x4, sendo dois tratamentos (com herbicida de melhor controle das plantas
daninhas realizado no campo mesotrione + atrazine (192 g ha'i.a. + 1200 g ha*
i.a.); e sem aplicacdo) e quatro dias (antes da aplicacao, 3, 7 e quinze dias apés a

aplicacdo), com quatro repeticdes, totalizando 32 unidades experimentais.
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As aplicacdes dos herbicidas foram realizadas quando as plantas de milho
-pipoca estavam no estadio de quatro folhas, totalmente expandidas (V4), utilizando
um pulverizador costal, pressurizado a CO2, com pressao constante de 3,0 kgf cm-
2, e equipado com uma ponta de pulverizacéo “Teejet” DG 80.02, o qual foi calibrado
para aplicar o equivalente a 237 Lha* de calda.

O teor de umidade do vaso foi mantido préximo a capacidade de campo
com as plantas irrigadas cotidianamente. Nao foi utilizado nenhum tipo de
adubacao complementar, ja que 0 manejo poderia influenciar nas analises, tanto
protedbmica, como fisioldgicas.

Foram avaliadas caracteristicas fisiologicas e protedmicas nas plantas de
milho. Com relacéo a fisiologia da planta foi avaliada a fluorescéncia da clorofila a,
sendo utilizado um fluorimetro modulado (Modelo Mini-Pam — Walz, Alemanha).
Para tanto, utilizou-se uma folha completamente expandida, fisiologicamente
madura e vigorosa de cada planta.

Antes das analises de fluorescéncia, as folhas permaneceram preé-
adaptadas ao escuro por um periodo de 30 minutos, objetivando-se a completa
oxidacdo dos componentes do sistema de transporte de elétrons (Qa oxidada). Tal
adaptacdo, na realidade, corresponde apenas a uma area circular do limbo foliar,
de cerca de quatro milimetros de diametro, sendo obtida por meio de pincas com
um sistema de janela que permite a sua abertura quando da medicdo, ou
fechamento para adaptacao ao escuro.

Foram determinadas a fluorescéncia inicial (Fo), a fluorescéncia maxima
(Fm) e a fluorescéncia variavel (Fv) também foram determinadas. De posse dos
valores de Fv e Fm, foi possivel obter a relacdo (rendimento quantico maximo do
fotossistema 1) (Strasser et al. 2000). A inducao da fluorescéncia ocorreu apos a
adaptacao da parte da folha no escuro, por meio de um unico pulso forte de luz de
1s%(3500 umol m?s1), que foi aplicado com o auxilio de trés diodos emissores de
luz (650 nm).

A quantificagdo da absorbancia da folha foi feita com a utilizagédo de um
medidor portétil de clorofila modelo SPAD-502 (SPAD-502, Monolta Corp.,
Ramsey, Jap&o), a leitura refere-se ao indice de Clorofila (IRC), sendo sua unidade
designada pela Minolta como o SPAD. Os valores foram obtidos no periodo de oito

as dez horas da manha a partir da mesma folha utilizada para as avaliagbes da
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fluorescéncia da clorofila a,aos 0, 3, 7 e quinze dias ap6s a aplicacdo dos

tratamentos (DAT), perfazendo um total de quatro avaliacdes.

Extracdo de Proteina

Os extratos de proteina foram preparados em triplicado biolégico (300 mg
de matéria fresca cada). As proteinas foram extraidas utilizando o método de
precipitacdo com &cido tricloroacético (TCA) / acetona desenvolvido por Damerval
et al. (1986) com modificacdes. O tecido foliar foi congelado em azoto liquido e
moido até um po fino usando uma argamassa ceramica e um pildo. O po resultante
foi suspenso em 1 mL de tampéao de extracéo refrigerado contendo 10% (p/v) de
TCA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) em acetona com 20 mM de ditiotreitol
(DTT) (GE Healthcare, Freiburg, Alemanha); A mistura foi mantida a -20 ° C durante
uma hora antes da centrifugacdo a 16 000 g durante 30 min a 4 °C. As pilulas
resultantes foram lavadas com acetona fria mais 20 mM de DTT, trés vezes durante
10 min cada. Os sedimentos foram secos ao ar, ressuspensos em tampao contendo
7 M de ureia, 2 M de tioureia, Triton X-100 a 2%, DTT a 1%, fluoreto de
fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF) (Sigma-Aldrich) e pepstatina 5 uM e incubados
para 30 min em gelo. As amostras foram entao agitadas em vértice durante 30 min
a 8 °C e centrifugadas durante 20 min. Os sobrenadantes foram recolhidos, e as
concentracbes de proteina foram determinadas utilizando 2-D Quant Kit (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA).

Digestéo de proteinas

Para a digestao de proteinas, foram utilizadas trés repeticées biologicas de
100 ug de proteinas. Antes do passo de digestdo com tripsina, as amostras de
proteina foram precipitadas utilizando a metodologia metanol / cloroférmio para
remover qualquer detergente das amostras (Nanjo et al., 2012). Em seguida, as
amostras foram ressuspensas em tampao Urea 7 M e Tiourea 2 M, e dessalinizadas
em filtros centrificos Amicon Ultra-0,5 3 kDa (Merck Millipore, Alemanha). Os filtros
foram cheios até a capacidade maxima com tampdes e centrifugados a 15 000 g

durante 20 minutos a 20 °C. As lavagens foram realizadas duas vezes com ureia 8



26

M e depois duas vezes com bicarbonato de aménio 50 mM (Sigma-Aldrich) pH 8,5,
permanecendo aproximadamente 50 uL por amostra apoés a ultima lavagem.

A metodologia utilizada para a digestao protéica foi a descrita anteriormente
(Calderan-Rodrigues et al., 2014). Para cada amostra foram adicionados 25 pL de
RapiGest® a 0,2% (v/v) (Waters, Milford, CT, EUA) e as amostras foram
brevemente agitadas em vortice e incubadas num Eppendorf Thermomixer® a 80
OC durante 15 min. Em seguida, adicionou-se 2,5 yL de DTT 100 mM (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) e os tubos foram submetidos a vortice e
incubados a 60 °C durante 30 minutos sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se 2,5
ML de iodoacetamida 300 mM (GE Healthcare) e as amostras foram agitadas em
vortice e depois incubadas no escuro durante 30 min a temperatura ambiente.
Depois disso, adicionou-se 5 yL de DTT 100 mM para extinguir o excesso de
lodoacetamida. A digestao foi realizada por adi¢cao de 20 pL de solugéo de tripsina
(50 ng/uL; V5111, Promega, Madison, WI, EUA) preparada em bicarbonato de
amonio 50 mM e as amostras foram incubadas a 37 °C de um dia para o outro.
Para a precipitacdo RapiGest®, adicionou-se 10 uL de &cido trifluoroacético a 5%
(viv) (TFA, Sigma-Aldrich) e incubou-se a 37 °C durante 90 minutos, seguido de um
passo de centrifugacao de 30 min a 16 000 g. As amostras foram transferidas para
Frascos de Recuperacao Total (Waters).

Logo apés toda essa metodologia descrita, foi utilizado para andlise das
proteinas o ESI-LC-MC /MC, com corridas de trés repeticdes bioldgicas. A andlise
utilizou o banco de dados de proteinas Zea mays da Uniprot KB (www.uniprot.org).
As analises quantitativas relativas livres de rétulos foram realizadas com base na
proporcao de contagens de ides de proteina entre amostras contrastantes. Apos o
processamento de dados e para garantir a qualidade dos resultados, apenas as
proteinas presentes em 2 de 3 execucdes foram utilizadas. Além disso, proteinas
diferencialmente abundantes foram selecionadas com base em uma mudanca de
dobra de pelo menos 1,5 e ANOVA P <0,05. A anotacao funcional foi realizada

usando o software Blast2Go v. 3.4 (Conesa et al., 2005).
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4.1 Fatores de producao do milho pipoca: experimento 1

27

Entre os fatores de producédo avaliados, ndo houve diferenca estatistica na

fonte de variagdo manejo para as variaveis altura de planta (ALT), altura de espiga

(AE), numero de fileira de gréos (NFG). Todavia, para o diametro de colmo (DC) foi

significativo a 10% de significancia pelo teste F (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo do quadro de analise de variancia. Quadrados meédios das
caracteristicas altura de plantas (ALT), altura de espiga (AE), diametro de colmo

(DC) e numero de fileira de graos (NFG)

Quadrados Médios

FV GL
ALT AE DC NFG

N° Plantas 1 0,02176ns 0,0000491ns Ons 0,46264ns
Blocos 3 0,015054ns 0,0003386ns 2,8405ns 0,62717ns
Manejo 5 0,013374ns 0,0098497ns 7,6179. 0,20486ns

Residuo 14 0,01517 0,010035 3,2826 0,34214
Média - 1,756525 0,932083 15,611 12,30833
CV% - 7,01199 10,74742 11,606 4,752256

.. Significativo a 10% e ns: N&o significativo pelo teste F.

Um colmo mais espesso confere mais resisténcia ao acamamento, além de

este ser utilizado na formacao de gréos, por ser um canal transportador de solidos
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soluveis (Paixdo et al., 2008). Os coeficientes de variacdo experimental (CV%)
foram inferiores a 10% para (ALT), (AE) e (NFG). Plantas que possuem um porte
mais baixo, além de menor susceptibilidade ao acamamento, apresentam melhor
adaptacao a colheita mecanizada e maior resisténcia ao estresse hidrico (Demétrio
et al., 2008). Segundo Gomes (1990), os coeficientes de variacdo observados nos
ensaios agricolas de campo podem ser considerados baixos quando inferiores a
10%, médios quando variam de 10% a 20%, altos quando se estendem de 20% a
30% e muito alto quando superiores a 30%.

Pelos valores apresentados, apesar de estatisticamente n&o ter havido
diferenca significativa entre os manejos estudados, nota-se um incremento das
médias, destacando-se para os tratamentos com mesotrione + atrazina e somente
mesotrione quando comparado com a testemunha para estas varidveis mostradas
(Tabela 2).

Tabela 2. Médias ajustadas (Erro padrdo) das caracteristicas altura de plantas
(ALT), altura de espiga (AE), diametro de colmo (DC), numero de fileira de gréaos
(NFG)

ALT(cm) AE(cm) DC(mm) NFG

Tratamentos:
Média SE Média SE Meédia SE Média SE
Capinado 1,81 0,063 1,02 0,052 17,28 0,933 12,27 0,301
Sem capina 1,75 0,064 0,88 0,052 15,10 0,942 12,65 0,304
Mesotione +Atrazina 1,84 0,067 0,90 0,055 17,41 0,988 12,25 0,319
Mesotrione 1,74 0,064 0,96 0,052 14,91 0,942 12,25 0,304
Nicosulfulron+Atrazina 1,69 0,062 0,92 0,050 14,97 0,906 12,46 0,293
Nicosulfulron 1,69 0,063 0,91 0,051 13,99 0,925 11,98 0,299

Auséncia de letras na coluna significa que todas as médias foram estatisticamente iguais, pelo teste
Tukey a 5% de significancia.

As plantas de milho-pipoca sdo mais delicadas que as de milho comum,
apresentando colmos mais finos e por isso quebram facilmente e sdo mais
suscetiveis ao tombamento (Cruz et al., 2004). Com isso, as alturas de planta assim
como o diametro de colmo s&o motivos relevantes para a cultura do milho pipoca,
de modo a prevenir que os tratamentos promovam alturas de plantas elevadas e
colmos muito finos. Portanto, levando-se em consideracdo essas duas

caracteristicas das plantas de milho-pipoca, embora ndo significativas, pode-se
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dizer que, nas condicdes em que o experimento foi conduzido, na aplicacdo do
herbicida nicosulfuron, proporcionou-se meédias com os melhores resultados, uma
vez gque neste tratamento foram observados a menor altura de planta. Os maiores
diametros de colmo foram encontrados no manejo somente com o herbicida
mesotrione fator este desejavel, contribuindo com a reducdo de quebras e
tombamentos de plantas, e consequentemente com o aumento da produtividade.
(Tabela 2).

Observa-se na tabela 3 que, entre os manejos, também nao houve
diferenca significativa para as caracteristicas: numero de graos por fileira, massa

de espiga, comprimento de espiga e diametro de espiga.

Tabela 3. Resumo do quadro de andlise de variancia. Quadrados médios das
caracteristicas numeros de grdos por fileira (NGF), massa de espiga (ME),
comprimento de espiga (CESP), diametro de espiga (DE).

Quadrados Médios

FV GL
NGF ME CESP DE
N° Plantas 1 10,342ns 243,776 . 1,1763ns 6,7532.
Blocos 3 11,966ns 144,249 . 2,1355ns 0,8262ns
Manejo 5 19,321ns 22,989ns 2,6335ns 0,1623ns
Residuo 14 10,515 55,151 1,3667 1,6551
Média - 36,26667 37,11233 14,685 27,51592
CV% - 8,941171 20,0106 7,9612 4,675491

.. Significativo a 10% e ns: N&o significativo pelo teste F.

Apesar de haver uma reducdo de apenas de 5% entres as médias do
melhor manejo de plantas daninhas, comparado ao manejo sem capina,
possivelmente o que pode ter contribuido para a queda dessa taxa foram as
condi¢des climaticas, pois a época de cultivo era um periodo de safrinha com
irregularidades climaticas, assim houve uma ma polinizacdo e na formacdo das

espigas fatores estes determinantes para estas variaveis (Tabela 4).



30

Tabela 4. Médias ajustadas (Erro padrédo) das caracteristicas niumero de graos por
fileira (NGF), massa de espiga (ME), comprimento de espiga (CESP), diametro de
espiga (DE)

. NGF ME(g) CESP(cm) DE(mm)
Manejos: : : : :

Média SE Meédia SE Média SE Meédia SE
Capinado 38,42 1,670 39,01 3,824 15,73 0,602 27,72 0,663
Sem capina 37,77 1,686 36,79 3,861 15,41 0,608 27,36 0,669
Mesotione +Atrazina 35,71 1,769 39,69 4,051 14,26 0,638 27,25 0,702
Mesotrione 31,88 1,686 34,59 3,861 13,19 0,618 27,48 0,669
Nicosulfulron+Atrazina 35,85 1,622 38,64 3,714 14,49 0,585 27,79 0,643
Nicosulfulron 37,97 1,656 33,94 3,793 15,02 0,597 27,50 0,657

Auséncia de letras na coluna significa que todas as médias foram estatisticamente iguais, pelo teste
Tukey a 5% de significancia.

As médias de comprimento de espiga estimadas neste trabalho, em todos
0s manejos, foram inferiores as médias estimadas por Capentieri-Pipoloet al.,
(2002). Em estudos de avaliacdo de hibridos, estes autores estimaram valores
médios para comprimento de espiga de 16,61cm, e valores minimos e maximos
variando de 15,18 cm a 19,46 cm.

Shioga e Gerage, (2010), avaliando diferentes épocas de semeadura no
desempenho da cultura do milho na safrinha, em quatro localidades do Estado do
Parana, observaram que plantios mais tardios prejudicaram o rendimento de graos
em consequéncia do baixo acumulo de calor, pela diminuicdo da temperatura
ambiente. Esta limitacdo pode explicar os menores valores para a producdo de
graos na safrinha, podendo ser corrigido pela realizacdo de plantios mais precoces,
evitando os meses de maiores variacGes climaticas e com menores temperaturas
do ano.

As variaveis massa de 100 graos e capacidade de expansdo mostram que
0s manejos estudados nao influenciaram de forma significativa. Ja para o nimero

de espiga e rendimento de graos foi significativo a 1% pelo teste F (Tabela 5).
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Tabela 5. Resumo do quadro de analise de variancia. Quadrados médios das
caracteristicas numero de espiga (NE), massa de 100 graos (M100), rendimento de
graos (REND) e capacidade de expanséo (CE)

Quadrados Médios

FV GL
NE M100 REND CE

N° Plantas 1 255,983** 5,5731. 390528** 2,979ns
Blocos 3 26,596** 1,3201ns 84239** 37,155ns
Manejo 5 8,721** 2,3532ns 40331** 13,699ns

Residuo 14 1,613 1,2211 6699 16,488
Média - 20,20833 7,840417 435,53 25,09722
CV% - 6,285047 14,09432 18,793 16,17941

ns, *,**,. Nao significativo, significativo a 5, 1 e 10% respectivamente pelo teste F.

A maior média do numero de espiga foi obtido no tratamento de manejo
capinado, com 22 espigas, ndo se diferenciando estatisticamente dos manejos
mesotrione + atrazina e nicosulfuron, estes com médias de 20 espigas, e mesotrine,
com média de 19 espigas. Porém, foi diferente do manejo nicosulfuron + atrazina e
sem capina, nas quais foram obtidas menores médias dos nimeros de espigas

entre todos os tratamentos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6. Médias ajustadas (Erro padréo) das caracteristicas niumero de espiga
(NE), massa de 100 graos (M100), rendimento de graos (REND) e capacidade de
expansao (CE).

NE M100(g) REND(kg/ha?) CE(ml/g)
Tratamentos:

Média SE Média SE Média SE Média SE
Capinado 22,78 0,65a 9,22 0,569 527,45 42,15ab 21,69 2,091
Sem capina 19,05 0,66b 7,59 0,574 391,39 42,55abc 24,23 2,111
Mesotione +Atrazina 20,60 0,69ab 6,79 0,603 584,23 44,65a 26,77 2,215
Mesotrione 19,69 0,66ab 7,72 0,574 312,75 4255¢c 27,56 2,111
Nicosulfulron+Atrazina 18,61 0,64b 8,18 0,553 383,12 40,93bc 25,73 2,031
Nicosulfulron 20,51 0,65ab 7,55 0,564 414,24 41,8labc 24,61 2,074

Médias seguidas de mesma letra ndo foram estatisticamente diferentes pelo teste Tukey a 5%
significancia. Auséncia de letras na coluna significa que todas as médias foram estatisticamente
iguais.
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O manejo de plantas daninhas sem capina apresentou menor média de
rendimento de graos, quando comparado a melhor média do controle quimico com
o herbicida (mesotrione + atrazina), observou-se que a falta do controle das plantas
daninhas na cultura do milho-pipoca, pode ter ocasionado uma reducgao de 33% na
produtividade, o que corresponde a uma perda de 193 kg/ha (Tabela 6).

Para a capacidade de expansao dos graos de milho-pipoca, apesar de nao
ter apresentado diferenca significativa entre os tratamentos, os valores alcancados
foram muito abaixo do esperado. A menor capacidade de expanséao foi de 21,68 ml
g* obtido no tratamento capinado. Nos manejos com tratamentos de herbicidas
para controlar as plantas daninhas no milho-pipoca, a capacidade de expanséo foi
de 27,56 ml g para a area que recebeu aplicacdo do herbicida mesotrione e de
26,76 ml g*' onde se fez o controle das plantas daninhas pela mistura dos
herbicidas mesotrione + atrazina. O fato de ter sido utilizado apenas um genétipo
poderia ser a melhor explicacdo para ndo haver diferenca na capacidade de
expansdo entre os tratamentos (Tabela 6). Na escala mL mL?' (volume
pipoca/volume amostra), de acordo com Galvdo et al. (2000), indices de
capacidade de expanséo entre 21 e 26 s&o considerados bons e acima de 26 sao
excelentes. A avaliacdo de capacidade de expansdo apresentou o potencial de
expansdo apenas dos graos que foram capazes de estourar e se transformar em

pipoca.
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4.2 Componentes fisiolégicos do milho-pipoca: Flourescéncia da

Clorofila

As Alteragbes significativas nos parametros de flourencéncia avaliados
foram observados para todas as variaveis somente no fator tempo (Tabela 7).
Quanto ao fator manejo de plantas daninhas com aplicacdo de herbicidas e suas
testemunhas, observa-se efeito significativo (p>0,01) para indice fotossintético (Pi)
isoladamente e interagindo com o tempo parametros como eficiéncia fotoquimica e

indice fotossintético com 10% de significancia.

Tabela 7. Resumo do quadro de analise de variancia. Quadrados médios das
caracteristicas florescéncia minima (Fo), eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm), complexo
de liberacdo de Oz para o PSIl (Fv/Fo), indice fotossintético (Pi), indice de verde
(valores de SPAD)

Quadrados Médios
FV GL

Fo Fv/IFm Fv/Fo Pi Spad

Bloco 3 381574ns  0,011326* 1,8994**  3,6426** 113,56**
Tempo 3 3270391* 0,071845**  9,5638** 7,0293** 406,58**
Manejo 5 879391ns 0,005464ns 0,3509ns 2,0609** 37,27ns
TemxMan 15 609411ns 0,005946. 0,4025ns 1,0636. 29,68ns
Residuo 69 1058638 0,003455 0,2704 0,5994 20,27

Média 4474,729 0,725604 2,93072 1,9103 36,565
CV% 22,9936 8,100839 17,7424 40,531 12,314

** * e . Significativo a 1, 5 e 10% de probabilidade respectivamente; ns N&o significativo pelo teste
F.

Os valores da relacado Fv/Fm encontrados nesse experimento indicam que
ndo ocorreu dano no aparato fotoquimico associado ao FSII de maneira
permanente ao longo do tempo no milho-pipoca, em quase todos sistemas de
manejo avaliados. No manejo sem capina, nas avaliacdes realizadas nos quatro
periodos, foi observado que as plantas cultivadas em competicdo com a plantas
daninhas apresentaram reducédo na relagdo Fv/Fm ao longo do tempo que as
cultivadas com os outros manejos apresentados (Figura 1). Isso pode estar atrelado
ao maior efeito de competicdo nas plantas cultivadas que foi aumentando com o
tempo e diminuindo gradativamente os recursos como a radiagao solar, nutrientes

do solo que s&o esséncias ao crescimento e desenvolvimento do milho-pipoca.
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Figura 1. Desdobramento da interacdo dos diferentes dias apds aplicacdo de
herbicidas dentro de manejos de plantas daninhas sobre a eficiéncia fotoquimica
(Fv/Fm).

Observou-se que as injurias causadas na aplicacdo dos herbicidas a folha
de milho refletiram na queda do rendimento quantico maximo do fotossistema II,
mostrando a menor relacdo Fv/Fm nas leituras realizadas aos sete dias apds
aplicacdo (DAA) dos herbicidas. Neste caso, as plantas cultivadas com aplicacdo
de herbicidas apresentaram uma relagdo Fv/Fm abaixo de 0,75 que é considerado
o limite minimo para um aparelho fotossintético intacto.

No manejo com a mistura de herbicidas mesotrione + atrazina, nota-se que
aos sete DAA houve ajuste da equacdo ao modelo quadratico que proporcionou
menor relagdo Fv/Fm (Figura 1). Nos outros manejos com herbicidas, as plantas
apresentaram essa relagdo dentro da faixa adequada e com recuperagao de um
possivel dano apds este periodo. Quando as plantas estdo submetidas a qualquer
tipo de estresse podem apresentar relacdo Fv/Fm abaixo de 0,75, indicando
fotoinibicdo, devido a reducdo da atividade do fotossistema Il (Aradjo e Deminicis,
2009).

Em plantas anuais, como o milho-pipoca, os herbicidas com translocacao
apossimplastica, como € o caso do mesotrione e atrazina, quando pulverizados no
estadio juvenil da planta, sédo rapidamente transportados até o local de agéo porque
acompanham o rapido fluxo de fotoassimilados entre a fonte e o dreno. As plantas

21
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de milho-pipoca podem ser intoxicadas, como aconteceu nos manejos com
aplicacado dos herbicidas, com posterior recuperacdo. Em consequéncia disto, com
0 passar do tempo, ocorre a neutralizacdo das moléculas antes que esta atinja o
seu sitio de agdo. Ogliari et al. (2009) demonstraram que, em plantas de milho, o
mesotrione promove ativacao diferencial do sistema primario de transporte de
enzimas para desintoxicacao deste herbicida, o que pode ser atribuida a alteracbes
na conformacéo lipidica apds o tratamento com mesotrione.

Para atrazina, a clorose foliar observada ap6s aspersao do herbicida deve-
se ao dano & membrana das células causado pela peroxidacéo de lipidios. Ja no
caso 0 sintoma com mesotrione, a consequéncia mais caracteristica e inconfundivel
desse grupo de herbicidas € o branqueamento das folhas de espécies sensiveis
(Senseman, 2007).

Apesar dos sinais de injarias, a fase fotoquimica, que na presenca de luz
capta todas as reacdes quimicas nos tilacéides dos cloroplastos, nédo foi
influenciada por aplicacdo dos herbicidas. A producdo de moléculas ricas em
energia utilizadas na fixagdo de CO2, como adenosina-5-trifosfato (ATP), e poder
redutor, como a nicotinomida-adenina-dinucleotideo-fosfato redutase (NADPH) sdo
importantes rea¢des originadas nesta fase da fotossintese.

Na figura 2 observa-se a interacéo dos diferentes dias apos aplicacdo de
herbicidas e suas testemunhas, sobre o indice fotossintético (Pi) em plantas de
milho-pipoca. Nota-se para os manejos com herbicida nicosulfuron isoladamente e
sua mistura com atrazina nao afetou os valores de (Pi), em nenhum dos periodos
avaliados com ajustes nao significativos (p=0,13) e (p=0,04) para os modelos de

regressoes lineares respectivamente.
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Figura 2. Desdobramento da interacdo dos diferentes dias apds aplicacdo de
herbicidas dentro de manejos de plantas daninhas sobre o indice fotossintético (Pi).

Para 0 manejo mesotrione + atrazina e o mesotrine aplicado isoladamente,
os valores observados de Pi, avaliados no periodo entre sete e quatorze dias apés
aplicacao, foram inferiores no milho-pipoca cultivado sob os outros manejos,
indicando um dano a atividade do aparato fotoquimico associado ao fotossistema
Il com representacbes no ajuste significativo (p<0,01) e (p=0,05) para as
regressdes de modelos quadraticos respectivamente (Figura 2).Este fato pode ser
devido aos efeitos da molécula do herbicida mesotrione no interior da planta, agindo
com uma descoloragao e branqueamento, seguidos por clorose, que desapareceu
as sequelas apos os 21 dias da aplicagdo. O melhor metabolismo do mesotrione foi
relatado em milho comum por uma desintoxicacdo mediada pela mono-oxigenase
citocromo P450 (Hawkes et al,, 2001). Ma et al, (2013) observaram que o milho &
naturalmente tolerante ao mesotrione devido a uma taxa rapida hidroxilacdo da
P450 catalisada.

Em geral, algumas folhas podem apresentar nervuras verdes se a
coloracdo da mesma se torna amarelada, com margens externas das folhas

inferiores mais afetadas. Nas folhas maduras, inferiores e completamente
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expandidas é que os sintomas costumam aparecer, ou seja, folhas que estejam
transpirando ativamente. Observa-se, desse modo, a inibicdo do crescimento das
plantas, como decorréncia secundaria da inibicdo da fotossintese (Vidal; e Fleck,,
2001).

Nas condi¢cdes do presente trabalho, a maquinaria fotoquimica do milho
apresentou certa tolerancia aos herbicidas, mesmo nos tratamentos com

associacao de produtos e com uma recuperacédo apos 21 dias da aplicacao.

4.3 Levantamento fitossocioldgico na cultura do milho-pipoca

Para o manejo com capina foram identificadas sete espécies de plantas
daninhas infestando a cultura. Para as espécies Cyperus rotundus L, (tiririca),
Panicum maximum (capim-colonido), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha),
obteve-se os maiores valores de densidade relativa (Dr) que foram de 64,36, 17,24
e 11,49, respectivamente. Esses valores indicam que estas espécies foram as que

apresentaram o maior numero de individuos (Figura 3).

Capinado
Sida glaziovii m
Digitaria horizontalis
[pomoea nil m
Glainsoga quadriradiata m Densidade R.
Eleusine indica = Frequéncia R.

Panicum maximum
Cyperus rotundus L.

Dominancia R.

0 50 100 150 200
VI

Figura 3. Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o indice de Valor de Importancia (IVI1) para o manejo com capina de sete
plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais avaliadas no genétipo
UENF-14 de milho-pipoca.

No caso dos IVIs (indices de Valor de Importancia) dessas espécies foram

superiores as demais, indicando valores de 147,26 para a tiririca; 57,17 para o



38

capim-colonido; e 34,64 para o capim-pé-de-galinha, Estas plantas daninhas,
apresentaram maior competicdo com a cultura, indicando que elas exercem
influéncia dentro da comunidade, podendo ser evidenciada pela Densidade
Relativa (DeR) que foi o indice que mais contribui para os valores de VI, devido
aos elevados numero de individuos apresentados.

Os efeitos consideraveis na diminuicdo da produtividade é um forte
indicativo da competicéo pelo os fatores de producao, medindo a infestacéo pelas
densidades de plantas e outros indices.

Considerando o manejo sem capina (figura 4), foram identificadas 14
espécies de plantas daninhas, as quais se destacaram C. rotundus L, (tiririca), P.
maximum (capim-colonido), Galinsoga quadriradiata (fazendeiro), Sida glaziovii
(guanxuma-branca) por apresentarem maior niamero de individuos por area, com
valores respectivos de 38,65, 23,52, 8,40 e 5,05. Neste contexto, os IVIs das
espécies foram superiores as demais, apresentando valores de 84,41 paraP.
maximum, de 67,10 paraC. rotundus L, 35,41 paraG. quadriradiatae 20,57 paraS.
glaziovii, indicando que as plantas encontradas neste tratamento possuem dentro

da comunidade uma maior importancia competitiva.

Sem capina

Commelina benghalensis
Alternanthera tenella
Echinochloa colona
Brachiaria mutica
Amaranthus viridis L.
Sidastrum micranthum
Richardia scabra
Desmodium barbatum
Mormodica charantia L.
Sida glaziovii

Ipomoea nil

Cyperus rotundus L.
Glainsoga quadriradiata
Panicum maximum

m Densidade R.
m Frequéncia R.
Dominancia R.
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Figura 4. Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o Indice de Valor de Importancia (IVl) para o manejo sem capina de
guatorze plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais avaliadas no
genotipo UENF-14 de milho-pipoca.
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No manejo com mesotrine + atrazina, ocorreu infestacdo somente de duas
espécies de plantas daninhas, sendo ela a C. rotundus L, (tiririca) e P. maximum
(capim-colonido) que contabilizaram elevado nimero de individuos por area, com

seus valores de 67,64 e 32,35 de dominancia relativa, respectivamente.

mesotrione + atrazina

Panicum maximum

m Densidade R.

® Frequéncia R.
Cyperus rotundus L. - A
Dominancia R.
0 50 100 150 200
VI

Figura 5 — Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o indice de Valor de Importancia (IVI) para o manejo mesotrione +
atrazina, de duas plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais
avaliadas no gendtipo UENF-14 de milho-pipoca.

No caso dos IVIs, ambas as espécies exerceram uma certa influéncia na
comunidade de plantas daninhas com valores de 184,54 e 115,45,
respectivamente. Observa-se que a aplicacdo desses herbicidas promoveu uma
expressiva diminuicado de plantas daninhas em relacdo ao manejo sem capina, o
gue pode ser explicado pela eficiéncia dos herbicidas com bom controle de outras
espécies.

Neto et al, (2003), trabalhando com diferentes herbicidas e formulagéo no
controle de plantas daninhas na cultura do milho, observam que no tratamento em
gue o mesotrione foi utilizado em associa¢do com atrazina, se conseguiu o melhor
efeito na eficiéncia do controle das plantas daninhas, aos sete dias apds a
aplicacao.

Para 0 manejo com mesotrione, o capim colonido foi 0 que proporcionou
maior estimativa do indice de Valor de Importancia, com um valor de 85,35,

mostrando que essa planta, com caracteristicas morfolégicas muito parecidas com
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a do milho, pode promover maiores perdas a cultura dependendo do herbicida

utilizado na comunidade infestante (Figura 6).

mesotrione
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Figura 6. Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o indice de Valor de Importancia (IVI) para o manejo mesotrione, de trés
plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais avaliadas no genotipo
UENF-14 de milho-pipoca.

Dentre os fatores analisados, a dominancia relativa dessas plantas
invasoras foi o fator que mais contribuiu para as maiores inferéncias de IVI. Estes
resultados revelam que o P. maximum (capim-colonido) foi a que apresentou o
maior namero de individuos na area, seguido pelaC. rotundus L, (tiririca) e Digitaria
horizontalis (capim-colch&o), espécies também identificadas na éarea. Nota-se,
ainda, na figura 7, que em relagcdo aos fatores Frequéncia Relativa (Fr) e
Dominancia Relativa (DoR), a DoR apresentou maior importancia para o P.
maximume a Fr para C. rotundus L e Digitaria horizontalis, mostrando que o P.
maximum conteve maior peso de matéria seca. Aléem disso, P. maximum e a C.
rotundus L. estiveram presentes em maior nimero de amostras coletadas.

Foloni (2002), trabalhando com o herbicida mesotrione na cultura do milho,
observou gque esta molécula proporcionou excelentes resultados no controle das
plantas daninhas, chegando a controlar de 90 a 100% Digitaria horizontalis,
Eleusine indica, Brachiaria plantaginea, Acanthospermum hispidum, Portulaca
oleracea e Galinsoga parviflora.O mesotrione inibe a enzima 4-hidroxifenilpiruvato

dioxigenase (HPPD), que converte a tirosina em plastoquinona e a-tocoferol na
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biossintese de carotendides (Beaudegnies et al., 2009). As espécies susceptiveis
apresentam branqueamento foliar, seguido por necrose tecidual de danos
causados por radicais livres as membranas celulares (Lee et al., 1999, McCurdy et
al., 2009).

mesotrione
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Figura 7. Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o indice de Valor de Importancia (V1) para 0 manejo mesotrione de trés
plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais avaliadas no genétipo
UENF-14 de milho-pipoca.

Dentre as espécies avaliadas a C. rotundus Le a espécieP. maximum
revelaram os maiores valores de VI, sendo 168,22 e 87,23, respectivamente, se
destacando como as espécies de maior importancia para o nicosulfuron + atrazine
(Figura 8). Contudo, para a tiririca, a DeR foi o fator que mais contribuiu para o valor
de IVI, seguido por Dor e Fr. Isso significa que a tiririca apresentou maior nimero
de individuos entre as espécies presentes na area, maior frequéncia entre as

amostras coletadas na area e maior peso de matéria seca entre as espécies.
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nicosulfuron + atrazina
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Figura 8. Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o indice de Valor de Importancia (IVI) para o manejo nicosulfuron +
atrazina, de trés plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais
avaliadas no gendtipo UENF-14 de milho-pipoca.

Para Spader e Vidal (2001), a adocao de nicosulfuron, em dose reduzida,
e associada a herbicidas mais seletivos as plantas de milho, como atrazine, poderia
ser uma alternativa para se obter controle satisfatorio das plantas daninhas sem
causar danos a cultura.

Pode-se notar na figura 9 que a espécie Sidastrum micranthum (malva-
preta) foi a que revelou menor VI (44,54%), sendo a de menor importancia. Estes
dados mostram que a mistura nicosulfuron + atrazine, apesar de ter controlado bem
a maioria das espécies presentes na area, nao controlou as espécies C. rotundus
e P. maximum, ndo sendo tao eficiente no controle dessas espécies, confirmando
assim as informacdes de Rodrigues e Almeida (2005).

No manejo com nicosulfuron foram observados que o controle realizado
para P. maximum foi suficiente para reduzir a infestacdo dessa espécie, em
comparacdo ao manejo sem capina. A Cyperus rotundus L, (tiririca) foi a espécie
com maior VI encontrada na area experimental, seguida por a Digitaria horizontalis

(capim-colch&o), com valores de 92,85 e 46,80% respectivamente.
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nicosulfuron
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Figura 9. Histogramas representativos das estimativas de algoritmos que
expressam o Indice de Valor de Importancia (IVI) para o manejo nicosulfuron, de
onze plantas daninhas de ocorréncia nas parcelas experimentais avaliadas no
gendtipo UENF-14 de milho-pipoca.

Nota-se que as menores taxas do niumero de plantas daninhas podem ser
verificadas nos tratamentos com as misturas dos herbicidas mesotrione + atrazina
e nicosulfuron + atrazina (Figura 5 e 8), confirmando que a associacdo dos
herbicidas € uma alternativa viavel, concordando com Spader e Vidal (2001).
Embora esta Ultima associacdo seja consagrada no setor agricola, ha pouca
disponibilidade de resultados cientificos. A maioria dos trabalhos visa
principalmente demonstrar a seletividade da associacéo a cultura do milho (Silva et
al., 2005; Jakelaitis et al., 2005a; Rizzardi et al., 2008).

As plantas daninhas identificadas nesta pesquisa, pertencendo a maior
parte a familia Poaceae, que expressaram caracteristicas fenolégicas semelhantes
as do milho-pipoca apresentaram magnitude mais elevada de IVIs.

Vale ressaltar a importancia de tecnologias de aplicacdo como as dosagens
precisas, a utilizacdo de equipamentos regulados e calibrados, bem como o uso
correto de herbicidas, o modo e mecanismo de acdo dos produtos, a atividade

residual, o registro para a cultura, o comportamento dos herbicidas no solo e
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principalmente a época adequada de aplicacdo para se obter bons resultados de
controle das plantas daninhas.

Com estes conhecimentos, pode-se aumentar a rentabilidade dos
produtores por unidade de cultivo, garantindo elevada produtividade. Entretanto,
somente com o uso adequado dos herbicidas, com menores perdas dos produtos
e por decorréncia de minimas contaminacfes do meio ambiente, além de assegurar

uma vida mais saudavel para os consumidores.

4.4 Componentes fisiolégicos do milho-pipoca: Flourescéncia da

Clorofila (Experimento 2 - Casa de vegetacgao)

Houve interacdo significativa (p<0,01) entre data de aplicacdo e manejo de
plantas daninhas para as variaveis florescéncia minima (Fo), eficiéncia fotoquimica
(Fv/Fm), complexo de liberagdo de O2 para o PSIl (Fv/Fo) e indice fotossintetico
(Pi). Ja o indice de verde (valores de SPAD), respondeu isoladamente de forma
significativa sob o tempo apés aplicacdo do herbicida, ndo apresentando efeitos de

interacdo entre tempo e manejo (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo do quadro de andlise de variancia, Quadrados Médios das
caracteristicas fluorescéncia minima (Fo), eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm), complexo
de liberacdo de Oz para o PSII (Fv/Fo), indice fotossintetico (Pi), indice de verde
(valores de SPAD).

Quadrados Médios

FV GL :
Fo Fv/Fm Fv/Fo Pi Spad

Tempo 3 10501588** 0,153348**  3,8617**  4,347** 93,921*

Manejo 1 11595724** 0,284292** 19,1747** 36,238** 76,832,
Temx Man 3  73779054** 0,179005**  6,8283** 7,089**  41,528ns

Residuo 72 2025647 0,008618 0,3995 0,642 23,497

Média 6007,738 0,7221875 3,11883 1,9851 37,665
CV% 23,69032 12,85424 20,2651 40,358 12,8697

** * @, Significativo a 1, 5 e 10% de probabilidade respectivamente. ns Nao significativo pelo teste
F.

A fluorescéncia minima Fo apresentou diferenca entre o milho pipoca

cultivado sem aplicacdo do herbicida ao comparar ao milho-pipoca cultivado com
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aplicacéo dos herbicidas misturados. Nota-se que a equacao de regressao ajustou-
se significativamente (p<0,01) ao modelo linear sob efeito dos diferentes dias, apos
aplicagéo ao longo do periodo experimental no milho-pipoca tratado com herbicida,
mostrando que houve um incremento dos valores de Fo provocado pelas alteragbes
estruturais nos pigmentos fotossintéticos do fotossistema Il do qual este

componente faz parte.

Sem herbicida Com herbicida
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Figura 10. Fluorescéncia minima (Fo) em folhas de milho-pipoca sem e com o0s
herbicidas mesotrione + atrazina sob efeito de diferentes dias apos aplicacao.

No controle, as plantas nao apresentaram diferenca significativa, mostrando
gue o aparelho fotossintético permaneceu sem danos ao centro de reacoes.

Aumentos de Fo podem ocorrer, mas quando ha dano no centro de reacao
do fotossistema Il, ou por uma reducéo na transferéncia de energia de excitagcédo do
sistema coletor de luz para o centro de reacdo (Mathis e Pallotin, 1981; Baker e
Rosenqvist, 2004).

Todas as mensuracfes dos dados foram coletadas no mesmo horario da
manhd, evitando-se possiveis alteracbes, pois estas variaveis estdo mais
relacionadas as mudancas de temperatura ao longo do dia.

Houve diferenca no valor de (Fv/Fm) no tratamento mesotrione + atrazina
a partir dos primeiros dias, sendo este significativo (p<0,01) ajustado ao modelo
linear de regressao. Esta diferenca entre 0 sem e o com herbicida se prolongou
com maior modificacdo até aos quinze dias apés aplicacdo dos herbicidas, nédo
havendo recuperacéo da eficiéncia fotoquimica das folhas tratadas apos os trés

dias de aplicacdo. Assim, aos quinze dias apds aplicacdo, os valores de (Fv/Fm)
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ficaram muito abaixo da faixa adequada, que pode variar segundo Bolhar—
Nordenkampf et al, (1989), de 0,75 a 0,85 em plantas ndo submetidas a estresse,
diferentemente do gréafico controle, ndo havendo significancia (p=0,66) de efeito

entre os dias e se mantendo os valores na faixa apropriada.
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Figura 11. Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) em folhas de milho-pipoca sem e com os
herbicidas mesotrione + atrazina sob efeito de diferentes dias apds aplicacao.

As medi¢cbes de emissédo de fluorescéncia da clorofila demonstraram a
fotoinibicdo crénica nas plantas de milho-pipoca, assim como demonstrado pela
diminuicdo de (Fv/Fm), diante da resposta observada ao estresse, Contudo,
sugere-se que a reducao dos valores de (Fv/Fm) possa ter ocorrido devido a um
ajuste fotoquimico, relacionado principalmente a diminuicéo do teor de clorofilas em
nivel foliar, observada por meio dos valores do indice indireto do teor de clorofilas
no tratamento com estresse, levando, consequentemente, a uma redugao na
capacidade de captacao de luz pelas plantas.

Para os diferentes dias apés aplicacdo das misturas de herbicida, nota-se
efeito significativo em todos os tempos para o complexo de liberagdo de Oz para o
fotossistema Il. Observando-se o efeito significativo (p<0,01), com ajuste a equagao
de regressao ao modelo linear, apresentando um decréscimo acentuado na variavel
logo apds primeiro tempo de aplicacdo do herbicida. Diferentemente do controle
que nao foi significativo (p=0,17), ajustando-se a equacao de regressédo ao modelo
linear apresentado nenhum efeito na variavel com relagéo ao fotossistema Il (Figura

12). Com isso, para os efeitos fisiologicos existe um certo limite de relacédo entre a
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cultura e a molécula do herbicida, que pode ser ultrapassado, causando disturbios,

chegando a retardar o desenvolvimento ou até mesmo matar a cultura.

Sem herbicida Com herbicida
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Figura 12. Complexo de liberagdo de Oz para o PSII (Fv/Fo) em folhas de milho-
pipoca sem e com os herbicidas mesotrione + atrazina sob efeito de diferentes dias
apos aplicacéo.

Nas plantas susceptiveis tratadas com mesotrione + atrazina, a taxa de
fixacdo de CO:2 declina em poucas horas apoés o tratamento com herbicida. Ja no
caso de plantas tolerantes, a taxa de fixagdo ndo cai a niveis tdo baixos com retorno
ao normal em poucos dias e nas sensiveis ndo ocorre recuperacdo. Nesse caso,
essa taxa chega proximo de zero em 1 a 2 dias apés aplicacéo.

Nos tratamentos com e sem herbicidas, os valores de Pi comportam-se de
forma diferente. Somente no tratamento com herbicida, durante as medi¢cdes dias
apoés aplicacdo, houve efeito significativo (p<0,01), ajustando-se ao modela linear.
Assim, nos periodos sete, quatorze e vinte e um dias apos aplicagdo, o tratamento
com mesotrione + atrazina reduziu seus valores abaixo do esperado em relacdo ao
controle, caracterizando ao longo do tempo que os valores de Pi proporcionaram
uma deterioracdo do aparato fotossintético da planta sem demostrar possiveis

reacdes de recuperacédo das folhas de milho-pipoca.
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Figura 13. indice fotossintetico (Pi) em folhas de milho-pipoca sem e com 0s
herbicidas mesotrione + atrazina sob efeito de diferentes dias apds aplicacao.

Estes resultados, além de ser uma caracteristica a respostas do herbicida,
podem ainda estar relacionados ao efeito do ambiente de cultivo, possuindo uma
baixa umidade relativa e uma certa interceptacdo da luz solar, sabendo-se que as
plantas de milho-pipoca com metabolismo fotossintético Cs apresentam elevadas
taxas de crescimento em altas intensidades de luz, prejudicando assim, ainda mais
a maguinaria fotossintética, ndo havendo uma melhoria sobre o estresse

apresentado.

4.5 Quantificacdo por espectrometria de massa e efeitos do mesotrione +
atrazina na expressao de proteinas envolvidos na fotossintese em

plantas de milho pipoca:

A andlise do proteoma de tecidos de interesse € um método direto de
investigacdo de possiveis alteracBes imprevisiveis, devido a incorporacdo dos
herbicidas no tecido foliar das plantas de milho-pipoca.

A adicdo de uma concentracdo conhecida de padrao interno nas amostras
permite que seja feita a quantificacdo das proteinas em cada tratamento de
diferentes dias apos aplicacdo do herbicida. A concentracao total de peptideos na
amostra pode ser aferida em cada tempo, comparando estas com o seu controle

individualmente.
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Essa quantificacdo dos peptideos presentes nas amostras permite realizar
a comparacao entre as com controle sem herbicida e as tratadas com herbicida, a
fim de se verificar como se da a expressao das proteinas em cada uma delas nos
seus respectivos tempos de avaliacdo. Esta analise de expressdo possibilita
identificar as proteinas que sao diferencialmente expressas e as que sao
preferencialmente expressas em todas a amostras, confrontando as plantas sem e
com herbicidas.

A concentragcdo de proteinas caracteriza que nos tratamentos com trés,
sete e quinze dias apos aplicacdo, houve uma quantia maior de 22,96%, 17,6% e
21,51% respectivamente quando nesses mesmos tempos, comparado ao
tratamento sem herbicida, possuindo neste ultimo menor valor de proteinas,
quando se trata de plantas que ndo sédo submetidas ao estresse. A maior
concentracdo de proteinas encontrada foi no periodo de trés dias ap0s aplicacéo,
apresentado mais de 5000.00 (ug/g), demostrado que nesse tempo foi onde
caracterizou maior efeito das proteinas na planta. Logo, ainda nas plantas tratadas
com herbicida, essa concentragdo (ug/g) foi diminuindo com o passar dos dias,
quando comparado com sete e quinze dias apés aplicacao.

A divisdo de classes dentro da categoria funcéo biolégica (BLAST2GO)
resultou no nimero de proteinas identificadas e em cada uma delas para amostra
de herbicida/controle, sendo demostrado na figura 14.

Analisando-se a figura 14, € possivel notar algumas classes com diferencas
significativas na quantidade de proteinas identificadas para amostra, como algumas
dessas classes sao importantes para o crescimento e desenvolvimento da planta.
Essas diferencas podem indicar a presenca de proteinas chaves para a ocorréncia
e incremento de tal processo biolégico sinalizando, assim, pontos a serem melhor
explorados.

Um desses pontos de interesse sdo competentes da clorofila e
carotenoides, ja que os herbicidas agem sob efeito da luz solar com o0s processos
biologicos, precursor metabolico e energia, fotossintese e respostas ao estresse da
molécula quimica com as folhas, apresentando maiores quantidades de proteinas
identificadas no estudo com milho pipoca.

Das proteinas encontradas no tratamento de herbicida/controle com quinze
dias apos aplicagéo, foram identificadas a quantidade de 133 proteinas entre sub e

super expressas nas plantas de milho-pipoca, sendo elas subdividas em 14 classes
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Nos seus respectivos grupos bioldgicos. Entre as 14 classes, nove foram estudadas
separadamente com as maiores sequéncias de proteinas, duas se destacam com
maiores quantidades de proteinas encontradas no tratamento apresentado. Estas
sao relacionadas aos processos metabdlicos de pequenas moléculas (18%) e aos
processos metabdlicos do composto nitrogenado celular (15%) (Figura 14). O nivel
de expressao das proteinas relacionado a classe com maior nUmero de acesso
foram as sub reguladas, apresentando 52% e 48% para as super reguladas na

amostra apresentada.

Fotossintese
9%

H Processo metabdlico da macromolécula

H Geracdo de metabdlitos precursores e
energia

m Processo metabolico de carboidratos

M Processo metabolico do composto
nitrogenado celular

M Processo metabdlico protéico

M Processo metabdlico de compostos orgdnicos

W Processo metabdlico de pequenas moléculas

W Processo metabdlico da macromolécula

celular

Fotossintese

Figura 14. Classificagdo funcional das proteinas identificadas apd6s 15 dias da
aplicacao do herbicida mesotrione + atrazina em relacédo ao controle nas plantas
de milho-pipoca.

O Blast2go, por apresentar uma classificacdo abrangente gerada pelo
programa, permitiu das proteinas uma visdo muito generalizada de sua fungéo, uma
vez que se pesquisa uma correlacdo das mesmas com o processo de
desenvolvimento da planta. Contudo, além dos bancos de dados, foi com a ajuda

da literatura especializada que lidasse com o desenvolvimento vegetal, para
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viabilizar melhor classificacdo especifica, demonstrada na tabela 9 e que permitisse
uma discussao mais aprofundada da importancia dessas proteinas na aplicacéo de
herbicidas pés-emergentes na cultura do milho-pipoca.

No tratamento com herbicida em relagéo ao controle aos quinze dias ap0s
aplicacao, foi possivel identificar 133 proteinas foliares com papéis relevantes na
fisiologia vegetal, que serdo abordadas de acordo com seu processo biologico.
Foram identificados maiores numeros de proteinas nos grupos com funcdes
relacionadas a processos fotossintéticos, metabdlico de carboidratos e transducao
de sinal, metabdlitos precursores de energia, processo de modifica¢do de proteinas
celulares, etc. Entre todas as proteinas expressas identificadas no tratamento com
o herbicida mesotrione + atrazina 68 (51,12%) foram consideradas como super
regulada, enquanto que 65 (48,87%) das proteinas foram sub reguladas.

Os niveis de maior parte das proteinas relacionadas a fotossintese
detectadas no tratamento foram diminuidas com acéo do herbicida indicando que
a via de absorcao de luz sofreu uma grave destruicdo, mas algumas delas foram
aumentadas como a fosfoenolpiruvato carboxilase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase cloroplastica, clorofila a-b ligada CP24 cloroplastica, aconitato do
tipo citoplasmatico, cloroplatos ribossomal 50S. A diminuicdo do nivel dessas
proteinas pode levar a uma fotodegradacéo causada pela reducao da absorcao de
luz com as proteinas potenciais da oxigenacado cloroplastica, subunidade IV do
centro de reacao do fotossistema | e protoclorofila redutase. Os resultados obtidos
indicaram reducédo na atividade fotossintética e isso esta relacionado ao mecanismo
da atrazina de acao sobre a proteina D1 de PSII (Chalifour et al., 2009, Didur et al.,
2012), A inibicao da fotossintese induzida pela toxicidade da atrazina afeta todo o
estado fisiolégico e o processo de crescimento celular (Fai et al., 2007; Esperanza
et al., 2015),

Neste estudo, a maioria das transcricbes de proteinas foram
significativamente sub reguladas (Tabela 9). Fato este que as proteinas ligadas a
clorofila a / b funcionam na coleta e transferéncia de energia luminosa para o0s
centros de reacdes do fotossistema | e Il. Além disso, estas proteinas estao
envolvidas na dissipacao de luz e energia. Portanto, a coleta de luz por proteinas
sdo componentes importantes da maquinaria fotossintética que otimizam a funcéo
fotoquimica, minimizando a foto-oxidacao de danos em respostas a quantidade e a

qualidade de luz (Stauber et al., 2003). A diminuicdo de nivel do acesso B4FC27
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em células de milho-pipoca, como mostrado na tabela 9, o mais sub regulado entre
as proteinas no atual estudo pode estar relacionado ao mecanismo de acédo do
herbicida atrazina, que inibe o fotosistema I, diminuicdo da clorofila e sua
fluorescéncia, além da agdo do mesotrione, que por sua vez, tem efeito inibitorio de
carotendides e o0 mesmo esta sendo afetado no processo bioldgico da propria

proteina.
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Tabela 9: Proteinas identificadas no tratamento herbicida, em relacdo ao controle com caracteristicas fotossintéticas

Contagem

Acesso de Score Descricao Processo Bioldgico Sub - Super
P Reg. Reg.
peptideos
AOALDEGUS3 26 328.2 Potenciador da} oxigenagao Geracéao de m_et.abolltos, preCl.Jrsores e 1,756
cloroplastica energia; fotossintese,
P04711 61 596,1 Fosfoenolpiruvato carboxilase Proces'so mgtabollco de garbpld'ra.ltos.; 1,759
fotossintese; Processo biossintético;
K7TPS7 4 35.06 Qllceraldeldo-s-fosfgtq Processo catabollcg; Procgsso metabollco 1,504
desidrogenase cloroplastica do cofator; fotossintese;
BAELS5 10 104.5 Clorofilas a-b/llgadas ao Modnflcaga(? d_e pr_ote,lnas- celulares; - 1,68
cloroplasto, fotossintese; biossintético; transporte;
B6THS5 3 307  SubunidadelVdo centro de Fotossintese; 2,768
reacdo do fotossistema |
B4FC27 10 84,16 Protoclorofila redutase Metabolico de carpmdratgs; Mgtabohco do 4,235
cofator; fotossintese;
041048 7 @473  Potenciador de oxigénio 3- Fotossintese: 2,079
cloropléastico
P11601 4 48,161 Subunidade VII do fotossistema | Geragéao de m.et.abolltos' preCl_Jrsores e 2175
(cloroplasto) energia; fotossintese;
B6T2W9 11 90,51 Cloroplastos lumenais tilacéides Fotossintese: 171
de 19 kDa
B6TO37 - 68.49 Clorofila a-b I[qua CP24 Processo de mogllflcagag de p.rotelnas 2064
cloroplastica celulares; fotossintese;
B4FUA1 10 1131 Clorofila a-b ligante cloroplastica ' 10cess0 de madificacdo de proteinas —, ,,
celulares; fotossintese;
B6T892 4 38,015 Clorofila a-b ligante cloroplastica Processo de modificacdo de proteinas 2,628

celulares; fotossintese;
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Cont. Tabela 9

Contagem
de Sub  Super
Acesso peptideos Score Descricdo Processo Biolégico Reg. Reg.
Processo de modificacédo de proteinas
K7TWD9 7 64,16 Clorofila a-b ligante cloroplastica celulares; fotossintese; 1,595
Clorofila a-b ligada CP24 Processo de modificacdo de proteinas
B4FXBO0 5 40,47 cloroplastica celulares; fotossintese; 2,717
Processo catabdlico; transporte; Resposta ao
AOA1D6PJLO 18 124,6  Aconitato do tipo citoplasmético estresse,; 1,52
Cloroplastos contendo dominios Organizacédo de mebrana; Processo
B4FBY4 5 35 do tipo rhodanese catabdlico; proteina 1,512
Subunidade IV do centro de
B6TEI9 4 36,22 reacao do photosistema | Fotossintese; 2,648
chloroplast stem-loop binding of Metabolico do cofator e de lipideos;
K7VvDQ6 9 53,93 41 kDa chloroplastic Diferenciacao celular; fotossintese 1,511
Fotossistema | subunidade centro
B6TR16 4 39,89 de reacdo cloroplastica Processo metabdlico de carboidratos; 1,726
Processo de modificacédo de proteinas
B6SUC4 14 169,2 Clorofila a-b ligante cloroplastica celulares; fotossintese; 1,949
Cloroplastos que contém dominio
B6SUH9 5 30,75 psbP Fotossintese; 2,168
Potenciador da oxigenacgéao
AOA1D6HS38 17 171,6 cloroplastica Fotossintese; 2,891
Modificacdo de proteinas celulares;
COP6L9 2 12,47  Cloroplatos Ribossomal 50S Biogénese de ribossomas; 1,717

Reproducao; Resposta ao estresse;
traducéo; fotossintese,
Fotossistema | subunidade centro Geracao de metabdlitos precursores e
B6STG2 3 24,28 de reacdo cloroplastica energia; fotossintese; transporte; 2,19
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Analisando-se os sintomas de fotoxidez das plantas de milho-pipoca na
casa de vegetacao, observou-se que aos quinze dias apos aplicacao dos herbicidas
mesotrione + atrazina, houve uma intoxicacéo. A seletividade do mesotrione deve-
se a taxas diferenciais de metabolismo e dependente de espécies (O’Sullivan et al.,
2002, Wichert RA et al., 1999). A eficacia do mesotrione varia com a umidade e a
temperatura (Johnson e Young et al., 2002). No entanto, os efeitos da irradiancia
sobre a eficacia do mesotrione sdo poucos conhecidos. O mesotrione pode limitar
a capacidade da planta tratada com herbicida em suportar altas condi¢cbes de
irradiacé@o devido a inibicdo da biossintese de carotenoides.

A fotossintese € um alvo importante da mistura de herbicida mesotrione +
atrazina, que apresenta fortes efeitos inibitorios sobre biossintese de carotenoides,
inibicdo do fotossistema Il, rea¢des do fotossistema | e resultados sobre o NAPH,
sendo esta molécula como uma das mais importantes vias metabdlicas em
organismos fotossintéticos. A transformacao da energia solar e em energia quimica
para o crescimento das plantas, chamado de fotossintese, pode ser interrompido
em circunstancia desfavoravel, como uso de herbicidas, entre outros, o que pode
sim, influenciar as plantas as desenvolverem diversas fotoprotegcbes ou
mecanismos para lidar com essas tensfes, evitando movimentos como sistemas
reativos de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, transferéncia de elétrons,
via de fotorespiratoria, etc. Certamente, a possivel producdo de espécies reativas
de oxigénio como principal dano, relatada anteriormente, pode estar relacionada ao
mecanismo de acdo da atrazina, pois este herbicida bloqueia a transferéncia de
elétrons fotossintéticos para a plastoquinona com possivel manifestacéo de clorose

nas plantas tratadas.
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5 RESUMO E CONCLUSOES

Foram conduzidos dois experimentos, sendo um no municipio de Cambuci
— RJ, na estacdo experimental do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia Fluminense e o outro na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do CCTA,
na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes-RJ. O objetivo do trabalho foi avaliar seis tipos de manejo de plantas
daninhas na cultura do milho-pipoca e seus efeitos no comportamento desta
cultura.

No primeiro experimento, foi adotado o delineamento em blocos ao acaso,
com quatro repeticdes. Os tratamentos foram compostos por seis manejos de
plantas daninhas: com capina; sem capina; mesotrione + atrazine (192 g hati,a, +
1200 g ha'i,a,); mesotrione (192 g ha i,a,); nicosulfuron + atrazine (60 g hat i,a,
+ 1200 g hat i,a,); nicosulfuron (60 g ha? i,a,). Avaliaram-se as condicdes
fisiologicas das plantas de milho-pipoca aos 0, 7, 14, 21 dias apos aplicacdo dos
herbicidas, a produtividade, bem como a altura de plantas (ALT), altura de espiga
(AE), numero de fileira de gréos (NFG), numero de gréos por fileira (NGF), massa
de espiga (ME), comprimento de espiga (CESP), diametro de espiga (DE), nimero
de espiga (NE), massa de 100 grdos (M100), rendimento de grdos (REND) e
capacidade de expansdo (CE). Efetuou-se também estudo fitossocioldgico nas

areas de cada manejo de plantas daninhas.
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No segundo experimento, em casa de vegetacao, onde aplicou-se o melhor

manejo do campo (mesotrione + atrazine,192 g hati.a. + 1200 g ha'i.a.) e o outro

tratamento na auséncia de herbicida, constituiu-se da avaliagdo das plantas de

milho-pipoca em relagdo a analises fisiologicas e proteicas, verificando o

comportamento da cultura quando em contato com as moléculas dos herbicidas.

Neste experimento foi empregado o delineamento inteiramente casualizado, com

quatro repeticdes. Avaliaram-se as condicdes fisiolégicas de milho-pipoca aos 0, 3,

7 15 dias apos aplicagédo dos herbicidas, com posterior analise protedmica.

Com os resultados obtidos nos dois experimentos, permite-se as seguintes

conclusoes:

O numero de espigas (NE) e o rendimento de graos (REND) foram
maiores no tratamento mesotrione + atrazinaem relacdo a
produtividade do milho_-pipoca com médias de 20,208 unidades e
435,533 kg ha! respectivamente.

Todos os herbicidas causaram danos no aparelho fotossintético das
plantas de milho-pipoca, nos quais houve uma recuperacao, a partir
de 14 dias apés aplicacdo, indicando que os herbicidas foram
seletivos.

O manejo capinado e 0 manejo com mesotrione + atrazina foram os
gue proporcionaram maiores controles de plantas daninhas.

A espécie de planta daninha que apresentou o maior indice de valor
de importancia nos tratamentos estudados foi o capim-colonido
(Panicum maximum).

As principais espécies de plantas daninhas identificadas foram as C.
rotundus e P. maximum,

As misturas dos herbicidas mesotrione + atrazina e nicosulfuron +
atrazina nao controlaram as espécies Sidastrum micranthum, C.
rotundus e P. maximum,

A mistura mesotreione + atrazina reduziu a eficiéncia fotoquimica das
plantas de milho-pipoca ficando abaixo de 0,75, o que indica um mau
funcionamento do fotossistema Il e que ocorreu dano no aparato
fotossintético da cultura.

A diminuicdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila a indicou

gue o complexo-antena foi danificado na aplicacdo dos herbicidas
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(mesotrione + atrazina), diminuindo o fluxo de energia na cadeia
transportadora de elétrons e a fase fotoquimica da fotossintese.

Nas andlises protedmicas, foi possivel identificar diversas proteinas
relacionadas a fotossintese, varios processos metabdlicos e de
transporte expressas em condi¢des de efeito do herbicida com maior
guantidade das proteinas sub expressas na relagdo
herbicida/controle.

Por caracteristicas dos herbicidas seletivos e com seu dano
localizado no aparato fotossintético, o milho pipoca pode metabolizar
suas moléculas tornando-as inativas, mas, para iSsO muitos
metabdlicos primarios, juntamente com proteinas sinalizadoras e
suas vias sdo também alterados na presenca do efeito abidtico e isso
pode variar de acordo com a tolerancia da planta e a intensidade do

estresse imposto.
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