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RESUMO

Resumo - O objetivo deste trabalho foi determinar as alteracdes biogquimicas provocadas pela
aplicacdo de fertilizantes foliares isolados ou associados ao fungicida e a relagdo dessas modificagdes
com o controle de Puccinia triticina em trigo. Dois experimentos foram conduzidos, um em casa de
vegetacdo e outro em condicBes de campo, em 2014. Na casa de vegetacdo as plantas receberam
tratamentos com fertilizantes foliares associados ou ndo ao fungicida em apenas uma aplicagdo. No
campo, as plantas receberam os tratamentos com fertilizantes associados ao fungicida. Determinou-se
a atividade da Guaiacol-Peroxidase, quantidade de peroxido de Hidrogénio H,0O,, peroxidacdo
lipidica, severidade de Puccinia triticina e par@metros de produtividade. Na casa de vegetagdo, todos
os tratamentos com aplicacdo de fertilizantes foliares reduziram a quantidade de H,O, pela inducédo de
atividade da enzima guaiacol-peroxidase. O fungicida isolado proporcionou maior estresse a planta,
com maior acumulo de H,O,. No campo e na casa de vegetagdo, 0s mesmos tratamentos de
fertilizantes associados ao fungicida tiveram maiores controles da ferrugem da folha e maiores
produtividades do que o tratamento apenas com fungicida, destacando os tratamentos com Double
Act®, a base de Nitrogénio e Carbono, VittaSpray com varios elementos minerais, e também, o

tratamento com Dithane NT®.

Palavras-chave: Triticum aestivum, guaiacol-peroxidase, peroxido de hidrogénio, nutricdo mineral.
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ABSTRACT

Effects of nitrogens fertilizers in Puccinia triticina-Triticum aestivum pathosystem

Abstract — The objective of this study was to determine the biochemical changes caused by applying
foliar fertilizers isolated or associated with the fungicide and the relationship of these changes with
Puccinia triticina control in wheat. Two experiments were conducted, one in greenhouse and other in
field conditions in 2014 year. In the greenhouse the plants were treatments with foliar fertilizers
associated or not with fungicide in one application. In the field, the plants received treatments with
fertilizers associated with fungicide. It was determined the activity of Guaiacol-peroxidase, hydrogen
peroxide quantity (H,O,), lipid peroxidation, severity of Puccinia triticina and productivity
parameters. In the greenhouse, all treatments with application of foliar fertilizers reduced the amount
of H,O, by induction of guaiacol peroxidase activity. The isolated fungicide provided greater stress to
the plant, with higher accumulation of H,O,. In the field and greenhouse conditions, these same
treatments with fertilizer when combined with fungicide had higher leaf rust control and productivity
than treatment only fungicide, highlighting the treatment with foliar fertilizer Double Act®, with
nitrogen and carbon, VittaSpray®, with foliar fertilizer several mineral elements, and also, the
treatment with Dithane NT®.

Key words: Triticum aestivum, guaiacol-peroxidase, hydrogen peroxide, mineral nutrition;
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INTRODUCAO

O cultivo do trigo (Triticum aestivum) é limitado tanto por fatores abit6ticos como
bioticos, interferindo na produtividade de grdos do trigo em diversas regies do mundo.
Dentre os fatores bidticos, as doencas causadas principalmente por Puccinia triticina Erikss
(Ferrugem da folha), Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker (Mancha amarela) e
Blumeria graminis (DC.) Speer (Oidio) sdo determinantes na reducdo da produtividade, que
tem como causa biol6gica a reducdo da area foliar fotossinteticamente ativa da planta pela
ocorréncia da infeccdo e, como consequéncia, menor producdo e mobilizacdo dos produtos da
fotossintese para enchimento dos gréos. A aplicacdo de fungicidas é a principal maneira de
controle das doencgas foliares e de espiga, sendo rotineiramente empregada nas principais
regides agricolas do mundo.

Porém, praticas de controle tomadas isoladamente ndo se mostram tdo eficientes,
como quando usadas conjuntamente. Como alternativas dentro do manejo integrado de
doencas, temos a utilizacdo de rotacdo cultural, eliminacdo de plantas voluntarias e
hospedeiras secundarias, tratamento de sementes, aplicacdo de fungicidas na parte aérea e
adubacdo equilibrada (TRIPATHI & DUBEY, 2004). Na busca por novas alternativas para
controle desses fitopatdgenos, a nutricdo mineral integra-se as estratégias de controle, a qual
além de promover a manutencdo do equilibrio nutricional da planta e, muitas vezes efeito
sinérgico quando associados aos fungicidas, ainda pode atuar também na ativacao de defesas
contra os patdgenos e trabalhar na reducdo do estresse oxidativo da planta promovido por
todas as formas de estresse.

Quando a planta esta sob efeito de estresse tanto bidtico como abidtico, a primeira
sinalizacdo a nivel celular para a ativacdo de respostas de defesa contra estresse € a producgéo

de espécies reativas de oxigénio (ROS) (LEVINE et al., 1994; LOW; MERIDA, 1996), entre
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as principais delas estdo o oxigénio singleto 'O,, anion superoxido O,, peroxido de
hidrogénio H,O, ou radical hidroxila OH  (CHANDRU et al., 2003) porém, quando em
quantidades mais elevadas causam severa injuria, decorrente da desintegracdo de clorofilas,
fragmentacdo do DNA, extravasamento de ions, peroxidacdo de lipidios e, finalmente morte
celular (DODGE, 1994).

Na tentativa de evitar essa condicdo indesejavel, o sistema de defesa enzimatico das
plantas inclui diversas enzimas antioxidantes nos diferentes compartimentos celulares, que
podem promover a eliminacio das ROS (HERNANDEZ et al., 2001). O grau do estresse
oxidativo em uma célula é determinado pela quantidade de superdxido, H,O, e radicais
hidroxilas. Portanto, o balan¢o das atividades da superoxido dismutase, ascobato peroxidase e
catalase sdo imprescindiveis na supressdo dos niveis tdxicos das espécies reativas na célula
(APEL; HIRT, 2004). Além dessas, as peroxidases (PODs) também eliminam o H,0O,
formado pela acdo da SOD, pois o utiliza como oxidante e compostos de natureza fenodlica
(ex. Guaiacol) como doadores de elétrons (LOCATO et al., 2010).

As PODs localizam-se principalmente na parede celular e no vacuolo das células. Sua
atividade pode ser utilizada como marcador bioquimico do estresse resultante de fatores
bioticos e abidticos, bem como na identificacdo precoce de processos morfogénicos durante a
diferenciacéo celular, crescimento e multiplicacdo de plantas (LIMA et al., 2002; PIZA et al.,
2003; LOCATO, 2010; KIM & KWAN, 2010).

Com isso, objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento bioquimico em plantas
de trigo submetidas a aplicacdo de diferentes fertilizantes foliares nitrogenados associados ou
ndo com os ingredientes ativos Trifloxistrobina+Protioconazol e sua eficacia de controle sob

Puccinia triticina.
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MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTO 1 - Casa de Vegetagdo

Local, instalacéo e conducgéo das plantas

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada na &rea experimental da
Divisdo de Pesquisa do Instituto Phytus, municipio de Itaara, regido central do Rio Grande do
Sul, localizado em latitude 29°35'8"S, longitude 53°48'28"0 e altitude de 444m.

Vasos plasticos com volume de 5 L contendo substrato a base de solo + casca de arroz
na proporcao de 3:2 foram utilizados para conducdo das plantas. Por ocasido do preparo do
substrato foi adicionado calcario Filler PRNT >90% na dose correspondente & 2000 Kg ha™ e
fertilizante quimico na férmula NPK 8-28-18 na dose de 500 Kg ha™ por se tratar de
adubacdo em vasos.

A semeadura ocorreu no dia vinte e nove de setembro de 2014, foram utilizadas
sementes da cultivar de trigo Quartzo, tratadas com triadimenol (40,5 g i.a. 100 Kg™ de
sementes) e imidacloprido + tiodicarbe (45,0 g i.a. + 135,0 g i.a. 100 Kg™* de sementes),
produtos comerciais Baytan® (150 g/L) e Cropstar® (600 g/L), respectivamente. Foram
semeadas 12 sementes por vaso para aplicagdo dos tratamentos. A irrigacdo foi por feita
manualmente duas vezes por dia.

As adubagdes de Nitrogénio em cobertura foram realizadas em dois momentos. Aos
30 dias apos a emergéncia (DAE), no estadio de perfilhamento e na elongacéo das plantas, aos
50 DAE, ambas as doses de 150 kg ha™ de uréia. Para calculo da dose a ser aplicada

considerou-se a area superficial do vaso, calculada a partir da medida do raio (r). No momento

13



10

11

12

13
14

15
16

17
18

de cada aplicacdo, as doses de ureia foram diluidas em respectivos 20 mL de agua e fornecido
este volume para cada vaso.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, totalizando 12 tratamentos (Tabela 1). Os tratamentos foram aplicados no dia
26/11/14 com um pulverizador costal pressurizado a CO,, dotado de barra de quatro pontas,
espacadas em 50 cm, do tipo leque plano XR 110 02 e calibrado para uma vazéo de 150 L ha
! Foi realizada apenas uma aplicagdo entre os estadio de emborrachamento e emissdo da
espiga (estadio 49-51) (BBCH, 1997) (Anexo 1).

As plantas foram retiradas para fora da casa de vegetacdo para aplicacdo e apos,
transportadas de volta. As condi¢cGes ambientais no momento da aplicacdo fora da casa de

vegetacdo se encontram dispostas na Tabela 2.

Tabela 1 — Tratamentos aplicados em plantas de trigo em condi¢des de casa de vegetacgdo.
Itaara/RS, 2014.

Tratamentos Composicao Dose (L/kg ha™)
1 Testemunha -
2 Fox®* Protioconazol+Trifloxistrobina 0,5
3 Fernit® 20% N + 22% S 3,0
4 Fox® +Fernit®* 0,5+3,0
5 VittaSpray® N. P, K, Mg, Ca.5, 0,5
B,Cu,Fe,Mn, Mo,Zn
6 Fox® + VittaSpray®* 0,5+0,5
7 Double Act® 8% N +20% C 2,0
8 Fox® + Double Act®* 0,5+2,0
9 Fox® + Fernit® + VittaSpray®* 0,5+3,0+0,5
10 Fox® + Fernit® + Double Act®* 0,5+3,0+2,0
11 Dithane NT® Mancozebe 2,5
12 Fox® + Dithane NT®* 0,5+2,5

* Os tratamentos com aplicacio de fungicida foram adicionados de 6leo vegetal Aureo na dose de 400 ml

ha™.
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Tabela 2— Condigdes ambientais no momento da aplica¢do fora da casa de vegetacao.

_ ) Velocidade )
Data Estagio  Temperatura Umidade Nebulosidade
do Vento
26/11/14 37 28,3 55% 7,0 km.h™ 50%

Dados: Temperatura, umidade, velocidade do vento e radiacdo solar com base em termohigroanemometro.

A primeira coleta das folhas para analise bioquimica foi feita 24 horas apds a
aplicacdo de cada tratamentos (27/11/2014), ja a segunda coleta foi feita 120 horas ap0s a
aplicacdo dos tratamentos (01/12/14). Em ambas coletas, foram retiradas as 3 folhas
superiores de um total de 2 a 3 plantas de cada repeticdo, compreendendo a amostra
composta.

As plantas foram inoculadas conforme DHINGRA & SINCLAIR (1995)com
urediniosporos de Puccinia triticina 48 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos (28/11/14)
com pistola pressurizada a ar comprimido, sendo que a pulverizacdo foi efetuada em ambas as
faces da folha até completo molhamento. O indculo foi constituido por uma solugdo contendo
agua, espalhante adesivo (Tween 80 - 100 ppm) e urediniésporos de Puccinia triticina na

concentracio de 2x10* esporos.mL™.

Avaliacoes

Quantificacdo da atividade da enzima Guaiacol Peroxidase

A peroxidase (POD) constitui uma classe de enzimas que esta extensamente
distribuida nos reinos animal e vegetal e pode ser facilmente extraida das células de alguns
vegetais. Esta enzima esta envolvida em muitos processos celulares, provavelmente devido ao
seu alto nimero de isoformas, funcionando com agente antioxidante, destoxificando o

peroxido de hidrogénio produzido em condigdes de estresse para a planta, como na
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sinalizacdo celular para expressdo de genes que codifiqguem para proteinas relacionadas com a
patogénese (PR-Proteinas), na formacéo de fitoalexinas e na polimerizacdo de compostos da
parede celular, enrijecendo a mesma.

Amostras de folhas de trigo congeladas foram usadas para analise enzimatica. Foram
pesadas 0,4 gramas de material vegetal de cada amostra e, estas, foram homogeneizadas em 3
mL de tampé&o Sddio Fosfato 0.05 M (pH 7.8) incluindo 1 mM EDTA e 1% Triton X-100. O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi usado para
0s testes de atividade enzimatica e proteina soldvel (ZHU et al., 2004).

Guaiacol Peroxidase (POD) foi mensurada de acordo com ZERAIK et al. (2008). A
mistura para reacdo continha 1.0 mL de tampéo Fosfato Potassio a 100 mM (pH 6.5), 1.0 mL
de guaiacol (15 mM) e 1.0 mL de H,O; (3 mM). Depois da homogeneizacédo desta solucéo,
foi adicionado 50 pL de extrato da planta. A oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol foi
mensurada através do aumento na absorbancia em 470 nm. Para o calculo, foi usado o
coeficiente molar de extingdo de 26.6 mM™ cm™.

A atividade da peroxidase presente no extrato bruto foi determinada, como descrito,
utilizando-se o guaiacol como substrato. Este por sua vez, reage com o peréxido de
hidrogénio na presenca da peroxidase formando o tetraguaiacol (Figura 1). Nesta reacdo, o

perdxido de hidrogénio é reduzido e o guaiacol, oxidado, atua como doador de protons.

OCH, OCHs
OCH; # 00
OH \/
4 + 4 HyO; w— + 8 HZ’O
] X™—0-0 —
\/
OCHs OCHs

Esquema da reacdo na qual a enzima peroxidase
converte o guaiacol e o perdxido de hidrogénio em
tetraguaiacol.
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Perdxido de Hidrogénio (H,0,)

As ROS sdo, sobretudo, subprodutos do metabolismo celular regular, mas podem ser
gerados com a destruicdo do sistema de transporte de elétrons durante condicdes de estresse,
tanto biotico (patdgenos) como abidtico (fatores ambientais). Dentro das ROS, inclui-se o
peréxido de hidrogénio, sendo uma das espécies tdxicas mais importantes na sinalizacéo
celular de estresse, o qual reage com moléculas bioldgicas, como DNA, proteinas e lipideos,
podendo alterar suas fungoes.

O teor de perdxido de hidrogénio (H,O,) foi determinado conforme descrito por
SERGIER, ALEXIEVA & KARONOV (1997). Para proceder-se essa analises, 0,1 g de
folhas foram maceradas com nitrogénio liquido, homogeneizados em 2 mL de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 14000 rpm por 20 minutos. Para a
quantificacdo de H,O,, adicionaram-se aliquotas de 0,2 mL do sobrenadante em 0,8 mL de
tampdo fosfato 10 mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potéssio 1 M. A solucdo foi deixada em
repouso por 10 minutos em temperatura ambiente, sendo a absorbancia lida a 390 nm. A

concentracdo de H,0, foi determinada através de curva padrdo e expressa em mM g™.

Peroxidacdo Lipidica (TBARS — Espécies reativas ao Acido Tio-Barbiturico).

Uma das formas de medir o dano as membranas € através das TBARS que é produto
da decomposicdo de acidos graxos das biomembranas ocasionado pela peroxidacdo desses
lipideos e, atesta a presenca de radicais livies (MUNNE-BOSCH & ALEGRE, 2002). As
especies reativas de oxigénio (ROS) sdo quimicamente agressivas e 0 ataque dos radicais

livres sobre os acidos graxos polinsaturados componentes de lipideos da membrana inicia a
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peroxidacdo lipidica, um processo auto-catalitico que muda a estrutura e funcédo da membrana
(SHAH et al., 2001), culminando no extravasamento do conteudo celular e morte da célula.

O grau de peroxidacdo lipidica foi estimado seguindo metodologia proposta por EL-
MOSHATY et al. (1993). Amostras de folhas de trigo congeladas foram pesadas com
aproximadamente 0,2 g e homogeneizadas em 3 mL de tampao citrato-fosfato a 0.2 M (pH
6.5) contendo 0.5% Triton X-100. O homogeneizado foi centrifugado por 15 min a 20.000 g.
Um mililitro da fracdo sobrenadante foi adicionado a um volume igual a 20% (w/v) TCA
contendo 0.5% (w/v) de &cido tio barbitarico (TBA). A mistura foi levada ao banho-maria por
40 min a 95°C e entdo rapidamente resfriado em banho de gelo por 15 min, e apds,
centrifugado em 10,000 g por 15 min. A absorbancia do sobrenadante em 532 nm foi lido e
corrigido para inespecifica turbidez por subtracdo do valor da absorbancia a 600 nm. Os
peroxidos de lipidios foram expressados em uM g™ matéria fresca, pelo uso de um coeficiente

de extincéo de 155 L mmol™ cm™.

Extracdo de Proteinas Soluveis

A quantificacdo de proteinas sollveis no extrato da planta sinaliza para maior sintese
de enzimas antioxidantes, as quais sdo necessarias na desintoxicacdo da célula pelas ROS,
além disso, pode estar relacionada com a sintese de enzimas relacionadas com a patogénese
(Glucanases, quitinases, entre outras) e também, com proteinas estruturais da membrana
plasmatica.

O teor de proteina soltvel foi determinado colorimetricamente pelo método descrito
por BRADFORD (1976). Para esta determinacdo, pipetou-se para tubos de ensaio, 200 pL do
extrato enzimatico (mesmo sobrenadante usado para determinacdo da POD), acrescentou-se

2,0 mL do reagente "coomassie brilliant blue™ (CBB), agitou-se suavemente cada tubo de
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ensaio e procedeu-se as leituras em espectofotémetro, no comprimento de onda de 595 nm.
As leituras das amostras correspondentes aos extratos enzimaticos foram convertidos em
concentracdo de proteina soltvel, por comparacdo com as leituras de solucdes padrbes de
albumina de soro bovino (BSA) nas concentracBes de 0, 25, 50, 100, 150 e 200 mg/L. O
reagente CBB foi preparado dissolvendo-se 0,10 g de "coomassie brilliant blue™ G-250 em 50
mL de alcool etilico absoluto, em seguida acrescentando-se 100 mL de &cido ortofosforico

(d=1,71 g.mL™) e 850 mL de 4gua destilada.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise dos pressupostos, e quando obedecidos
procedeu-se a analise da variancia (ANOVA) e as diferencas significativas determinadas pelo
teste f. Quando significativo, as médias foram comparadas através do teste de Skott-Knott

(p<0,05), através do software Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2002).

EXPERIMENTO 2 - Campo

Local, instalacéo e conducéo das plantas

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental do Instituto Phytus, localizada
no municipio de Itaara, estado do Rio Grande do Sul, latitude de 29°35°29,8” S, longitude
53°49°07,0” O e elevagao de 439 m.

A implantagdo da cultura do trigo foi realizada sob sistema de semeadura direta em

sucessdo a cultura da soja. Para preparo da area realizou-se dessecagdo com 2,5 L ha™ do
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herbicida glifosato (480 g/L) e 2,0 L ha™ do herbicida Gramoxone® (200 g/L). A semeadura

do trigo cultivar Quartzo foi realizada no dia 21 de junho de 2014, de forma mecanizada, com

adubacéo de base de 300 Kg ha™ (férmula 8-28-18), espacamento entre linhas de 0,17 m com

uma densidade de semeadura aproximada de 440 sementes m™, tratadas com Carboxina +

Tiram (60 g i.a. + 60 g i.a. 100™ kg sementes) e Imidacloprido (35 g i.a. 100™ kg sementes),

produtos comerciais Vitavax Thiram® e Gaucho®, respectivamente. A emergéncia se deu no

dia trés de julho de 2014 e estabeleceu-se uma populacdo média de 300 plantas m™>. As

caracteristicas quimicas e fisicas do solo no local do experimento sdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros quimicos e fisicos dos solos nos dois locais onde foram conduzidos os

experimentos.

Parametros* Itaara, RS
pH éagua 1:1 5,7
Ca (cmol/dm?3) 6,0
Mg (cmol¢/dm3) 2,6
Al (cmol/dm?3) 0,0
H+Al (cmol/dm3) 3,9
CTC efet. (cmol/dm?d) 91
Saturacao Al (%) 0,0
Saturacao Bases (%0) 70,3
Indice SMP 6,1
Matéria Organica (% - m/v) 3,5
Argila (% - m/v) 25,0
Textura 3,0
P-Mehlich (mg/dm3) 5,3
K (mg/dm3) 180,0

*Laboratdrio de Analises Quimica e Fisica do Solos — UFSM — Departamento de Solos. Vinculado a ROLAS —

RS/SC
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No experimento foi realizada adubagdo nitrogenada utilizando 250 Kg ha™ de uréia
(46-00-00) aplicado em dois momentos: 125 Kg ha™ no perfilhamento e 125 Kg ha™ na
elongacdo. Com excecdo da aplicacdo de fungicidas para controle quimico de doengas, 0s
demais tratos culturais para manutencdo do potencial produtivo da cultura foram realizados
conforme InformacBes Técnicas para a Cultura do Trigo (Informacgdes...,, 2013). O
acompanhamento dos principais estadios fenologicos das plantas foi baseado na escala
fenoldgica dos cereais BBCH (1974) (Anexo 1).

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, com cinco repeticoes,
totalizando oito tratamentos (Tabela 4). Os tratamentos foram aplicados no dia 08/08/2014,
28/08/2014 e 26/09/2014, compreendendo os estadios de inicio do elongamento, final do
elongamento e enchimento de grdos respectivamente, com intervalo de 20 dias entre a
primeira e a segunda e 28 dias da segunda para a terceira em virtude de condicdes climaticas
desfavoraveis a aplicacdo. A aplicacdo foi realizada com um pulverizador costal pressurizado
a CO,, dotado de barra de quatro pontas, espacadas em 50 cm, do tipo leque plano XR 110 02
e calibrado para uma vazdo de 150 L ha™.

As condicBes ambientais no momento da aplicacdo dos tratamentos no campo se

encontram dispostas na Tabela 5.
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Tabela 4 — Tratamentos aplicados na cultivar de trigo Quartzo em condi¢fes de campo, Safra
2014. ltaara, RS.

TRATAMENTOS Doses Dose (L/kg ha™)

1 Testemunha -

2 Fox® {Protioconazol + Trifloxistrobina}* 0,5

3 Fox® + Fernit® {20%N +22%S)* 0,5+3,0

A Fox® + VitaSpray®{N, P, K, Mg, Ca,S, 05+ 05

B,Cu,Fe,Mn, Mo,Zn}*

5 Fox® + Double Act® (8%N+20%C)* 05+2

6 Fox® + Fernit® + VittaSpray®* 0,5+30+0,5

7 Fox® + Fernit® + Double Act®* 05+30+2

8 Fox® + Dithane NT®* 05+25
* Os tratamentos com aplicacdo de fungicida foram adicionados de 6leo vegetal Aureo na dose de 400 ml ha™.

Tabela 5 — CondicGes meteoroldgicas nas aplicacdes dos tratamentos sob a cultivar Quartzo,
Safra 2014. Itaara, RS.

Aplicacdes Data Hora UR Temperatura Vel. Vento
12 08/08/2014 17:38 58,6 15,0 4,5
28 28/08/2014 14:20 46,0 20,1 2,8
38 26/09/2014 14:25 55,0 28,0 4.4

Dados: Temperatura, umidade, velocidade do vento e radiacdo solar com base em termohigroanemometro.

Avaliacoes

Severidade de Puccinia triticina

A severidade de ferrugem da folha foi avaliada mediante determinacdo do percentual
de éarea foliar com sintomas da doenca. Tal avaliacdo foi realizada visualmente em cada
parcela e representou a média percentual de tecido com sintomas de todas as plantas
analisadas. Tais avaliacdes foram realizadas aos sete, 14, 21 dias entre as aplicacOes e sete e

14 dias ap06s a ultima aplicacgéo.
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As notas de severidade serviram para o calculo da area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) (CAMPBELL & MADDEN, 1990). Através do qual, permite uma
avaliacdo mais estavel da doenca, sendo menos afetado pelo tempo de analise e variacdes

ambientais.

3

AACPD = 1 Y. ,'+Yi; x05 x(T1l;4; — T1))]

Sendo:

Yi: severidade da doenca na época de avaliacdo i (i=1, ..., n)
Yi+1: severidade da doenca na época de avaliagdo i +1

Ti: época de avaliacao i

Ti+1: época da avaliagdo i + 1

n = n° de observacdes
Produtividade

Produtividade dos tratamentos a partir da colheita das 10 linhas centrais de cada
parcela, espacadas de 0,17 metros, e descartando meio metro das duas extremidades,
totalizando 6,8 m2 de parcela atil colhida. As plantas foram colhidas e trilhadas
mecanicamente através de colhedora de parcela Semina 1400. Os grdos obtidos a partir da
colheita foram pesados e determinado a umidade em medidor eletronico. A umidade foi entdo

convertida para 13% e o rendimento final expresso em kg ha™.
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Massa de mil gréos

Este parametro foi determinado a partir do peso de cem grdos, obtido através de
contador eletronico e balanca Mediza®, de trés sub-amostras de cada repeticdo. A massa de
mil grdos foi determinada através das medias por repeticdo, corrigindo-se o valor para a

umidade de 13% e multiplicando por 10.

Peso do Hectolitro

E a massa de 100 litros de trigo, expressa em quilogramas. E utilizado como medida
tradicional de comercializagdo em varios paises e expressa indiretamente atributos de
qualidade de grdos, em especial dos relacionados com a moagem. O peso hectolitro foi obtido
através de uma amostra de grdos limpa de cada repeticdo a campo e processada em uma

balanca de peso especifico da marca Dallemolle®.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias ao teste de

comparagdo multipla de médias de Skott-Knott a 5% de significancia, utilizando o pacote

estatistico Assistat (SILVA & AZEVEDO, 2002).

24



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos no experimento 1, pode-se verificar reducao
significativa do estresse oxidativo extremo das células da planta apds a aplicacdo dos
tratamentos com os fertilizantes foliares, pela destoxificacdo do excesso de perdxido de
hidrogénio. Este resultado poderia explicar, em parte, 0 maior controle sob Puccinia triticina
e maior produtividade nos tratamentos com aplicacdo, principalmente, onde utilizou-se o
VittaSpray®, Double Act® e Dithane NT® no experimento 2.

A condicdo de estresse por temperatura alta nas plantas, apesar de ter sido um fator
indesejavel na conducdo do experimento, pode nos remeter a algumas inferéncias. No estresse
abiotico por temperatura elevada, uns dos principais sinalizadores da condicao de estresse € a
producdo e acimulo de peroxido de hidrogénio e no estresse bidtico, pela infeccdo por algum
patdgeno € também sinalizada pelo perdxido de hidrogénio (VARNOVA et al., 2002).
MALLICK & RAI (1999) concluiram que a producdo de ROS em plantas é favorecida por
varios fatores ambientais de estresse como a exposi¢cdo a niveis elevados de luminosidade,
seca, metais pesados, alta concentracdo de sais, extremos de temperatura, radiacdo UV,
poluicdo do ar, herbicidas, estresse fisico e mecanico e também como resposta a estresses
bioticos tais como o ataque de patdgenos.

Nesse sentido, ambas as condigdes de estresse, tanto na casa de vegetacdo quanto no
campo podem ser correlacionadas. Entdo, a condicdo de estresse oxidativo alta na testemunha
cultivada em casa de vegetacdo (19 mM H,0, g™ Massa Fresca) (Figura 4) reflete a condic&o
da testemunha a campo com estresse oxidativo severo pelo processo infeccioso de Puccinia
triticina (Tabela 6 e Figura 5). Segundo MITTLER (2002) sob condicGes adequadas de
desenvolvimento, a producéo de EROS na célula é baixa (240 mM s O, e um nivel "steady-

state” de 0,5 mM s* H,O, nos cloroplastos), enquanto muitos estresses que alteram a
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homeostase celular acentuam a sua producéo (240 a 720 mM s O, e 5 a 15 mM de H,0,).
Segundo TAROUCO (2014) o aumento da atividade da superdxido dismutase (SOD) no trigo
dentro das temperaturas avaliadas, poderia indicar que as plantas sob estresse térmico
possuem maior capacidade de eliminacdo do radical superdxido (O2-) através do aumento da
atividade da SOD, significando possivel envolvimento desta enzima na tolerancia ao calor
pelas plantas, e com isso, maior acumulo de H,O..

A quantificacdo da enzima Guaiacol-Peroxidase (Figura 2) mostra que ndo houve
grande inducdo da mesma com a aplicacdo dos tratamentos, com excecdo dos tratamentos
com Fox® e Fox®+Fernit® os quais tiveram 0s maiores picos. Porém, a maior deteccao
nesses tratamentos ndo levou a reducdo do estresse oxidativo, pois ndo foram eficientes na
remocdo do excesso de H,O, (Figura 4). O maior estresse oxidativo da planta nesses
tratamentos pode estar aliado a piora de controle de Puccinia triticina no campo (Tabela 6 e
Figura 5), pois a planta estava severamente infectada e com estresse oxidativo alto, e esses
tratamentos podem ter acentuado a explosdo oxidativa.

Pdde-se observar, também, que o tratamento com Double Act® proporcionou maior
inducdo da Guaiacol-Peroxidase e esta condicdo esta diretamente relacionada com a forte
reducdo na quantidade de H,O,. Além da Guaiacol-Peroxidase detectada neste trabalho,
provavelmente este tratamento induziu a ativacdo da Ascorbato-Peroxidase e Catalase
(BHATT & TRIPATHI, 2011), ambas importantes enzimas destoxificadoras. J& o0s
tratamentos com VittaSpray®, misturas triplas e Dithane NT® tiveram baixa deteccdo da
Guaiacol-Peroxidase, podendo estar mais diretamente relacionados como co-fatores metalicos
para funcionamento das isoformas da Superdxido Dismutase (SOD) (GILL & TUTEJA,
2010) que estdo presentes na matriz mitocondrial, citosol e estroma do cloroplasto, e estas por
sua vez, dismutam o radical superoxido em H,O,. Mas, assim como no tratamento com

Double Act®, esses podem ter induzido a outras enzimas antioxidantes.
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Pode-se inferir também, que Fernit® e VittaSpray® possuem inducdo da atividade da
Guaiacol-Peroxidase mais rapida, quando associados ao fungicida, do que o Double Act® e
Dithane NT® quando associados, porém, esses dois Ultimos foram mais eficientes na remocéo
de H,O, (Figura 2 e Figura 4). A forma diferenciada com que cada fertilizante foliar utilizado
responde em relacdo ao seu uso isolado ou em associa¢do com o fungicida, se deve ao fato de
que cada fertilizante é composto por diferentes componentes, cada um tendo um papel
diferente dentro do metabolismo da planta, e cada fungicida possui ingredientes ativos que
reagem de forma diferente em determinadas caldas, modificando assim, a eficacia de seus
componentes, tanto por efeito aditivo, antagénico ou sinérgico (COLBY, 1967).

Mesmo sendo menores as concentracfes de H,O, proporcionadas pela inducdo do
complexo antioxidante na célula devido as aplicacdes dos tratamentos com fertilizantes
foliares, além de evitar a degradacdo de membranas e retorno do equilibrio redox da célula,
ainda assim, podem inibir o crescimento de fungos e bactérias. Esse fato foi verificado por
WU et al. (1995) onde a concentracdo de 0,1 mM inibiu completamente o crescimento de
Erwinia carotovora ssp. carotovora (Jones) Bergey, Harrison, Breed, Hammer & Huntoon e
mais de 95% do crescimento de Phytophthora infestans.

Entre os dois periodos de coleta pode-se observar que o teor de proteina sollvel
aumentou em 13,2%, sendo na média 7,92 e 8,97 mg de proteina mL™, respectivamente para
primeira e segunda coleta (Figura 1). Isso indica que os tratamentos, aos cinco dias apos a
aplicacdo, ainda estdo induzindo a sintese de proteinas na planta, essas por sua vez, poderdo
ser direcionadas para composicao da parede celular, as quais juntamente com complexos de
lignina sdo mais resistentes a hidrolise acida do que complexos com carboidratos (LIN &
KOLATTUKUDY, 1978) e sintese de enzimas peroxidases.

Entre os tratamentos, pode-se observar que todos proporcionaram maiores teores de

proteina com relacdo ao valor bruto na primeira e segunda coleta, mas sé diferenciaram da
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testemunha os tratamentos com VittaSpray®, Double Act® e Dithane NT® isolados e
associados aos ingredientes ativos Protioconazol+Trifloxistrobina, e os tratamentos com
mistura tripla (Figura 1). O tratamento com Double Act® foi o que apresentou maior
conteddo de proteina em ambas as coletas, visto que € composto por nitrogénio e carbono, e
ambos sdo integrantes da estrutura das proteinas.

Nitrogénio aplicado na antese aumentou o conteddo de proteina em varios
experimentos conduzidos com trigo (GOODING & DAVIES, 1992; BLY & WOODARD,
2003), porque é rapidamente absorvido e particionado para o grdo. NIMJI & GANDHI (1993)
e HUSSAIN et al. (1999) também reportaram que o conteddo de proteina nos graos aumenta
em maior propor¢do com a aplicacdo de nitrogénio via foliar comparado a aplicacdo do
mesmo no solo.

O maior incremento da deteccdo de proteinas sollveis na segunda coleta pode ter
refletido diretamente em maior atividade da Guaiacol-Peroxidase para alguns tratamentos, ja
gue as enzimas sdo proteinas, embora para outros o valor deste pardmetro tenha reduzido
(tratamentos com Dithane NT® e misturas triplas) (Figura 2). Esta reducdo, como comentado
anteriormente, deve-se ao fato de que essas proteinas podem ter sido direcionadas para sintese
de outras enzimas, que ndo a guaiacol-peroxidase, como a catalase (CAT) e ascorbato-
peroxidase (APX), pois estas sdo as duas enzimas mais importantes dentre os componentes de
desintoxicacdo do H,O, (BHATT & TRIPATHI, 2011), visto que a quantidade de H,0O,
detectado na segunda coleta foi consideravelmente menor para estes tratamentos, ao contrario
da aplicagcdo com fungicida isolado e quando associado ao Fernit®.

A grande quantidade de H,O; nas plantas no tratamento testemunha n&o levou a
proporcional degradacdo das membranas celulares (Figura 3). VERMA & DUBEY (2003)
também verificaram valores semelhantes de peroxidacédo lipidica no tratamento controle em

arroz. Esse fato levanta a hipotese de que estes produtos toxicos podem ter sido armazenados
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em algumas organelas celulares, provavelmente em vacuolos, 0s quais podem armazenar
substancias potencialmente tdxicas, pois possuem interior acido e enzimas digestdrias que
efetuam a digestdo intracelular, além disso, ainda estas substancias podem ser inativadas
originando subprodutos nédo toxicos a planta.

Ap0s a aplicacdo dos tratamentos, a maioria dos tratamentos teve alguma atividade da
enzima Guaiacol-Peroxidase (Figura 2) e consequentemente, reducdo do H,O, (Figura 4), por
isso praticamente ndo houve peroxidacdo lipidica que diferenciasse da testemunha néo
tratada. A degradacdo das membranas celulares ndo € ocasionada apenas por peroxido de
hidrogénio H,O,, mas também por oxigénio singleto 'O, (TRIANTAPHYLIDES &
HAVAUX, 2009) anion superdxido O,” (BREUSEGEM et al., 2001), e radicais hidroxila OH"
(BLOKHINA et al., 2003; BARREIROS & DAVID, 2006), e por isso a maior deteccdo de
espécies reativas ao acido Tio-Barbitdrico (Figura 3) em alguns tratamentos, pode nao ser
pelo peréxido de hidrogénio, mas sim, por essas outras formas toxicas as membranas
celulares, as quais ndo foram determinadas neste trabalho.

Nos tratamentos com VittaSpray®, 0 mesmo é composto, entre varios elementos, por
Ferro e Cobre, os quais sdo elementos que fazem parte da primeira fase da peroxidacdo
lipidica, a iniciacdo, pois esses elementos podem formar um complexo de oxigénio ativo ou
como catalisador na decomposicdo de hidroperdxidos existentes (BHATTACHRJEE, 2005).
O Fernit®, por ter o enxofre (S) na sua composicao, além de ter uma das maiores quantidades
de perdxido de hidrogénio, ainda provocou maior peroxidacao lipidica. Resultado semelhante
foi encontrado por LI & Y1 (2012), onde houve maior producdo de perdxido de hidrogénio e
anion superoxido quando plantas de Arabidopsis thaliana foram tratadas com dioxido de

enxofre, e isso levou a maior peroxidacao lipidica também.
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Figura 1 — Quantificacdo de Proteinas Sollveis 24 horas (12 Coleta) e 120 horas (22 Coleta)
apos aplicacdo dos tratamentos. CV% 12 Coleta = 7,78, CV% 22 Coleta = 8,45. As médias
sequidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2 — Atividade da enzima Guaiacol-Peroxidase 24 horas (12 Coleta) e 120 horas (22
Coleta) apds aplicacdo dos tratamentos. CV% 12 Coleta = 9,89, CV% 22 Coleta = 11,85. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 4 — Quantificacdo de Peroxido de Hidrogénio 24 horas (1% Coleta) e 120 horas (22
Coleta) apds aplicacdo dos tratamentos. CV% 12 Coleta = 14,96, CV% 22 Coleta = 8,44. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

No experimento 2, observou-se que todos os tratamentos diferiram da testemunha na
avaliacdo de severidade de Puccinia triticina e também no calculo da AACP de ferrugem da
folha trigo. Os tratamentos com aplicacdo de fungicida, associado ou ndo com fertilizantes
foliares proporcionaram menor severidade da doenca e acimulo final da mesma (Tabela 6 e
Figura 5). Esses resultados tém maior destaque para os tratamentos com adi¢do do fertilizante
foliar Double Act® {8%N + 20%C} e também, com a associacdo ao Dithane NT® {Mn},
sendo que ndo houve diferenca estatistica significativa entre esses tratamentos, mas entre
esses havendo em comparacdo ao tratamento com fungicida isolado, Fernit®, VittaSpray® e

misturas triplas.
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Associacdo sinergica foi verificada por SAMOUCHA & GISI, (1987A, 1987B) e
EVENHUIS et al. (1996) entre Mancozebe e cimoxanil contra Phytophthora infestans e
Plasmopara viticola e resultados similares também foram encontrados com BABA (DL-b-
acido aminobutirico) e mancozebe no controle de Phytophthora infestans em batata e tomate
e Pseudoperonospora cubensis em pepino (BAIDER & COHEN, 2003). MARQUES (2014)
verificou associacdo sinérgica entre fungicida azoxistrobina + ciproconazol associado ao
fertilizante foliar Quantis®, composto por aminoacidos, com menores severidade e AACPD
de ferrugem e manchas foliares em trigo.

Os resultados obtidos no experimento 2 vdo ao encontro com o0s obtidos no
experimento 1, no qual as alteracbes bioquimicas proporcionadas pelos tratamentos com
VittaSpray®, Double Act® e Dithane NT® associados com fungicida, reduzindo a toxicidade
do H,0, produzido em resposta ao estresse térmico, o qual pode ser comparado ao estresse
pela infeccdo por Puccinia triticina no campo, j& que ambos promovem as mesmas
sinalizacdes de defesa, explicado anteriormente. Essa reducdo na producdo e acimulo de
H,O, ocorreu em virtude da ativacdo da Guaiacol-Peroxidase e, provavelmente das outras
enzimas antioxidantes Catalase e Ascorbato Peroxidase em relacdo a testemunha, ocorrendo
nestes casos, menor estresse oxidativo na planta, e com isso, proporcionando-a maiores
condicdes de mobilizar suas defesas para o combate a infeccdo por Puccinia triticina.

As peroxidases além de estarem relacionadas com o processo de protecdo
antioxidativa catalisando a oxidacdo de componentes celulares como o perdxido de
hidrogénio, ainda tém estreita relacdo com o aumento na sintese de lignina que fortalece a
parede celular contra a acdo de enzimas liticas produzidas em abundancia por alguns
patogenos (KVARATSKHELIA et al., 1997), o que leva a resisténcia desta ao ataque de
patogenos. Esses dados corroboram com os encontrados por LIANG et al. (2005) onde

verificaram que plantas suplementadas com Si via solo reduziu os sintomas de oidio em
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pepino, e este fato esta associado com aumento na atividade das enzimas peroxidases,
polifenoloxidases e quitinases durante o processo infeccioso.

Resultados semelhantes foram observados em feijdo-caupi, cv. ‘Vita 3’, tratado com
acido salicilico (FERNANDES et al., 2006). Neste caso, uma isoforma aniénica da peroxidase
foi notadamente induzida apds o tratamento com o &cido salicilico, sugerindo, assim, a
participacdo desta no mecanismo de defesa da planta. A inducdo da atividade de peroxidases,
pelo acibenzolar-S-metil (ASM), foi também relatada por CAVALCANTI (2000) em cacau
contra Verticillium dahliae Kleb., sendo detectada em um nivel mais alto por periodo de
tempo mais longo. A atividade peroxidasica a partir da inducdo advém de uma seqliéncia de
eventos e sinais, partindo de uma isoforma pré-existente, catalizando o UGltimo passo
enzimatico da biossintese da lignina, servindo como barreira ao patdgeno, ou mesmo
interagindo com a quitina da parede celular de muitos fungos atuando conjuntamente
com B1,3-glucanase (FERNANDES, 1998). RODRIGUES et al. (2009), onde obtiveram
reducdo na severidade da ferrugem em plantas de soja pulverizadas com diferentes
concentracdes de silicato de potassio. PEREIRA et al. (2009) aplicacdo foliar de KSi, na
tentativa de fornecer Si a soja, contribuiu para reduzir a severidade da ferrugem da soja.

Para efeito de produtividade, os tratamentos com fungicida associado ao VittaSpray®,
Double Act®, as misturas triplas e com Dithane NT® tiveram as maiores produtividades
(Figura 6), ndo diferindo entre si, mas diferenciando estatisticamente dos tratamentos com
fungicida isolado e fungicida associado ao Fernit®. Esses dois Ultimos, também diferiram
signicativamente da testemunha. Em valores absolutos, fungicida com Double Act®
proporcionou o maior incremento, obtendo 100% de acréscimo em relagédo a testemunha neste
parametro (Figura 6). Esses dados corroboram com os encontrados por BLANDINO et al.
(2009), onde utilizaram fertilizante foliar a base de N, P e K associado com fungicidas do

grupo quimico triazol e estrobilurina e isso proporcionou maior produtividade, peso de mil
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grios e proteina nos grios. MACZYNSKA et al. (2005) em trabalho com associagdo de
fungicida e um policomposto fertilizante no controle de doencas em trigo concluiu que nédo
houve reducéo de eficacia do fungicida e que além da melhor condi¢do observada com plantas
mais vigorosas e aumento da producdo de grdos, destacou o aspecto econémico a partir da
aplicacdo confinada de dois produtos em uma Unica aplicacéo.

Assim como para produtividade, os mesmos tratamentos comentados anteriormente,
também conferiram maior peso de mil graos, porém nédo diferiram estatisticamente dos outros
dois tratamentos, fungicida isolado e associado ao Fernit® (Figura 6). No peso do hectolitro,
todos os tratamentos com aplicacdo de produtos ndo diferiram estatisticamente da testemunha.
Sendo o tratamento fungicida associado ao Double Act® o de maior PH em valores absolutos

(Figura 7).

Tabela 6 — Severidade de Puccinia triticina nos diferentes tratamentos aplicados na cultivar
de trigo Quartzo. Itaara/RS. 2014.

TRATAMENTOS 1l4daa2 p<0,05 2ldaa2 p<0,05 7daa3 p<0,05 12;1& p<0,05
Testemunha 19,1 a 35,2 a 60,8 a 71,0 a
Fox® 4.4 c 14,6 c 23,5 b 24,0 b
Fox®+Fernit® 49 b 15,5 b 24,8 b 25,3 b
Fox®+Vittaspray® 4,1 d 13,7 d 20,7 c 22,5 c
Fox®+Double Act® 3,8 d 10,5 e 17,6 d 18,3 d
Fox®+Fernit®+Vitta 45 c 14,7 c 235 b 24.8 b
spray®
Fox®+Fernit®+Dou
ble Act® 4.3 c 14,6 c 23,5 b 24,1 b
Fox®+Dithane NT® 3,8 d 10,6 e 17,6 d 18,6 d
CV 4,85 1,96 5,91 444

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade.
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Itaara/RS. 2014. CV% Produtividade = 11,45, CV% PMG = 7,97 As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que, a utilizacdo dos
fertilizantes foliares associado ao fungicida proporcionou menor estresse oxidativo para as
plantas, principalmente pela grande reducdo na producdo e acumulo de perdxido de

hidrogénio e, isso esta relacionado com a inducédo de atividade da peroxidasica.

A inducdo da atividade peroxidasica nos tratamentos com fertilizantes foliares é
indicativo da participacdo desta enzima no mecanismo de defesa do trigo contra o patégeno
Puccinia triticina em condic¢Ges de campo, refletindo em menor severidade desta, tendo maior
produtividade, principalmente nos tratamentos com Vitta Spray®, Double Act® e Dithane

NT®.
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ANEXOS

ANEXO A - Escala fenoldgica BBCH para os cereais de inverno.

The extended BBCH-scale, for specific crops

Cereals witzenberger et al, 1980; Lancashire et ., 1201 O

Phenological growth stages and BBCH-identitication keys

ot cereals

(wheat = Triticum sp. L Hordeumn L., oat = Avena satval,
g bzle'y vulgare

Code Description

Principal growth stage 0: Germination

00 Dry seed (caryopsts)

01 Beginning of seed imbibiton

03 Seed imbibition complete

05 Radicie emerged from caryopsis

05 Radice elongaed. root hairs andlor side roots visible
o7 Coleoptile emerged from caryopsis

o2 Emergence: coleoptie penetrates sol surface (cracking stage)
Principal growth stage 1: Leat development**

10 First leaf

1 First leaf unfol P

12 2 l=aves unfolded

13 3 leaves unfolded

I continuous till . . .

18 ghgges more leaves unfolded

Principal growth stage 2: Tillering®

20 No tillers

21 inni lering: first tiller detectable

2 2 s crate

23 3 tillers detectable

2 Stages continuous till . _ .

20 End of tillering. Maxamum no. of tillers detectable

' A leaf Is unfokded when its Igule Is visibie o the tip of the next ieaf Is visible

* Tlllering or s%2m elongation May occur earfier than stage 13; In this case continue
With stages 21

* 1t stem elongation begins besors the end of tilering continue with stage 30

Continua...
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ANEXO A - Escala fenoldgica BBCH para os cereais de inverno.

Cereals wizenberger et al.. 1289; Lancashire etal., 1091

Phenological growth stages and BBCH-identitication keys
ol cereals

Code Descrpton

Principal growth stage 3: Stem elongation

0 Beginning of stem elongation: pseudostem and tilers erect,
ﬁmunﬁamdebegnsbelmgae top of inflorescence at least
1 cm abowe tilering node

K] First node at least 1 cm above tilering node

2 Node 2 at least 2 cm above node 1

3 Node 3 at least 2 cm abowve node 2

3. Stages continuous till . ..

Ky Flag leaf just visile, still rolled

e Flag leaf stage: flag leaf fully unrolled. ligule just wisible

Principal growth stage 4: Booting

41 Early boot stage: flag leaf sheath extending

43 Mid boot stage: flag leaf sheath just visibly swolien

45 Late boot stage: flag lea sheath swollen

47 Flag leaf sheath

40 First awns wvisible (in awned forms only)

Principal growth stage 5: Intlorescence emergence, heading

51 Beginning of heading: tp of inflorescence emerged from sheath,
first spikelet just visible

52 20% of inflorescence

53 30% of inflorescence emerged

54 40% of inflorescence emerged

55 Middie of heading: half of inflorescence emerged

56 60% of inflorescence

57 70% of inflorescence emenged

58 80% of inflorescence emerged

5@ End of heading: inflorescence fully emerged

Principal growth stage 6: Flowering, anthesis

81 Beginning of flowering: first anthers visible

85 Full fowering: 50% of anthers mature

) End of flowering: 3l spikelets have completed fiowering but
some dehydrated anthers may remain

Principal growth stage 7: Development of fruit

71 Watery rpe: first grains have reached half their final size

73 Early milk

75 Medium milk: grain content miky, grains reached final size.
stil green

v Late milk

...continuagdo....

ANEXO A - Escala fenoldgica BBCH para os cereais de inverno.

Cereals wizenberger et ai, 1989; Lancashire et 3., 1201

Phenological growth stages and BBCH-identitication keys
ot cereals

Code Description

Principal growth stage 8: Ripening

83 Early dough

85 Soft dough: grain content soft but dry. Fi il mpression not held
87 Haddam?anmetﬂsdd %wd

82 Fully ripe: grain hard, difficult to divide with thumbnad

Principal growth stage 9: Senescence

82 Over-ripe: gran hard, cannot be dented by thumbnail
02 Grans loosenngv?'lyday-nme o

87 Plant dead and collapsing

82 Harvested product
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