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RESUMO

JUNQUEIRA, V. B. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, Fevereiro de
2016. Viabilidade do grédo de pdlen, fisiologia e producdo de plantas de milho sob
efeito de piraclostrobina + epoxiconazol. Orientador: DSc. Alan Carlos Costa.
Coorientadora: DSc. Tatiana Boff.

O uso de fungicidas na cultura do milho tem sido mais frequente em funcdo da maior
incidéncia de doencas e também dos possiveis beneficios fisiologicos que alguns destes
produtos podem ocasionar. No entanto, alguns destes produtos, como 0s dos grupos
quimicos dos triazdis e das estrobilurinas, podem também interferir negativamente em
processos fisioldgicos e na formacgdo de érgdos reprodutivos. Desta forma, € necessario
um melhor entendimento sobre como esses produtos agem sobre plantas em diferentes
estadios fenoldgicos sem pressdo de doenca, para que haja melhor aproveitamento do
produto, reduzindo perdas e maximizando a producdo. Com isso, 0 objetivo desta
pesquisa foi avaliar o efeito do fungicida piraclostrobina + epoxiconazol (P+E), em
diferentes estadios fenoldgicos, na meiose, viabilidade e germinacédo de gréos de polen,
fisiologia e producédo de plantas de milho na auséncia de doencas. Foi desenvolvido um
experimento com o hibrido DKB390 PROII (Monsanto) e a aplicagdo de P+E na dose
comercial e um controle sem aplicacdo, em 3 épocas diferentes (E1 — V10; E2 — V14;
E3 — R1), com 5 repeticbes. Foram avaliadas as trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, viabilidade e germinacdo de grdos de polen e massa de cem gréos. Nas
plantas da Epoca 1, as anteras foram coletadas e fixadas 24 h ap6s a aplicacdo do
fungicida, para analises citogeneéticas. O fungicida piraclostrobina + epoxiconazol
reduziu a viabilidade dos grdos de pdlen (1,4 %), porém nao foi suficiente para causar

perdas na producdo. Além disso, ndo foram observadas diferencas em nenhuma das



Xi

outras variaveis avaliadas, sugerindo que o fungicida piraclostrobina + epoxiconazol, na
dose comercial e nas épocas testadas, ndo promove efeitos toxicos, tampouco beneficios
fisiologicos em plantas de milho do hibrido DKB390 PRO II, cultivadas em ambiente
controlado.

Palavras-chave: controle quimico, Zea mays L., estrobilurina, triazol.



ABSTRACT

JUNQUEIRA, V. B. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, February,
2016. Pollen grain viability, physiology and production of maize plants under
pyraclostrobin + epoxiconazole effects. Advisor: DSc. Alan Carlos Costa. Co-
Advisor: DSc. Tatiana Boff.

The use of fungicides in corn has been more frequent due to an increase in the incidence
of diseases and also the possible physiological benefits that some of these products may
cause. However, some of these products, such the ones that belong to strobilurin and
triazole chemical groups, may also interfere with physiological processes and formation
of reproductive organs. Therefore, it is necessary a better understanding of the mode of
action of these products on plants at different growth stages, so that it is possible to have
better benefit from the product, reducing losses and maximizing production. The aim of
this research was to evaluate the effect of the fungicide pyraclostrobin + epoxiconazole
(P + E), at different growth stages, on meiosis, pollen grain viability and germination,
physiology and production of maize plants in the absence of diseases. An experiment
was carried out with the hybrid DKB390 PROII and the application of pyraclostrobin +
epoxiconazole at the recommended dose and an untreated control, at 3 different timings
(S1 - V10; S2 - V14; S3 - R1), with 5 replications. Gas exchange, chlorophyll
fluorescence, viability and germination of pollen grains and hundred grain weight were
evaluated. Anthers were collected from plants of S1 for cytogenetic analysis. The
fungicide pyraclostrobin + epoxiconazole reduced the viability of pollen grains (1.4%),
but it was not enough to reduce production. Moreover, there were not observed
differences in any of the other parameters analyzed, suggesting that P+E, at the
recommended dose and the tested stages, does not cause toxic effects, either
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physiological benefits on maize hybrid DKB390 PRO II, grown in controlled

environment.

Keywords: chemical control, Zea mays L., strobilurin, triazole.



VIABILIDADE DO GRAO DE POLEN, FISIOLOGIA E PRODUCAO
DE PLANTAS DE MILHO SOB EFEITO DE PIRACLOSTROBINA +
EPOXICONAZOL.

(Normas de acordo com a revista Pesticide Biochemistry and
Physiology)

1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas do mundo, sendo utilizado
para alimentacdo humana e animal, além de ser matéria-prima para produtos como
borracha, plastico, biodiesel e tecidos [1]. Na safra de 2014/2015, foi produzida mais de
1 bilhdo de toneladas deste cereal no mundo, sendo os maiores produtores os Estados
Unidos (361,1 milhdes de toneladas - 35,8 %), a China (215,7 — 21,4 %) e o Brasil (85,
0-8,4%) [2].

O milho é uma planta de metabolismo C4, de elevado potencial produtivo. No
entanto, 0 manejo inadequado da cultura ndo permite que esta capacidade produtiva seja
expressa no campo. Por isso, a produtividade de milho (em média 5 ton.ha™* no Brasil)
tem sido consideravelmente inferior ao seu potencial, que atinge a 14 ton.ha™ em locais
com sistemas de producdo mais aprimorado [3].

Um dos principais fatores que contribuem para a redugdo da produtividade da

cultura do milho é a incidéncia de doengas, aliada a seu manejo inadequado [4]. O



aumento das doencas do milho no Brasil é consequéncia da evolucdo do sistema de
producdo da cultura, que trouxe modificacdes como a ampliagdo das épocas de plantio,
o0 sistema de plantio direto e 0 aumento no uso da irrigagéo [5]. Por este motivo, 0 uso
de fungicidas tem aumentado em varios paises, no proposito de controlar doencas e
manter a produtividade [6].

Os fungicidas mais utilizados para aplicacdo foliar na cultura do milho
pertencem aos grupos quimicos dos triazdis e das estrobilurinas. No Brasil, existem 62
produtos comerciais registrados para o controle de doenca na cultura do milho, dos
quais 70% pertencem aos grupos dos triazOis e das estrobilurinas, formulados
isoladamente ou combinados [7]. Os triazois atuam inibindo a sintese de ergosterol, um
lipideo presente na membrana dos fungos [8] e [9], que exerce fungdo semelhante & dos
fitoesterdis [10]. Ja as estrobilurinas ttm como modo de acdo o bloqueio da cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons ao nivel do complexo Ill [11] e [12]. Quando
aplicados nas plantas, estes fungicidas podem causar efeitos adicionais ao do controle
dos patdgenos, por interferir em processos semelhantes que ocorrem nos vegetais,
podendo gerar alteracdes negativas [13] ou benéficas [6].

Um fator que deve ser considerado ao aplicar fungicidas no milho é a
possibilidade de efeitos fitotoxicos destes produtos. Segundo Petit et al. [14], o uso de
fungicidas pode resultar na perturbacdo do desenvolvimento de 6rgdos reprodutivos e
reducdo do crescimento de plantas. Os triazdis, por exemplo, podem promover
alteracdes no transporte de elétrons no cloroplasto e na sintese de fitoesterdis, como
observado em plantas de Gallium aparine [13], 0 que pode estar relacionado com a
inviabilidade de grdos de polen [15]. Anomalias ocasionadas durante a meiose também
sdo descritas por interferirem na viabilidade de gréos de polen de diversas espécies [16].
No entanto, sdo escassas as informacdes sobre a atuacdo de fungicidas na divisao
celular em plantas de milho. As estrobilurinas, por outro lado, podem causar efeitos de
reducdo da taxa respiratoria nas plantas, o que esta relacionado com seu mecanismo de
acao nos fungos [12]. Outra possibilidade de efeito de fungicidas nas plantas é o da
promogdo do crescimento, o chamado efeito fisiologico [17]. Estes efeitos sdo
atribuidos a fungicidas que melhoram a fisiologia da planta em aspectos como taxa
fotossintética, sistema antioxidante, metabolismo do nitrogénio, biometria e
produtividade de grdos, mesmo na auséncia de doencas [18] e [6]. As estrobilurinas sdo

conhecidas por causar efeitos fisioldgicos em culturas em geral. De acordo com [19],



estes produtos podem ocasionar um potencial aumento de produtividade em plantas de
milho, mesmo na auséncia de doencas. J& os triazois tém sido descritos por promover
respostas de pré-inducdo de resisténcia a estresses abidticos, como a seca [20].

A divulgacdo dos efeitos fisiologicos tem levado produtores a utilizar
fungicidas destes grupos quimicos mesmo com baixa ou nenhuma ocorréncia de
doencgas, por acreditarem na possibilidade do aumento na producéo. No entanto, Paul et
al. [21] sugerem que a aplicacdo foliar de fungicidas na cultura do milho raramente
resulta em beneficio econdmico quando a severidade das doencas é baixa e a
expectativa de produtividade € alta.

Para se decidir sobre a aplicagédo de um fungicida na cultura do milho, devem
ser levados em conta o estadio de desenvolvimento, condi¢cBes ambientais, presenca de
indculo, suscetibilidade do cultivar e severidade da doenca [22]. Ainda é importante
ressaltar que o retorno econémico ndo depende apenas do incremento na producdo, mas
também do custo da aplicagdo dos produtos, o qual envolve o valor do produto
comercial e da sua aplicacéo, além do prego de mercado do milho [21] e [23].

A melhor época de aplicacdo de fungicidas no milho precisa ser mais bem
compreendida, para que sejam maximizados a producdo de grdos e o rendimento
econdmico, ndo apenas considerando o controle das doencas, mas também os possiveis
beneficios fisioldgicos ou efeitos fitotdxicos. Neste sentido, testou-se a hipotese de que
o fungicida piraclostrobina + epoxiconazol, na dose comercial, pode afetar o
desenvolvimento reprodutivo de plantas de milho, podendo esses efeitos tdxicos ser

minimizados se conhecidos os estadios fenoldgicos mais sensiveis ao produto.



2. OBJETIVOS

Objetivou-se avaliar o efeito do fungicida piraclostrobina + epoxiconazol
aplicado, na dose comercial, em diferentes fases do desenvolvimento dos gréos de pélen
de plantas de milho, por meio de andlises, fisiologicas, citogenéticas e de producéo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal e Condigdes de Cultivo

O experimento foi conduzido na Casa de Vegetacdo Climatizada do
Laboratorio de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal do Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde. Sementes de milho do hibrido DKB390 PRO Il (Monsanto) foram
plantadas em vasos de polietileno, contendo 18 L de substrato. O substrato foi
preparado com base numa mistura de solo do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico
tipico e areia, na proporc¢éo de 2:1, que foi adubado via fertirrigacdo, conforme a analise
quimica do solo e recomendacdo para alta produtividade da cultura do milho [24]. O
experimento ocorreu nos meses de outubro de 2015 a fevereiro de 2016. Foram
semeadas 10 sementes por vaso, e apds a germinacdo foi feito um desbaste, mantendo
uma planta por vaso, correspondendo a uma unidade experimental. Todas as plantas
foram mantidas na capacidade de campo e na auséncia de doencas e pragas durante todo
o ciclo.

Os tratamentos consistiram da aplicacdo do fungicida Opera® (piraclostrobina
133 g.L™+ epoxiconazol 50 g.L™) com 6leo mineral recomendado, na dose comercial
(750 mL p.c.ha™) e do controle (sem fungicida) nos estadios fenolégicos V10 (E1), que
corresponde a 10 folhas completamente expandidas, V14 (E2), em que havia 14 folhas
completamente expandidas e R1 (E3), que corresponde ao florescimento, ou abertura
das anteras. A aplicacdo do fungicida foi feita com um pulverizador costal, propelido a
gas carbbnico, com barra contendo quatro bicos tipo leque XR 110.02, distanciados 0,5
m entre si, calibrado para um volume de calda de 200 L.ha™, conforme recomendacéo

para o controle de doengas na cultura do milho. A asperséo foi feita diretamente sobre



as plantas, mantendo-se a barra a 0,4 m de altura do topo das plantas. O delineamento
experimental adotado foi o de blocos casualisados em esquema fatorial 2 (doses) x 3
(épocas), com cinco repeticoes, totalizando 30 unidades experimentais.

3.2. Avaliacdes Fisiologicas

3.2.1. Trocas Gasosas

As trocas gasosas das plantas de milho foram mensuradas aos cinco dias apés a
aplicacdo (DAA) dos tratamentos para estimar as variaveis taxa fotossintética (A, umol
CO, m?sY), taxa transpiratéria (E, mmol H,O m? s™), condutancia estomatica (gs, mol
H,O0 m? s™), relagdo entre a concentracio interna e a externa de CO, (Ci/C.) e a

2 s1). As medicdes foram feitas com um

respiracdo no escuro (Rg, umol CO, m
analisador de gases infravermelho portatil (IRGA, modelo LI-6400XTR, LI-COR,
Lincoln, Nebraska, USA). Foi avaliada a regifo central da 102 folha na Epoca 1 e da
folha que envolve a primeira espiga nas Epocas 2 e 3 (102 ou 112 folha). As medigdes de
A, gs, E e Ci/C, foram feitas entre 9 h e 11 h da manha, utilizando radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m™ s™) e concentracio
atmosférica de CO, (C,) (400 + 25 pmol mol™), temperatura (25,8 + 1 °C) e umidade
(74 £ 12 %) ambientes. Para as avaliagdes de Rg, as folhas foram cobertas para garantir
pelo menos 5 h de escuro, e a leitura feita apds as 22 h. A respiracdo foi avaliada na

noite anterior as avalia¢Oes fotossintéticas.

3.2.2. Fluorescéncia da Clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas aos 5 dias apos a
aplicacdo dos tratamentos, com o auxilio do IRGA, na mesma area da folha em que
foram feitas as medi¢OGes das trocas gasosas. Para as avaliagOes, as folhas foram
adaptadas ao escuro para que os centros de reacdo estivessem completamente abertos
(todos os aceptores primarios oxidados) com perda de calor minima. As variaveis de
indugdo da fluorescéncia obtidas foram: fluorescéncia inicial (Fo) e fluorescéncia
méaxima (Fn). Considerando esses valores, foi obtido o rendimento quéantico potencial
do fotossistema Il (FSII), F/Frn = (Fm-Fo)/Fm [24] (Genty et al., 1989). Os parametros
de fluorescéncia da clorofila a do escuro foram avaliados juntamente com a taxa

respiratéria. As variaveis da fase lenta de inducdo da fluorescéncia foram obtidas



sequencialmente com a aplicacdo de uma iluminacgéo actinica e um pulso de luz actinica
saturante para a determinacdo das varidveis fluorescéncia em amostra adaptada a luz
antes do pulso de saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz
(Fm’). Tendo como referéncia esses parametros, foi possivel calcular a fluorescéncia
minima do tecido vegetal iluminado, Fo° = Fo/[((Fm-Fo/Fm)+(Fo/Fn’)] [26]. O
rendimento quantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no FSII, Y; = (Fm’-
F)/Fm’ foi calculado de acordo com Genty et al. [25]. O Y, foi utilizado ainda para
estimar a taxa aparente de transporte de elétrons, ETR = Y;.PAR.ADSe.0,5 [27], em
que PAR é o fluxo de fétons (umol m™ s™) incidente sobre a folha; Absjes é a fracéo de
luz incidente absorvida pelas folhas; e 0,5 é o valor correspondente a fracdo de energia
de excitacdo distribuida para o FSII [28]. O coeficiente de extingdo ndo fotoquimico
(NPQ) foi calculado como NPQ = (F-F’)/Fn’ [29].

3.3. Analises Citogenéticas

As fases meitticas foram avaliadas na E1 (estddio V10), estadio em que
estavam ocorrendo as divisdes celulares no penddo. Nas épocas seguintes (E2 e E3), 0s
grdos de pdlen ja haviam sido formados, ndo sendo possivel observar a meiose. Cerca
de 10 botBes florais jovens por planta foram coletados 24 h apds a aplicacdo do
fungicida P+E, os quais foram fixados em solucdo de metanol:acido acético (3:1). A
solucdo foi trocada 3 vezes, em intervalos de 10 minutos, e o material armazenado a -20
°C até o momento das andlises. Para a preparacdo das laminas, as anteras foram
retiradas e lavadas em &gua destilada e, em seguida, hidrolisadas em HCI 5 M por cerca
de 10 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, repetiu-se a lavagem das
anteras em agua destilada, e as laminas foram preparadas pela maceracdo de duas
anteras em orceina acética 2 %. O material foi coberto com laminula e analisado em
microscopio bioldgico binocular (Leica, modelo DM500) com camera de video digital
(Leica, modelo ICC50).

3.4. Viabilidade de Gréos de Polen

A coleta dos botGes florais para a avaliacdo da viabilidade dos grédos de pélen
foi feita no estadio R1 para todos os tratamentos, independentemente da época de
aplicacdo do fungicida, para evitar erros relacionados a diferenca de idade entre as



plantas. Cerca de 20 botbes florais foram coletados e fixados em solucdo de metanol:
acido acético (3:1) e armazenados em freezer a -20 °C.

A avaliacdo dos possiveis efeitos do fungicida sobre a fertilidade do polen foi
estimada pela contagem de grdos de pdélen maduros por planta. Foram confeccionadas
laminas macerando anteras de dois botdes florais em carmim acético 1 %. A viabilidade
do polen foi estimada pela contagem dos gréos de pélen com o auxilio de microscépio
bioldgico binocular (Leica), com objetiva de aumento de 4 x. Os gréos de pdlen corados
foram considerados viaveis, enquanto os vazios ou fracamente corados foram
considerados inviaveis. Duas laminas foram preparadas por repeticdo, e contados 1000
grdos de polen.

No propoésito de evitar que grdos de pélen de tratamentos diferentes
fecundassem as espigas, foi feita a polinizacdo manual na abertura das anteras (R1). A
polinizacdo ocorreu quando os estilos-estigmas da espiga atingiram cerca de 5 cm de

comprimento.

3.5. Germinacdo de Graos de Polen

A germinacdo dos grdos de polen in vitro foi avaliada no estadio R1 (apés a
abertura das anteras), independentemente do estadio de aplicacdo do fungicida. O meio
de cultivo para a germinacdo de grdos de polen de milho foi preparado com 550 mM
sacarose, 1,27 mM Ca(NOs3),, 1 mM KNO3; e 200 mM H3BO;3; [30]. Cerca de 2 a 5 mg
de grdos de pdlen frescos recém-coletados foram espalhados em 100 pL do meio de
cultivo em laminas de vidro e colocados para germinar em BOD a 25 °C, durante 2 h.
Apos a germinacdo, a solucdo de meio de cultivo com os gréos de polen foi coberta com
uma laminula e levada ao microscépio biologico binocular Leica para analise. Os graos
de polen foram considerados germinados quando o tubo polinico ultrapassava o
diametro do préprio gréo de pélen. Foram preparadas duas ldaminas por repeti¢do, tendo

sido contados 300 gréos de polen por planta.

3.6. Massa de cem (100) gréos
Para obtencdo da massa de cem (100) gréos, as espigas foram colhidas
manualmente quando os graos haviam atingido a maturidade fisiologica. A pesagem dos

grdos foi feita em balanca analitica.



3.7. Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, quando
necessario, & comparagao multipla das médias por meio do teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, por meio do Sistema de Andlise de Variancia (SISVAR — Verséo 5.4,
2010).
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4. RESULTADOS

O fungicida piraclostrobina + epoxiconazol (P+E) ndo ocasionou efeitos na
taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), relacdo entre a concentracéo interna
e externa de CO, (Ci/C,), taxa transpiratéria (E) e respiracdo no escuro (Rg), Tabela 1,
independentemente da época em que foi aplicado. Efeito significativo foi observado
apenas entre as épocas para as variaveis gs e Ci/C,. Também ndo houve interacdo
significativa entre a aplicacdo do fungicida e as épocas testadas, indicando que a
diferenca observada foi um comportamento exclusivo dos estadios fenoldgicos
avaliados neste estudo.

Ndo houve efeito do fungicida P+E no rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (F./Fn), taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quantico
efetivo do FSII (Yy) e dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) (Tabela 2). Foi observado
efeito entre as épocas para estas variaveis. Também ndo houve interagdo significativa
entre o fungicida P+E e as épocas (V10, V14 e R1), indicando que a diferenca

observada foi um comportamento exclusivo dos estadios fenoldgicos avaliados.
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Tabela 1. Taxa de assimilagdo liquida de CO, (A), condutancia estomaética (gs), relacéo
entre a concentracao interna e ambiente de CO, (Ci/C,), transpiracédo (E) e respiracdo no
escuro (Rg) de plantas de milho submetidas ao fungicida piraclostrobina + epoxiconazol
(P+E) em trés diferentes épocas, ap0s cinco dias de exposi¢ao aos tratamentos.

Epoca  Grupo pmol Céz m2s? mol HZ%S m?2s? GilCa mmol HZEO m2s? pumol C%Ez m?s?

Controle 26,70£1,29 0,14+0,02b 0,29+0,08b 2,09+0,31 0,69+0,19

. P+E 26,58+2,56 0,18+0,03b 0,32+0,14b 2,23+0,36 0,63+0,13

Controle 27,58+2 52 0,22+0,04a 0,42+0,08a 2,1940,32 0,64+0,10

? P+E 26,95+2,17 0,20+0,03a 0,39+0,07a 2,05+0,17 0,69+0,16

Controle 27,7520,76 0,19+0,02ab  0,34+0,06ab 2,32+0,20 0,65+0,11

’ P+E 27,17£3,23 0,22+0,05ab  0,43+0,10ab 2,63+0,52 0,80+0,14
Grupo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Epoca n.s. * * n.s. n.s.
Grupo * Epoca n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

C.V. (%) 8,65 16,97 20,93 15,52 20,46

* Significativo, pela andlise fatorial, a 5 % de probabilidade.
Médias = DP (n=5) seguidas por letras iguais, na mesma coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 2. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (F./Fy), taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), rendimento quantico efetivo do FSII (Y},) e dissipacdo nao
fotoquimica (NPQ) de plantas de milho submetidas ao fungicida piraclostrobina +
epoxiconazol (P+E) em trés diferentes épocas, ap0s cinco dias de exposicdo aos

tratamentos.
Epoca Grupo Fu/Fpm ETR Yy NPQ
Controle 0,79+0,00a 157,07+6,20a 0,37+0,01a 1,20+0,13a
' P+E 0,79+0,00a 156,18+8,58a 0,37+0,02a 1,21+0,09a
Controle 0,78+0,01b 143,35+8,79b 0,34+0,02b 1,05+0,11b
? P+E 0,78+0,01b 142,33+6,28b 0,34+0,01b 0,95+0,19b
Controle 0,78+0,00b 145,63+7,42b 0,35+0,02b 1,11+0,20ab
’ P+E 0,78+0,00b 147,05+10,18b 0,35+0,02b 1,20+0,18ab
Grupo n.s. n.s. n.s. n.s.
Epoca *k ** *k *
Grupo * Epoca n.s. n.s. n.s. n.s.
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s.
C.V. (%) 0,47 5,63 5,68 14,48

** * Significativo pela andlise fatorial, 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente.
Médias = DP (n=5) seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Também ndo foi possivel identificar alteracdes meioticas em plantas tratadas
com P+E. (Figura 1). As fases meidticas observadas nas anteras tanto no controle
quanto em plantas tratadas com fungicida apresentaram padrdo normal de diviséo

celular, formato e tamanho dos meidcitos (Figura 1 a - f).

Figura 1. Fases meidticas de plantas de milho submetidas ao fungicida piraclostrobina
+ epoxiconazol (a — €) e no controle (f), no estadio de desenvolvimento fenolégico V10.
a) Metafase I; b) Anéafase I; ¢) Metafase Il; d) Anéafase I, e) Telofase 1l e f) Anafase 1l
no controle. Barra = 50 pm.

A viabilidade de grdos de pdlen foi afetada pela aplicagdo do fungicida P+E,
independentemente da época de aplicacdo (Tabela 3) (Figura 2 a e b), assim como a
germinacdo dos grdos de polen ndo foi afetada pelo fungicida nem pelo estadio
fenoldgico de aplicacdo (V10, V14, R1) (Figura2 c e d).
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Tabela 3. Viabilidade e germinacdo de graos de polen de plantas de milho submetidas
ao fungicida piraclostrobina + epoxiconazol (P+E) em trés diferentes épocas.

Epoca Grupo Viabilidade dos gréos de pélen Germinagao dos grdos de pdlen
Controle 96,75+1,19a 63,13+4,83
. P+E 95,20+1,07b 66,88+4,91
Controle 96,88+1,77a 65,03+1,73
? P+E 95,54+1,54b 69,20+5,54
Controle 97,68+0,63a 61,59+5,80
’ P+E 96,22+1,03b 63,48+4,92
Grupo *x n.s.
Epoca n.s. n.s.
Grupo *Epoca n.s. n.s.
Bloco n.s. n.s.
C.V. (%) 1,29 7,66

** Significativo, pela anélise fatorial, a 1 % de probabilidade.
Médias £ DP (n=5) seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Figura 2. Viabilidade (a e b) e germinacdo (c e d) de grdos de pdlen em plantas de
milho controle (a e c) e tratadas com piraclostrobina + epoxiconazol (P+E) (b e d).
Setas azuis indicam grdos de polen viadveis (a e b) ou germinados (c e d); setas
vermelhas indicam grdos de pélen inviaveis (a e b) ou ndo germinados (c e d). Barra =
2um.
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N&o houve efeito de P+E na massa de cem gréos de plantas de milho, Tabela 4,
assim como n&o foram verificadas diferencas entre as espigas produzidas por plantas
tratadas com P+E e as plantas controle (dados ndo mostrados).

Tabela 4. Massa de cem grédos de plantas de milho
submetidas ao fungicida piraclostrobina + epoxiconazol
(P+E) em trés diferentes épocas.

Epoca Grupo Massa de cem gréaos (g)
Controle 41,89+4,75
' P+E 40,84+1,49
Controle 43,57+2,25
’ P+E 44,38+3,49
Controle 41,78+1,82
: P+E 42,42+4.27
Grupo n.s.
Epoca n.s.
Grupo * Epoca n.s.
Bloco n.s.

C.V. (%) 7,67
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5. DISCUSSAO

O fungicida piraclostrobina + epoxiconazol (P+E), na dose comercial, ndo
comprometeu nem beneficiou o metabolismo fotossintético das plantas de milho, haja
vista a manutencdo da etapa fotoquimica da fotossintese. Além disso, 0 NPQ, indicador
de situacOes estressantes via dissipacdo térmica [31], ndo foi alterado em funcdo da
aplicacdo do fungicida, sugerindo que as plantas ndo estavam em condicdo de estresse.
As alteracbes observadas nas diferentes épocas de coleta sdo decorrentes apenas do
desenvolvimento morfologico da planta. O aumento na gs ndo representou perda de
agua nem aumento na taxa fotossintética, efeito diferente do esperado. Provavelmente
isso tenha ocorrido em funcdo de estas plantas terem sido cultivadas em casa de
vegetacdo climatizada, com temperatura amena (~25 °C), alta umidade relativa do ar
(acima dos 60%) e solo na capacidade de campo.

Efeitos negativos do epoxiconazol nos cloroplastos ja foram descritos na
literatura. A integridade dos tilacoides, além do transporte de elétrons e da evolucao de
oxigénio, foi afetada em plantas de Galium aparine L. expostas as doses de 150 e 250 g
i.a. ha deste fungicida [13]. No presente estudo, na dose de epoxiconazol recomendada
para a cultura do milho (37,5 g i.a. ha'), a integridade dos tilacoides tenha sido
possivelmente mantida, ja que a taxa de transporte de elétrons e o rendimento quantico
do FSII ndo foram afetados pelo tratamento. Isto indica que a toxicidade deste produto
aos tilacoides provavelmente é restrita a testes feitos com dosagens superiores a
comercial e condi¢des de exposicdo distintas das que ocorrem no campo, coOmo a
utilizacdo de discos foliares imersos em solugédo fungicida, o que proporciona maior

contato dos tecidos da planta com o produto, possibilitando maior interferéncia.
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As taxas respiratorias se mantiveram estaveis mesmo nas plantas tratadas com
o fungicida. Isso vai contra o0 modo de acdo de um dos ingredientes ativos, a
piraclostrobina. Este fungicida pertence ao grupo quimico das estrobilurinas, que tem
como modo de acdo, nos fungos, o bloqueio do complexo Il no transporte de elétrons
da cadeira respiratoria mitocondrial [11]. Como o complexo Il persiste em todos os
eucariotos, pelo menos uma pequena reducdo na respiracdo de plantas deve ser esperada
[12]. A manutencgdo da taxa respiratoria das plantas neste estudo pode ser decorrente da
ativacdo de alguma rota alternativa de transporte de elétrons apds a aplicacdo do
fungicida. Outra possibilidade é que as variacGes desta caracteristica ndo tenham sido
detectadas pelo método de medicdo utilizado. Alguns autores indicam que a reducdo na
taxa respiratoria causada pela piraclostrobina pode ser minimizada por um aumento
transitério da rota alternativa de oxidacdo (AOX) [17] e [32]. A AOX é insensivel a
fungicidas e recebe elétrons diretamente da ubiquinona, levando a oxidacdo da dgua, em
uma via em que os elétrons ndo passam pelo citocromo bcl (Complexo I11) e oxidase do
citocromo (Complexo 1V) [33]. Diante disso, sugere-se que as plantas de milho no
presente estudo tenham AOX capazes de manter a reducdo do oxigénio na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial mesmo sob exposicdo a piraclostrobina,
mostrando que a dosagem comercial deste fungicida ndo causa fitotoxidez em plantas
de milho DKB 390 PROII.

Anomalias causadas por fungicidas do grupo fonfonado [34] e fosfito [35]
foram observadas na meiose em plantas de Lycopersicon esculentum e Allium cepa,
respectivamente. Contudo, em ambos os trabalhos, foi aplicada uma sobredose do
produto, via aplicacdo da dose comercial, repetida quatro vezes, ou da aplicacdo de uma
dose quatro vezes superior a dose recomendada para a cultura, casos que ndo acontecem
no campo. No presente trabalho, ndo foi possivel observar alteracdes na meiose de
plantas de milho submetidas ao fungicida piraclostrobina + epoxiconazol.

Anomalias na meiose podem causar perdas na viabilidade de grdos de polen
[16], o que ndo foi observado neste estudo. Isto indica que o fungicida ndo interferiu na
formacdo dos grdos de pdlen durante a divisdo celular. A inviabilidade causada nos
grdos de pdélen nas plantas tratadas com piraclostrobina + epoxiconazol pode ter
ocorrido devido a toxidez do triazol a fitoesterdis, como observado em plantas de
Gallium aparine L. [13]. Segundo os autores, o epoxiconazol causa reducdo na

concentracdo de campesterol e sitosterol, além de alterar a propor¢do entre eles.
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Schaeffer et al. [15] observaram que baixas concentracdes de sitosterol em relacdo a
campesterol podem ter sido responsaveis pela reducédo na viabilidade de grdos de pdlen,
ja que as plantas de Arabidopsis, nesta situacdo, produziram menos sementes e grdos de
polen mortos. Assim, tanto a reducdo na concentragdo quanto a alteracdo na proporcao
entre os fitoesterdis sdo fatores importantes na viabilidade de grdos de polen. Esta
viabilidade foi reduzida em 1,4 % nas plantas tratadas com o fungicida, provavelmente
por uma possivel alteracdo na estrutura de membranas, causada pelo epoxiconazol.
Considerando que uma planta de milho vigorosa pode produzir de 30 a 60 milhdes de
grédos de polen [36], a reducdo da viabilidade de 420 a 840 mil grdos de pdlen poderia
comprometer a produtividade em condi¢des de campo. No entanto, Uribelarrea et al.
[37], avaliando diferentes gendtipos de milho e diferentes espacamentos em campo,
verificaram gque, mesmo com uma reducdo de até 50% na producéo de polen, ndo houve
limitacdo da porcentagem de grdos. Dados similares observados por outros autores nao
atribuiram a diminuicdo na producdo de graos de milho a reducdo na viabilidade dos
grdos de pdlen. Segundo os autores, fatores como o estresse hidrico no periodo da
polinizacdo [38] ou mesmo o surgimento de estigmas receptivos tardios, gerando
assincronia entre a polinizacdo e formacdo da espiga [39], podem ser 0s responsaveis
por perdas em producdo. Além disso, no presente estudo, embora a viabilidade tenha
sido afetada, ndo foram observadas alteracGes na germinacdo dos grdos de pélen das
plantas de milho.

Outros fungicidas, de diferentes grupos quimicos, ja foram relatados por
interferir na viabilidade, germinacdo ou morfologia de grdos de pdlen, em diversas
culturas. Cali e Candam [40], estudando o efeito do fungicida fosfonato em plantas de
Solanum lycopersicum, observaram que o fungicida causa reducdo na viabilidade e
alteracdes na morfologia dos grdos de pdlen. Além disso, o efeito de fungicidas de
diferentes grupos quimicos, como triazol, dinitrofenol e benzimidazol, na germinagéo
de gréos de pdlen in vitro, foi estudado em Prunus persica e P. persica var. nucipersica
[41] e Brassica campestris [42]. Os autores relataram que todos os fungicidas
interferiram negativamente na germinacéo dos grdos de polen quando comparados com
o controle, e concluiram que os grdos de pdlen sdo muito sensiveis as substancias
toxicas. No entanto, nestes trabalhos, foi testada a interferéncia do fungicida

diretamente no meio de cultivo, sem considerar que na planta existem barreiras fisicas,
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desde a absorc¢do até o seu efeito, como a antera e o proprio botdo floral, que reduzem
consideravelmente a absor¢do do fungicida diretamente pelo gréo de pdlen.

A massa de cem grdos € um componente importante da produgdo de plantas de
milho, pois indica o grau do enchimento de grdos [43]. O fungicida P+E nédo afetou a
massa de cem grédos das plantas de milho do presente estudo, o que ja era esperado, uma
vez que o fungicida ndo afetou negativamente o status fisiologico das plantas.
Observou-se, entdo, que o enchimento de gréos das plantas de milho ndo foi alterado,
indicando que, na auséncia de doencas, ndo ha incremento neste parametro em funcao
da aplicacdo de P+E. Resultados semelhantes foram encontrados por Vilela et al. [44] e
por Ecco et al. [45]. Estes autores, avaliando outros hibridos de milho expostos ao
fungicida piraclostrobina + epoxiconazol na dose comercial, ndo observaram alteragdes
nos componentes agrondmicos, mesmo sendo detectada reducdo da incidéncia de
doencas foliares. Os autores verificaram que, na auséncia de doenca (baixa pressao de
indculo), o fungicida ndo beneficiou nenhum parametro de produtividade.

Diferentes trabalhos mostram diferentes respostas aos efeitos de estrobilurinas
em plantas. Algumas pesquisas sugerem que as estrobilurinas promovem beneficios
fisiolégicos e aumentam a produtividade de grdos pela melhoria no desempenho de
plantas de milho [46], soja [47] e trigo [48]. No entanto, estes autores nem sempre
deixam claro que os experimentos foram conduzidos com plantas infectadas com
fungos, entdo, espera-se que as plantas tratadas com fungicida realmente apresentem
melhor desempenho em relacdo ao controle infectado ndo tratado. Varios destes autores
ainda descrevem as pesquisas como se tivessem trabalhado na auséncia de doengas, 0
que ndo foi observado nos indices de severidade apresentados. Por outro lado, em outros
experimentos com as mesmas culturas [49] [50] e [44], ndo foram relatadas alteracdes
fisiolégicas ou aumento na produtividade em plantas submetidas ao fungicida, sem
elevada pressdo de doenca. Estes autores relatam que aplicacfes de fungicidas devem
estar condicionadas ao aparecimento de doencas, para garantir que haja incremento na
producédo em funcgéo do tratamento. Blandino et al. [6] concluiram que a melhor época
de aplicacdo do fungicida combinado de estrobilurina e triazol para o controle de
doengas na cultura do milho, considerando apenas uma aplicagdo, seria no
florescimento (R1), fase na qual a planta exerce maxima atividade fotossintética. O

fungicida promove maiores incrementos na produtividade quando aplicado em plantas
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com maior severidade de doencas e hibridos mais sensiveis [23], por atuar no controle
da doenca e permitir a producdo em comparagao com o controle sob estresse bi6tico.
Considerando os dados obtidos no presente trabalho, ressalta-se que a decisdo
sobre a aplicacdo de estrobilurina + triazol na cultura do milho deve ser avaliada quanto
a pressdo de doenca, para que o produtor consiga obter beneficio econdmico pelo
aumento na produtividade. Além disso, esta pesquisa ndo mostrou efeitos benéficos na
fisiologia das plantas de milho, decorrentes da aplicacdo do fungicida, cultivadas sem a

incidéncia efetiva de doenca.
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6. CONCLUSOES

O fungicida piraclostrobina + epoxiconazol, em dosagem comercial, promoveu
diminuicdo na viabilidade de grdos de podlen, no entanto, ndo foram observadas

alteracdes na fisiologia e na producéo de plantas de milho do hibrido DKB 390 PROII.
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