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INFLUENCIA DE ESTRESSES ABIOTICOS NA FASE REPRODUTIVA DO MILHO

RESUMO - Com o objetivo de avaliar diferentes estresses sobre o acumulo e
particio de massa seca, abortamento, desenvolvimento, producdo de grédos e
concentracdo de metabdlitos glicidicos e nitrogenados em plantas de milho, conduziu-
se um experimento em casa de vegetacdo. Os tratamentos foram: testemunha; plantas
com desfolhamento de 66%; omissao do nitrogénio; déficit hidrico (20 — 30% da
capacidade de retencéo); sombreamento de 70%. Os estresses foram impostos dos
dois aos quarenta dias ap0s a polinizacdo (DAP) e as avaliacfes realizadas em cinco
coletas aos 0, 10, 20, 30 e 40 DAP. A omissdo de N na fase reprodutiva ndo afetou a
massa seca das plantas e ndo promoveu alteracdes nos gréos das plantas de milho, em
funcdo da grande remobilizagcdo deste elemento acumulado nas folhas e colmos
durante o periodo vegetativo. O desfolhamento reduziu o acumulo de massa seca no
colmo e na espiga, causou abortamento de gréos, ndo afetou a massa dos graos
remanescentes, resultando em menor ndmero e producdo de graos por planta. O
sombreamento intensificou a translocacdo de fotossintatos do colmo e folhas para os
graos, causou reducdo no acumulo de massa seca na planta, abortamento de graos,
menor peso dos grdos remanescentes, menor acumulo de amido e menor producao de
gréos por planta. O déficit hidrico reduziu a area foliar, a fotossintese, o periodo de
enchimento dos gréos, o acumulo de MS na planta e a translocacéo de fotoassimilados
para os graos, resultando em abortamento de grdos do apice da espiga, acumulo de
acucares redutores e aminoacidos livres nas folhas e colmos e menor massa de graos e
producado por planta. A reducdo na producgdo foi maior no estresse por déficit hidrico,
sombreamento de 70%, desfolhamento de 66% e deficiéncia de N, sendo o numero de

graos por espiga e peso médio dos grdos os componentes da producdo mais afetados.

Palavras-chave: carboidratos, déficit  hidrico, desfolhamento,  nitrogénio,

sombreamento, Zea mays L.
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INFLUENCE OF ABIOTIC STRESSES ON THE REPRODUCTIVE CORN PHASE

SUMMARY - To evaluate the effect of different stress on the accumulation and
distribution of dry matter, abortion, development and production of grains and
concentration of glycidic and nitrogen metabolites in maize plant, it was conducted an
experiment on greenhouse conditions. The following treatments were used: control;
defoliation (plants 66% defoliated); nitrogen omission; water deficit (20 — 30% of the
retention capacity); shading (70%). The stress factors were imposed from two to forty
days after pollination (DAP) and the analyses at 0, 10, 20, 30 and 40 DAP. The nitrogen
omission at the reproductive stage did not affect plant dry mass or grains because of the
high rate of remobilization of the N accumulated in leaves and stems during the
vegetative stage. Defoliation reduced the dry matter accumulation in the stem and ears,
increased kernel abortion, no caused any effect on photoassimilate translocation or
weight from remaining grains. Also, resulted in a decrease on the total-N level, amino
acids, grain reducing sugars and starch, fewer grains and lower production per plant.
Shading intensified photoassimilate translocation indicating that in shaded plants the
photosynthesis limitation is supplied by the high remobilization rate of reducing sugars,
sucrose and starch from the stem and leaves to the grain. However, this stress causes
reduction of dry matter accumulation, kernel abortion, and lower weight of remaining
grains, starch accumulation and production of grains per plant. The water deficit reduced
leaf area, photosynthesis, grain filling period, dry matter accumulation and
photoassimilate translocation from vegetative organs to kernels, resulting in kernel
abortion at the ear top, accumulation of reducing sugars and free amino acids in leaves
and stems and lower weight of 1,000 grains and production per plant. The grain
production per plant decreased and it was higher in plants under water stress, followed
by 70% of shading, 66% of defoliation, and finally N suppression. The number of grains

per ear and the average grain weight were the most affected production components.

Keywords: carbohydrates, defoliation, nitrogen, shading, water deficit, Zea mays L.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

Entre as culturas de interesse no Brasil destaca-se o milho, cuja demanda €&
crescente em face, principalmente, da expansdo de atividades ligadas a criacao de
animais. E uma cultura cujo rendimento apresenta alta variabilidade, pois possui
produtividade média de 2971 kg ha™, variando desde 918 kg ha™ na regido Nordeste
até 4536 kg ha™ na regido Centro Oeste (AGRIANUAL, 2005).

Apesar de todos os avancos tecnoldgicos utilizados (sementes, fertilizantes,
herbicidas, irrigacao, inseticidas, etc.), a cultura do milho é freqientemente afetada por
adversidades e destas as que causam maior impacto neste importante produto do
agronegécio sdo o déficit hidrico; a reducdo da area foliar da planta, causada por
fatores bioticos e abioticos; o sombreamento ocasionado pela competicédo entre plantas;
a deficiéncia, principalmente, de nitrogénio, causado pela baixa disponibilidade deste
nutriente nos solos tropicais.

Segundo CIMMYT (1994), a produtividade de milho em muitos paises de clima
tropical fica em torno de 1 a 2 t ha, contrastando amplamente com as produtividades
de 4 a 12 t ha™ obtidas por melhoristas nestes mesmos paises. Isto indica claramente
que as condi¢cdes de cultivo diferem daquelas onde os materiais foram desenvolvidos,
diferencas atribuidas principalmente a disponibilidade hidrica e fornecimento de
nitrogénio (SIMMONDS, 1991; BANZINGER et al. 1997). Assim, embora a
herdabilidade diminua com o aumento do estresse, 0 progresso do melhoramento seria
maior se condi¢des de estresse fossem incluidas durante a sele¢éo, no entanto, quase
sempre isto ndo € possivel, havendo necessidade de se estabelecer estudos
especificos do efeito de diferentes estresses na cultura. E o0 que se destaca nos paises
com elevada produtividade, pois desenvolvem grande numero de pesquisas basicas e a
aplicacéo racional de tais conhecimentos no desenvolvimento de gendtipos e técnicas de
manejo adequadas as suas condi¢fes. Nao obstante, possuindo caracteristicas edafo-
climéticas proprias, relativamente poucos estudos relacionando o metabolismo glicidico e

nitrogenado com os fatores de producéo do milho tém sido realizados no Brasil, e grande



parte da tecnologia tem sido importada, quase sempre a elevado custo e nem sempre
apropriada as nossas caracteristicas de clima, de solo, de biodiversidade ou mesmo
econdmicas.

Apesar do enorme esforco dos melhoristas e os recursos financeiros gastos
pelos centros de pesquisas publicos e privados no desenvolvimento de novas cultivares
de milho, o conhecimento do metabolismo vegetal é fundamental para o manejo
adequado da cultura e desenvolvimento de novas cultivares adequadas a condi¢des
especificas. Caso contrario, ndo saberemos o que fazer com o grande numero de
cultivares gerados anualmente, ou para onde direcionar 0s programas de
melhoramento, pois nem mesmo teremos compreendido claramente o comportamento
do metabolismo primério. Entretanto, estudos do metabolismo nitrogenado e glicidico
em plantas submetidas a diferentes estresses tém sido pouco realizados no Brasil. Por
fim, é essencial mencionar que esses estudos basicos podem agregar valor econémico
ao produto final.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia dos fatores estressores
(sombreamento, desfolhamento, déficit hidrico e omissdo do nitrogénio) sobre o
acumulo e distribuicdo de massa seca, abortamento, desenvolvimento, producdo de
graos e concentracao de metabdlitos glicidicos e nitrogenados nas diferentes partes da
planta de milho, visando contribuir para a compreenséo ou previsdo do comportamento
da planta nas diferentes situacfes a que a cultura for submetida no campo durante a

fase reprodutiva.

REVISAO DE LITERATURA

A producdo de milho é uma resultante do produto entre nimero de espigas,
namero de grédos em cada espiga e peso médio dos grdos. Na maioria dos casos,
entretanto, a producdo esta mais associada com o numero de grdos que com 0O peso
médio dos mesmos, ou com 0 nimero de espigas por planta. Por sua vez, para um dado

gendtipo, o0 numero de grédos que chega a maturidade parece depender mais da

sobrevivéncia das espiguetas fecundadas do que do numero potencial de espiguetas



(OTEGUI & ANDRADE, 2000). Existem evidéncias de que a sobrevivéncia dos o6vulos
fecundados esta correlacionada com as condigcbes ambientais tais como disponibilidade
hidrica e de nitrogénio, com as interacdes entre fonte e dreno de metabdlitos, e com a
relacdo entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio durante a fase de formacéo e
desenvolvimento dos gréos. Embora se saiba que plantas submetidas a diferentes tipos
de estresse diminuem o numero de grédos por planta e, consequentemente, a
produtividade, os eventos quimicos e bioquimicos relacionados ao metabolismo
nitrogenado e glicidico, que levam ao estabelecimento/abortamento dos graos, bem como
ao desenvolvimento dos mesmos ainda ndo esta muito bem esclarecido (SINGLETARY &
BELOW, 1990, FALEIROS et al., 1996; CAZETTA, et al., 1999; ZINSELMEIER et al.,
2000; BELOW et al., 2000). Portanto, a compreensao de tais fendmenos e mecanismos
determinantes € de extrema importancia para os fisiologistas, estatisticos e melhoristas
envolvidos com a cultura do milho. No entanto, no Brasil poucos trabalhos tém sido
desenvolvidos nesta importantissima area e nossos grupos de pesquisa pouco adotam a
natureza multidisciplinar das pesquisas.

No Brasil, o rendimento da cultura do milho apresenta alta variabilidade, dado a
ocorréncia de déficits hidricos causados pelas variacdes da precipitacdo. Dois dias de
estresse hidrico no florescimento diminuem o rendimento em mais de 20%, quatro a oito
dias diminuem o rendimento em mais de 50% (MAGALHAES et al. 2002). O efeito da falta
de &gua, associado a producdo de gréos, € particularmente importante em trés estadios
de desenvolvimento da planta: a) iniciacdo floral e desenvolvimento da inflorescéncia,
quando o numero potencial de grdos é determinado; b) periodo de fertilizagdo, quando o
potencial de producdo € fixado; nesta fase, a presenca da agua também é importante para
evitar a desidratacdo do grdo de pdlen e garantir o desenvolvimento e a penetracdo do
tubo polinico; ¢) enchimento de graos, quando ocorre 0 aumento na deposicao de matéria
seca, 0 qual esta intimamente relacionado a fotossintese, desde que o estresse resulte na
menor producdo de carboidratos, o que implicaria em menor volume de matéria seca nos
graos (MAGALHAES et al. 1995).

GUEI & WASSON (1992) constataram que as datas de florescimento masculino e
feminino, bem como o intervalo antese-emissdo dos estigmas s&o influenciados por

estresse de agua, temperatura e nitrogénio. Deste modo, o intervalo da emergéncia do



penddo até o aparecimento dos estigmas aumenta, de trés a quatro dias, com déficit
hidrico, fazendo com que, por falta de polinizacédo, se desenvolvam espigas estéreis ou
com poucos graos (HERRERO & JOHNSON, 1981).

Aparentemente as falhas reprodutivas em milho ocorrem porque o suprimento de
assimilados em plantas deficientes em agua ndo € suficiente para manter o crescimento
de todos os novos zigotos formados (BOYLE et al., 1991; ZINSELMEIER et al., 1995a).
Outra causa pode ser a inibicdo do alongamento do estilete e o retardamento na
emergéncia dos estigmas, que fazem com que estes fiquem menos expostos a
polinizacdo (WESTGATE, 1994). ZINSELMEIER et al. (1995b) observaram reducéo de 45
a 65 % do numero de grédos por espiga em plantas de milho submetidas ao potencial de
agua na folha de — 0,40 MPa, no periodo das 8 as 10 h, durante a emergéncia dos
estigmas e polinizacao.

O periodo que vai da fertilizacdo até a maturidade fisiologica dos gréos é
caracterizado por trés diferentes etapas (JOHNSON & TANNER, 1972). A primeira,
denominada de etapa de retardamento, é o periodo durante o qual predomina a divisao
celular, e 0 aumento de peso € insignificante. A segunda, ou etapa linear de enchimento
do gréo, € um periodo de rapido aumento de peso, quando mais de 90% da matéria seca
€ acumulada, e de intensa atividade de converséo de agucares em amido no endosperma.
Durante a terceira etapa, a taxa de acumulo de matéria seca declina, terminando com a
maturidade fisiologica. QUATTAR et al. (1987) observaram que o crescimento do gréo €
mais sensivel ao déficit hidrico durante a etapa de divisdo celular do que na etapa de
rapida deposi¢éo de amido.

Os eventos de formagdo do zigoto e inicio do crescimento dos graos,
aparentemente, sdo muito vulneraveis ao déficit hidrico. Contudo, se o enchimento do
grao for iniciado, seu desenvolvimento continua embora ocorra déficit severo no tecido
materno (WESTGATE & BOYER, 1985; QUATTAR et al.,, 1987). Isto sugere que as
reservas sao remobilizadas para auxiliar na continuacdo do crescimento do gréao
(WESTGATE & GRANT, 1989). A fim de verificar especificamente a influéncia do déficit
hidrico sobre o enchimento de grédos, WESTGATE (1994) impds estresse hidrico apds o
namero de gréos terem sido estabelecidos, ou seja, cinco dias apos a antese. O déficit

hidrico diminuiu o periodo de enchimento de grédos, mas ndo alterou a taxa de acumulo de



matéria seca, nem no endosperma nem no embrido. O enchimento de graos continuou
tanto no milho irrigado quanto no néo irrigado, até que o conteudo de &gua no
endosperma e do embrido decresceu até 280 e 340 g kg' de peso fresco,
respectivamente. As plantas estressadas completaram o periodo de enchimento dez dias
antes das irrigadas, porque a perda de agua iniciou-se logo apés a antese, e 0 contetdo
maximo de &gua do embrido era menor, comparado com a testemunha. Além disso, o
autor observou que a taxa de acumulo de matéria seca nao diminuiu com baixos
potenciais de dgua no solo, devido a ocorréncia de remobilizagdo de reservas das folhas e
do colmo, e desta maneira, as plantas estressadas remobilizaram 110% a mais reservas
do que as hidratadas.

Considerando que o rendimento de gréos é o resultado da integracdo de varios
processos, € necessario estabelecer de que maneira estes componentes sédo afetados
pelo déficit hidrico, uma vez que o rendimento das culturas depende da intensidade,
duracdo e época de ocorréncia do déficit hidrico, e da interacdo deste com outros fatores
gue determinam o rendimento final (CUNHA & BERGAMASCHI, 1992).

A producao potencial de uma cultura € determinada pelo nimero de gréos que
podem ser formados. O déficit hidrico afeta este nUmero por motivo da infertilidade e do
aborto floral e zigético (WESTGATE & BOYER, 1986).

O acumulo de matéria seca vegetal € resultado do mecanismo fotossintético, o
qual incorpora matéria organica na planta. Assim sendo, todo e qualquer fator que interfira
na fotossintese ira afetar o acimulo de matéria seca. Fatores como nutricdo mineral,
radiacdo, area foliar e disponibilidade hidrica interferem significativamente na fotossintese.
Dentre estes, a disponibilidade de agua desempenha papel preponderante, pois além de
propiciar a entrada de CO,, ela promove o resfriamento do vegetal, interferindo, desta
forma, na taxa de fotossintese e de respiragdo (WESTGATE & GRANT, 1989).

A guantidade de biomassa produzida pelo vegetal pode ser definida por uma
relacéo fisioldégica simples, baseada na quantidade de radiacdo interceptada e em sua
eficiéncia de conversdo de matéria seca (BERGONCI et al.,, 2001). MUCHOW (1989)
observou que o decréscimo da producdo de biomassa em milho, sorgo e milheto, em
resposta ao déficit hidrico, esta mais associado a reducédo da eficiéncia da radiagdo do

que a interceptacao da radiacao.



Isto demonstra mais uma vez que sao necessarios estudos do metabolismo da
planta para identificar quais enzimas sao limitadas para promover a diminuicdo da
eficiéncia metabdlica da planta quando submetida ao déficit hidrico, que por ultimo resulta
no decréscimo de produgéo.

Embora déficit hidrico e deficiéncia de nitrogénio sejam dois fatores que
normalmente ocorrem juntos, ou seja, na falta de agua ha menor absorcdo de
nitrogénio, a selecdo para tolerdncia a seca tem proporcionado aumentos de
produtividade que ndo diferem daqueles obtidos sob estresse severo de nitrogénio.
Alguns autores observaram ainda que os genétipos selecionados para tolerancia a seca
apresentaram maior biomassa e nitrogénio acumulado na maturidade, e as diferencas
foram maiores sob deficiéncia de nitrogénio.

Estes resultados devem-se ao fado do nitrogénio ser o elemento mineral
essencial que com mais frequéncia limita o crescimento e o rendimento do milho. Esta
limitac&o ocorre porgue as plantas requerem quantidades relativamente elevadas de N
(de 1,5 a 3,5% do peso seco da planta), e porque a maioria dos solos ndo tem N
suficiente para sustentar os niveis de producéo desejados (BELOW, 2002).

O N desempenha papel fundamental na producdo de massa seca da parte aérea
da planta e de graos do milho, pois o suprimento de N-reduzido € essencial ndo s6 para
a manutencdo da atividade fotossintética da folha, como também para a formacao do
grdo (BELOW et al., 1981). Isso ocorre porque a planta mae precisa garantir um
adequado suprimento de metabdlitos para o bom desenvolvimento do grédo e,
consequentemente alcancar uma boa producdo (SINGLETARY et al., 1990). Embora
tenha sido demonstrado repetidas vezes que, dentro de certos limites, o peso de
sementes aumenta com a quantidade de adubo nitrogenado aplicado ao solo, tanto em
milho (ECK, 1984; SINGLENTARY & BELOW, 1989), quanto em outras culturas (INGLE
et al., 1965; BARROW et al.,, 1983), a capacidade de utilizacdo de nitrogénio pode
variar com o cultivar e no mesmo cultivar quando submetido a diferentes condi¢cfes
edafo-climéticas.

Tal comportamento pode ser devido a diferencas quanto a capacidade de
absorcéo e incorporacdo do N em compostos organicos, acumulagdo de N-organico

desde a fase poés-antese até o enchimento completo do grdo, quanto a taxa de



biossintese de proteinas de reserva e enzimaticas, bem como de amido (TSAI et al.,
1983).

Independente da forma absorvida, uma vez na planta o N inorganico tem que ser
assimilado em formas orgéanicas, tipicamente aminoacidos. Embora o N seja incorporado
em numerosos compostos essenciais a planta, a vasta maioria (90% ou mais) esta
presente nas proteinas. Embora complexo, o impacto do metabolismo do N no
crescimento e rendimento do milho pode ser resumido em duas fungbes gerais: 1)
estabelecimento e manutencdo da capacidade fotossintética e 2) desenvolvimento e
crescimento dos drenos reprodutivos (BELOW, 1995).

O objetivo em estabelecer a capacidade fotossintética € assegurar que a provisdo
de N n&o venha limitar o desenvolvimento do aparato fotossintético (enzimas, pigmentos e
outros compostos necessarios a fotossintese). Dentro de limites, o aumento no
suprimento de N aumenta o crescimento e o vigor da planta, enquanto a deficiéncia
resulta em plantas menores e palidas. Coletivamente, estas diferencas afetam a
interceptacao solar, a fotossintese e em Ultima instancia o rendimento de graos. Enquanto
deficiéncias de N sdo prontamente identificaveis devido a cor verde mais clara da cultura,
jA& € muito mais dificil identificar com base na cor da cultura quando o nivel de N esta
adequado, e ndo excessivo (BELOW, 2002).

Para alcancar altos rendimentos, as plantas tém que estabelecer ndo sé a
capacidade fotossintética, mas também continuar a fotossintese durante o periodo de
enchimento de gréos. Este papel € particularmente importante, uma vez que o acumulo de
matéria seca nos graos de milho depende da fotossintese corrente. A maior parte do N na
folha de milho esta associada ao cloroplasto, e estas proteinas estdo sujeitas ao
desdobramento e remobilizacdo dos aminoacidos resultantes. Com o envelhecimento das
folhas, a capacidade fotossintética diminui, e também o suprimento de assimilados e o
rendimento de graos. Este declinio ocorre mais rapidamente para as folhas deficientes em
N, e conduz a espigas menores, com menos graos (BELOW et al., 2000).

Outro importante papel do N em assegurar alta produtividade de milho esta no
estabelecimento da capacidade do dreno reprodutivo. Apesar da capacidade do dreno
reprodutivo ser funcdo do numero e do tamanho dos gréos, o nimero de graos por planta

normalmente esta mais relacionado ao rendimento de milho que qualquer outro



componente de producgdo. Por conseguinte, muitos estudos mostram que os aumentos de
rendimento induzidos pelo N séo primeiro o resultado de mais graos por planta (UHART &
ANDRADE, 1995; BELOW, 1995).

Estudando o suprimento de N, UHART & ANDRADE (1995) demonstraram que o
aumento no suprimento de N causou um impacto menor sobre o peso individual dos
graos, do que no numero de graos. A adicdo de fertilizante nitrogenado aumentou o peso
de cada grdo em apenas 10%, e este aumento foi obtido principalmente com o primeiro
incremento de N (67 kg ha'). Por outro lado, todos os incrementos em fertilizante
nitrogenado resultaram em maior nimero de graos.

No milho, o suprimento de N afeta 0 nimero de graos principalmente pelo menor
abortamento. O numero potencial de 6vulos € determinado no inicio do desenvolvimento
da planta (no estadio de 5 folhas), e € relativamente inalterado pelo fornecimento de N. No
entanto, a proporcdo de grdos que abortam, ou aqueles que cessam cedo seu
desenvolvimento, & muito afetada pela disponibilidade de N na fase reprodutiva da cultura
(BELOW et al., 2000).

Como outros estresses, o0 aborto de graos induzido pela deficiéncia de N ocorre
principalmente na ponta da espiga. Nao se sabe ainda se este efeito é resultado direto da
guantidade de N fornecida a espiga, ou resultado indireto de uma limitagdo na fotossintese
induzida pela falta de N. Experimentos sobre reducéo na fonte (pelo sombreamento ou
deficiéncia de N), realizados por UHART & ANDRADE (1995), sugerem que 0 suprimento
de N afeta o rendimento de milho, alterando a interceptagéo luminosa e a fotossintese. Ja
estudos realizados por BELOW et al. (2000) em cultivo in vitro e infusdo do caule indicam
gue ao menos uma porcao do efeito do N no desenvolvimento dos gréos e no rendimento
se deve a uma modificacdo no metabolismo dos gréos em resposta ao suprimento de N.

Varios estudos tém evidenciado que a reducdo da atividade fisiologica das
principais fontes produtoras de carboidratos causados pela desfolha na fase reprodutiva
interfere na redistribuicdo de fotoassimilados dentro da planta, alterando a velocidade e
intensidade da senescéncia foliar, e, conseqientemente, os padrdes de acumulo de
massa seca nos grédos (BARNETT & PEARCE, 1983; UHART & ANDRADE, 1995;
MATTER et al., 2002).



Estes efeitos podem diferir em fungcdo da exigéncia calérica do material para
florescimento. Hibridos superprecoces, pelo fato de disporem de menos tempo para
investirem no seu aparelho fotossintético e na formacado das inflorescéncias, podem ter o
acumulo de massa seca nos graos mais comprometido por estresses impostos a planta na
fase de florescimento, tais como a reducéo da relacdo fonte/dreno causada pela desfolha
(FANCELLI, 2000; SANGOI et al., 2002).

VASILAS & SEIF (1985), avaliando o efeito do desfolhamento em trés hibridos de
milho gerados em trés diferentes décadas e com capacidade produtiva distintas,
observaram que o desfolhamento promovido durante a fase reprodutiva da cultura reduziu
significativamente a producdo de grdo em funcéo da diminuicdo do peso de 1000 gréos e
principalmente pelo aumento do abortamento e consequente reducdo do nimero de gréos
por espiga. No entanto, a resposta negativa foi menos intensa nos hibridos mais recentes,
que segundo Os autores possuem maior capacidade de remobilizacdo das reservas
acumuladas no colmo.

SILVA et al. (2002), avaliando a concentracdo de metabdlitos nitrogenados e
enzimas envolvidas na incorporacdo do N-mineral a N-organico, observaram que
diferentes niveis de desfolha promoveram grandes variagcdes na concentracao de N-total,
N-nitrato e N-aminoacidos nas diferentes partes da planta, entretanto, a atividade da
enzima redutase do nitrato ndo foi alterada durante a fase reprodutiva da cultura em
funcdo dos diferentes niveis de desfolha, levando os autores a sugerirem que possa existir
resposta diferencial das isoenzimas aos diferentes tratamentos, o que leva a ndo alteracéo
da atividade total. No entanto, sdo necessarios mais estudos sobre as isoformas das
diferentes enzimas do metabolismo glicidico e nitrogenado, quando a planta esta
submetida a algum estresse para verificar-se quais os efeitos destes sobre o enchimento e
abortamento de gréos.

Outros experimentos em condi¢cdes de campo baseados no desfolhamento como
forma de variacdo do suprimento de fotoassimilados aos grdos em desenvolvimento tem
sido realizados por diversos autores (CIRILO & ANDRADE, 1994; SCHUSSLER &
WESTGATE, 1995; MATTER et al., 2002). Embora seja evidente que o desfolhamento
afeta a producdo de gréos, ndo esta clara a forma com que o metabolismo glicidico e

nitrogenado da planta reage frente a diminuicdo da fonte de fotoassimilados, sendo
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escassas as informacdes na literatura, especialmente envolvendo experimentos de
campo, sobre a atividade de enzimas, concentracdo de metabdlitos e a presenca de
hormdnios agindo no abortamento.

Outro fator que afeta negativamente o suprimento de fotoassimilados é o
sombreamento. A maior sensibilidade a variacdo de luminosidade € verificada no inicio da
fase reprodutiva, ou seja, no periodo correspondente aos primeiros 10 a 15 dias apos o
florescimento (FANCELLI & DOURADO NETO, 2000). Neste periodo, se proteinas ou
acUcares estdo limitantes devido ao tempo nublado ou sombreamento oriundo de altas
populacdes, os graos na parte superior da espiga podem ser abortados, apesar de
fertilizados, ndo se desenvolvem (MAGALHAES et al., 2002).

Os fatores de estresses sédo estudados de maneira isolada, entretanto, parece
haver uma interacdo principalmente entre déficit hidrico e deficiéncia de N, pois este
elemento chega até a raiz via fluxo de massa e depende da agua para ser absorvido,
assimilado e translocado no interior da planta (OTEGUI & ANDRADE, 2000; BERGONCI
et al., 2001; MATTER et al., 2002; SANGOI et al., 2002). Ja a particdo de massa seca
guando as plantas sdo submetidas a diferentes fatores de estresses parece ter diferentes
comportamentos conforme o fator estressor. CLIQUET et al. (1990) demonstraram que o
carbono incorporado durante a fase vegetativa da cultura sofre remobilizacdo desprezivel.
Ja KINIRY et al. (1992) verificaram que 5 a 10% da massa seca final do gréo sao
provenientes de carboidratos formados antes do florescimento. SCHUSSLER &
WESTGATE (1995) verificaram em plantas submetidas a estresse hidrico durante o
enchimento de grédos que 63% da massa seca de graos foi proveniente da redistribuicao,
enquanto que nas plantas sob condicdes normais a remobilizacdo foi de apenas 5%.
SANGOI et al. (2002) verificaram reducéo percentual no rendimento de grdos menor do
gue a reducdo da area foliar por meio da desfolha. MATTER et al. (2002) verificaram que
a reducdo do numero de gréos através da polinizacdo controlada induziu acimulo de
massa seca no colmo.

Estas informacdes sugerem que o modelo de translocacdo de fotoassimilados e
0 processo de estabelecimento e enchimento dos grdos podem variar dependendo do

fator estressor a que a planta for submetida.
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A maioria das pesquisas com metabolismo de plantas esté relacionada ao estudo
da atividade das enzimas ligadas aos eventos metabdlicos observados nas plantas, no
entanto, a heterogeneidade das proteinas e a presenca de isoenzimas podem levar a
diferentes respostas metabdlicas quando um grupo de plantas € submetido as mesmas
condicoes.

Percebe-se na reviséo realizada que em funcdo da complexidade, o funcionamento
da planta na fase reprodutiva ainda nao esta totalmente elucidado e permanece como um
tema atual e de grande interesse, evidenciados pelos estudos nas areas de estresse
hidrico e metabolismo de carboidratos (ZINSELMEIER et al. 2000), interacdo dos
metabolismos do carbono e nitrogénio (BELOW et al. 2000), regulacdo hormonal do
desenvolvimento dos grdos (JONES & SETTER, 2000), regulacdo dos fendbmenos de
polinizacdo (EDMEADES et al., 2000), interacdo entre interceptacdo luminosa e producao
de grédos (OTEGUI & ANDRADE, 2000), prolificidade (TOIT & PRINSLOO, 2000), relacdo
entre parametros fisiologicos e caracteristicas varietais (TOLLENAR et al., 2000), bem
como previsdo matematica da producéo de graos por plantas de milho (RITCHIE & WEI,
2000).
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CAPITULO 2 — EFEITO DE DIFERENTES ESTRESSES SOBRE O CRESCIMENTO E
PRODUCAO EM PLANTAS DE MILHO®Y

CESAR JOSE DA SILVA®: JAIRO OSVALDO CAZETTA®

RESUMO - Com o objetivo de avaliar diferentes estresses sobre o acumulo e
distribuicdo de massa seca, abortamento, desenvolvimento e producdo de graos de
milho, conduziu-se um experimento em casa de vegetacdo. Os tratamentos foram: T:
testemunha; D: plantas com desfolhamento de 66%; ON: omiss&o do nitrogénio; DH:
déficit hidrico (20 — 30% da capacidade de retencdo da areia); S: sombreamento de
70%. Os estresses foram impostos dos dois aos quarenta dias apés a polinizacdo. A
omissdo de N na fase ndo afetou a massa seca das plantas. Com o desfolhamento
ocorreu reducdo no acumulo de massa seca no colmo e na espiga, maior abortamento
de grdos, mas ndo afetou o peso dos grdos remanescentes. O sombreamento
promoveu redugdo no acumulo de massa seca na planta, causou abortamento de gréos
e menor peso dos graos remanescentes e ainda intensificou a translocacdo de
fotoassimilados. O déficit hidrico reduziu a area foliar, afetou a fotossintese ativa, o
acumulo de MS na planta e reduziu a translocacdo efetiva de fotoassimilados dos
orgaos vegetativo para os grdos. Em ordem decrescente, a reducdo na producao de
graos por plantas foi maior no estresse por déficit hidrico seguido pelo sombreamento
de 70%, desfolhamento de 66% e finalmente pela deficiéncia de N, sendo o niumero de

graos por espiga e peso médio dos grdos os componentes da producdo mais afetados.

Palavras-chave: déficit hidrico, desfolha, massa seca, nitrogénio, sombreamento, Zea

mays L.
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EFFECT OF DIFFERENT STRESSES ON THE GROWTH AND PRODUCTION OF
CORN PLANTS

SUMMARY - To verify the effects of different stresses on dry matter (DM) accumulation
and distribution, abortion, development and production of corn kernels, a greenhouse
experiment was carried out in pots containing 45 kg of sand. The treatments were: T:
control; D: Plants with 66% of defoliation; ON: nitrogen (N) omission; DH: Water deficit
(20 - 30% of the sand retention capacity); S: Under 70% of shading. Stresses were
imposed from 2 to 40 days after pollinization. Plants subjected to these different stresses
demonstrated different patterns of dry mass accumulation and partitioning. N
suppression at the reproductive stage did not affect plant dry mass. Defoliation reduced
ear and stem dry mass accumulation and caused kernel abortion, but it did not affect
photoassimilate translocation and the weight of remaining kernels. Shading reduced
plant dry mass accumulation, caused kernel abortion and reduced the weight of
remaining kernels, besides intensifying photoassimilate translocation. Water deficit
reduced photosynthesis, leaf area, plant dry mass accumulation, and avoided effective
translocation from vegetative organs to kernels. Water deficit, shading, defoliation and N
suppression reduced grain yield by 65%, 48%, 30% and 9% respectively, being the
number of kernels per ear and kernel average weight the most affected production

components.

Keywords: water deficit, defoliation, dry mass, nitrogen, shading, Zea mays L.
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INTRODUCAO

O milho apresenta acentuada sensibilidade a estresses de natureza bidtica e
abiotica. Sua baixa prolificidade e capacidade de compensacéo efetiva exigem que seu
cultivo seja rigorosamente planejado e criteriosamente manejado, objetivando a
maximizagdo de sua capacidade produtiva (OTEGUI & ANDRADE, 2000). A capacidade
de produzir biomassa pelo vegetal pode ser definida por uma relagéo fisiologica baseada
na quantidade de radiagcdo interceptada e em sua eficiéncia de conversdao em matéria
seca (BERGONCI et al., 2001). A eficiéncia de conversao de matéria seca por sua vez é
dependente da duracdo das etapas de desenvolvimento da planta, bem como da
coincidéncia dessas etapas com condi¢cbes desfavoraveis de oferta de fatores de
producao (luz, &gua, nutrientes, etc.).

O déficit hidrico pode afetar a conversdo de massa seca de diversas formas e em
diversas fases da cultura principalmente na fase reprodutiva. MUCHOW (1989) observou
gue o decréscimo da biomassa em milho, sorgo e milheto, em resposta ao déficit hidrico,
estd mais associado a reducdo da eficiéncia de uso da radiacdo do que a reducdo da
interceptacdo da mesma. Segundo WESTGATE & GRANT (1989), a boa disponibilidade
de agua desempenha papel essencial, pois além de favorecer a manutencdo da abertura
estomatal, o que propicia a entrada de CO,, saida de vapor d’agua e conseqguientemente o
resfriamento do vegetal, mantém o fluxo de nutrientes, interferindo desta forma na taxa de
fotossintese e transpiracao.

O nitrogénio € um elemento requerido em quantidades elevadas pelas plantas
cujo solo ndo consegue disponibilizar em quantidades requeridas, e seu fluxo é limitado
em situagbes de déficit hidrico (BELOW, 2002). O nitrogénio € fundamental na
producdo de massa seca, pois 0 suprimento de N-reduzido € essencial ndo sé para a
manutencdo da atividade fotossintética da folha, como também para a formacdo do
grdo. Por outro lado o N deficiente pode causar efeitos na senescéncia foliar e
consequentemente, reducdo na area foliar. O suprimento de N aos graos é feito pelos
tecidos vegetativos (translocagéo) ou resulta da absorcdo corrente. A absorcédo de N do
solo, por sua vez, é dependente da concentracdo de carboidratos sollveis nas raizes e

consequentemente o periodo critico de suprimento de N é durante o periodo
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reprodutivo, quando a disponibilidade de carboidratos para o crescimento radicular é
reduzida em detrimento do crescimento da espiga (RAJCAN & TOLLENAAR, 1999). Por
outro lado a particdo de N pode ser afetada pela relacdo fonte/dreno de fotoassimilados
durante o enchimento de gréos. Aparentemente a remobilizacdo de N das folhas e
colmos reduz a limitagdo da fonte, porém quando pouco N € remobilizado ndo ocorre
esta compensacao e o numero de graos é reduzido (UHART & ANDRADE, 1995).

Vérios estudos tém evidenciado que a reducdo da atividade fisiolégica das
principais fontes produtoras de carboidratos, causada pela desfolha na fase reprodutiva
interfere na redistribuicdo de fotoassimilados dentro da planta, alterando a velocidade e
intensidade da senescéncia foliar, e consequentemente, os padrdes de acimulo de massa
seca nos graos (UHART & ANDRADE, 1995; MATTER et al., 2002). Estes efeitos podem
diferir em funcdo do requerimento energético do material genético para florescimento. Os
hibridos super-precoces, pelo fato de possuirem periodo vegetativo menor e maior rapidez
na formacdo das inflorescéncias, podem ter o acumulo de massa seca nos graos mais
comprometidos por estresses impostos a planta na fase reprodutiva, tais como a reducao
da relacéo fonte/dreno causada pela desfolha (FANCELLI & DOURADO NETO, 2000;
SANGOI et al., 2002). O desfolhamento promovido durante a fase reprodutiva da cultura
reduz significativamente a producédo em funcdo da diminuicdo do peso médio de graos e
principalmente pelo aumento do abortamento e consequente reducdo do nimero de gréos
por espiga, promovido pela reducdo do suprimento de fotoassimilados, conforme
observado por VASILAS & SEIF (1985), avaliando o efeito do desfolhamento em trés
hibridos de milho gerados em trés diferentes décadas e com capacidade produtiva
distintas.

Outro fator que afeta negativamente o suprimento de fotoassimilados é o
sombreamento. A maior sensibilidade a variacdo de luminosidade € verificada no inicio da
fase reprodutiva, ou seja, no periodo correspondente aos primeiros 10 a 15 dias ap6s o
florescimento (FANCELLI & DOURADO NETO, 2000). Neste periodo se proteinas ou
acUcares estdo limitantes devido ao tempo nublado ou sombreamento oriundo de altas
populagbes, os graos na parte superior da espiga podem ser abortados, apesar de
fertilizados, ndo se desenvolvem (MAGALHAES et al., 2002).
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Os fatores de estresses sao estudados de maneira isolada, entretanto, parece
haver uma interacdo principalmente entre déficit hidrico e deficiéncia de N, pois este
elemento chega até a raiz via fluxo de massa e depende da agua para ser absorvido,
assimilado e translocado no interior da planta (OTEGUI & ANDRADE, 2000; BERGONCI
et al., 2001; MATTER et al., 2002; SANGOI et al., 2002). Ja particho de massa seca
guando as plantas sdo submetidas a diferentes fatores de estresses parece ter diferentes
comportamentos conforme o fator estressor. CLIQUET et al. (1990) demonstraram que o
carbono incorporado durante a fase vegetativa da cultura sofre remobilizacdo desprezivel.
Ja KINIRY et al. (1992) verificaram que 5 a 10% da massa seca final do gréo sao
provenientes de carboidratos formados antes do florescimento. SCHUSSLER &
WESTGATE (1995) verificaram em plantas submetidas a estresse hidrico durante o
enchimento de graos, que 63% da massa seca de graos foi proveniente da redistribuicdo,
enquanto que nas plantas sob condicdes normais a remobilizacdo foi de apenas 5%.
SANGOI et al. (2002) verificaram reducéo percentual no rendimento de grdos menor do
que a reducdo da area foliar por meio da desfolha. MATTER et al. (2002) verificaram que
a reducdo do numero de graos através da polinizacdo controlada induziu acimulo de
massa seca no colmo.

Baseado no exposto, o trabalho teve como objetivo verificar os efeitos dos
estresses provocados pelo desfolhamento, deficiéncia de N, déficit hidrico e
sombreamento aplicados no estadio reprodutivo, mediante a avaliacdo da area foliar,
acumulo e distribuicdo de massa seca da planta, bem como no abortamento,

desenvolvimento e producéo de graos de milho.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de marco a julho de 2003, em casa
de vegetacdo, no Setor de Olericultura da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias, UNESP, localizada em Jaboticabal-SP, situada a 21°14'04” Sul, 48°17°09”

Oeste e altitude de 614 metros. O preparo do material e as analises foram realizados no
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Laboratério de analises quimicas e bioquimicas de plantas do departamento de
Tecnologia da FCAV-UNESP.

Foram utilizados 60 vasos dispostos em fileiras com distancia de um metro
entre fileiras e 0,8 m entre vasos e contendo 45 kg de areia meédia lavada, seca e
posteriormente saturada onde foram plantadas dez sementes do milho hibrido simples,
ciclo super-precoce Agromen 3050. Dez dias apdés o plantio fez-se o desbaste,
deixando trés plantas por vaso e iniciou-se a irrigacdo com solucdo nutritiva de
Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950). O pH da solucao nutritiva foi ajustado para
6,0 e a condutividade elétrica ficou em torno de 3,8 mS cm™.

A manutencdo da umidade do substrato foi realizada por meio de irrigacédo
diaria com solucdo nutritiva, sendo que o volume de agua aplicado foi determinado
através da pesagem dos vasos e calculando-se para manutencdo de 100 % da
capacidade de retencdo. Uma vez por semana promoveu-se a lixiviagdo nos vasos com
agua para evitar a salinizacdo na regido do sistema radicular, repondo-se em seguida a
solucao original. Semanalmente fez-se o rodizio dos vasos para evitar o favorecimento
das plantas que ficavam nas laterais. Por ocasido do surgimento das espigas, estas
foram ensacadas, e apdés a exposicdo do estilo-estigma, foram polinizadas
manualmente com o auxilio de um pincel, por quatro dias consecutivos, deixando-as
expostas para polinizacdo natural a partir do primeiro dia de polinizacdo manual.

No segundo dia de polinizacdo foram estabelecidos os seguintes fatores
estressores: T: controle, plantas bem supridas de N, agua, luz e com 100% das folhas;
D: plantas com desfolhamento de 66% apds o segundo dia de polinizacdo, realizada
pelo corte das laminas foliares cortadas rente ao colmo com auxilio de um estilete,
deixou-se quatro folhas, a mais proxima, duas logo abaixo e uma logo acima da espiga;
ON: omissdo do nitrogénio na fase de estabelecimento e enchimento de graos,
promovida pela lixiviagdo dos vasos e substituicdo da solucéo nutritiva por outra sem N;
DH: déficit hidrico na fase de estabelecimento e enchimento de gréos, causado pela
reducdo da irrigacdo para 20 a 30% da capacidade de retencdo; Som.= Sombreamento
superior e lateral de 70% na fase de estabelecimento e enchimento de graos, realizado
utilizando-se uma tela de sombreamento que reteve 70% da radiacdo incidente no

interior da casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi em blocos casualizados
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com parcelas subdivididas no tempo com cinco tratamentos e quatro repeticoes,
totalizando 20 vasos e trés grupos para as diferentes coletas, totalizando 60 vasos.

Para a determinacdo do acumulo e distribuicdo de massa seca de plantas (MS)
foram realizadas cinco coletas (0, 10, 20, 30 e 40 dias apo0s a polinizacdo). Foram
medidas a altura das plantas, do colo da planta até a folha bandeira, com trena, o
didmetro do colmo no primeiro entrené acima da base do colmo, com paquimetro e area
foliar (AF) com integrador de area foliar modelo Delta — T Devices. Em seguida, foram
separadas em folhas, colmo + bainhas, pendéo e espigas e determinada a MS através
da secagem em estufa de circulacdo forcada de ar (70-75 °C), até peso constante.
Determinou-se o N nas folhas e colmos + bainhas pelo método semi-micro Kjeldhall
(HEBERER et al.,, 1985). Segundo metodologia descrita por BENINCASA (2003),
calculou-se a éarea foliar especifica (AFE), razédo de area foliar (RAF), razdo de massa
de folhas (RMF). Nas espigas amostradas aos 40 DAP, avaliou-se o diametro,
comprimento, nimero de graos por fileira, massa de 1000 gréos e producdo de graos
por planta, sendo estes usados para o calculo do indice de colheita (IC = MS de
graos/MS total).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quando constatado F
significativo (p<0,05) para a interacdo entre tratamentos e épocas de avaliacdo,
realizou-se a andlise de regressao polinomial (BANZATTO & KRONKA, 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A MS total produzida por plantas submetidas ao estresse hidrico, sombreamento
e desfolhamento foi significativamente menor que a das plantas controle a partir dos 10
DAP, sendo que esta reducdo foi de 41% para desfolhamento, 40,7% para déficit
hidrico e 43% para sombreamento aos 40 DAP. Plantas sob supressdo de N né&o
diferiram das plantas controle (Tabela 1 e Figura 1A).

A manutencdo no acumulo de MS das folhas e colmo + bainha até os 40 DAP em

plantas com supresséao de N (Figuras 1B e 1C), sem afetar a MS total (Figura 1A) e MS
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de espigas (Figura 1D), quando comparado com as plantas controle, indica que o
nitrogénio acumulado nas plantas até o estadio de florescimento foi suficiente para
atender a demanda da planta pelo nutriente para a manutencéo da atividade metabdlica
até a colheita, evitando assim, a translocacdo de MS acumulada nas folhas e colmos na

forma de metabdlitos nitrogenados e glicidicos.

Tabela 1. Massa seca total (MST), massa seca de folhas (MSF),massa seca de colmo
+ bainhas (MSC), massa seca de espigas (MSE), N-Total nas folhas e N-Total
no colmo, de plantas de milho submetidas a diferentes estresses na fase
reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.

MST MSF MSC MSE N-Total N-Total
Trat. (A) folhas colmo
g.planta®  g.planta’  g.planta®  g.planta’ mg.g*MS mg.g* MS
T 305,56 a 61,27 a 128,65 a 115,65 a 25,64 a 14,03 ¢
D 207,57 b 26,71 c 100,44 b 80,42 b 25,78 a 14,80 c
ON 306,60 a 59,53 a 134,57 a 112,51 a 20,43 c 10,35d
DH 199,83 b 51,66 b 102,47 b 4571d 21,58 b 17,89 a
S 205,63 b 53,80 b 93,72 ¢ 58,11 c 25,69 a 15,77 b
F 331,59 ** 393,68 ** 154,57 ** 171,88 ** 119,42 ** 244,19 **
DMS (5%) 13,82 3,17 6,65 10,81 1,08 0,80
CV(%) 5,59 6,20 5,89 13,00 4,48 4,86
DAP (B) ; 3 : 3 ; ;
0 149,54 e 45,05c¢ 91,16 c 13,33 e 27,40 a 16,55 a
10 191,78 d 46,91 bc 108,41 b 36,47 d 27,22 ab 13,99 b
20 227,52 c 47,78 bc 116,37 ab 63,38 ¢c 26,03 b 13,73 b
30 265,60 b 50,02 b 119,15 ab 96,43 b 23,59 ¢ 14,01 b
40 390,74 a 63,20 a 124,76 a 202,79 a 14,89d -
F 308,99 ** 56,23 ** 17,51 ** 837,61 ** 279,57 ** 37,29 **
DMS (5%) 20,85 3,86 12,40 10,18 1,24 0,82
CV(%) 9,56 8,57 12,45 13,87 5,86 6,66
FAxB) 16,40 * 275 = 3,46 * 34,03 * 6,04 = 20,13 *

DAP (Dias Apds a Polinizaco); ™ nao significativo;* significativo a 5% e ** significativo a 1% pelo teste F. Médias
seguidas de letras iguais na coluna néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

CANTARELLA & DUARTE (2004) afirmaram que até o florescimento dois ter¢os
do N ja foram acumulados na planta. Por outro lado, dependendo do ano, da adubagéo
nitrogenada, do solo e do hibrido empregados a remobilizacdo de N pode variar de 20 a
100% do N nos graos (MA et al., 1999).

As plantas de milho bem supridas de N na fase vegetativa no 0 DAP

apresentaram concentracdes de 26,41 mg g* MS e 16,14 mg g* MS nas folhas e



26

colmos respectivamente, e foram capazes, mesmo submetidas a deficiéncia de N na
solucéo nutritiva de promover o enchimento dos graos.

A translocacdo de N dos 6rgaos vegetativos foram de 27% e 61% nas folhas e
colmos respectivamente dos 0 aos 30 DAP (Figuras 1E, 1F), consequientemente o teor
de N foliar aos 30 DAP foi de 19,25 mg g™ de MS, ficando abaixo dos niveis de 27-35
mg g' de MS, considerados ideais para obtencdo de altas produtividades
(CANTARELLA et al., 1997).

POLLMER et al. (1979) verificaram que em plantas com alta absor¢céo de N até o
inicio do enchimento dos grdos, acompanhada por baixa absor¢cdo na fase de
enchimento de gréos, a planta aumenta a translocacédo de N. A limitacdo da producéo
de MS pela deficiéncia de N parece ser mais critica quando esse fator estressor for
estabelecido na fase vegetativa da cultura (BELOW, 2002). Segundo BANZINGER et al.
(2002) e BELOW (2002) a baixa disponibilidade de N no solo, antes do florescimento,
resulta em estresse de N, reduzindo a area foliar e fotossintese devido a maior
senescéncia das folhas, diminuindo a disponibilidade de fotoassimilados no periodo de
enchimento de gréos, refletindo negativamente na producéo.

As plantas submetidas ao sombreamento, quando comparadas as plantas
controle, tiveram menor acimulo de MS total da planta do 0 aos 40 DAP (Figura 1A).
Isso ocorreu tanto pelo baixo acumulo de MS na espiga (Figura 1D), quanto pela
remobilizacdo das folhas e colmos, principalmente entre os 10 e 30 DAP (Figuras 1B e
1C). Estes resultados, aliados ao menor diametro de colmo (Tabela 1), permitem inferir
que o efeito do sombreamento afeta intensamente a fotossintese atual, mas ndo a
atividade metabdlica que resulta em translocacdo dos fotoassimilados acumulados na
fase anterior ao estresse. UHART & ANDRADE (1995) e OTEGUI & ANDRADE (2000)
afirmam ainda que além do comprometimento da fotossintese, o sombreamento pode
reduzir a forca do préprio dreno de fotoassimilados (gréos), através da reducao do ndmero
e volume das células.

Da mesma forma que o sombreamento, o desfolhamento reduziu

significativamente a MS total das plantas e seguiu 0 mesmo padrdo de remobilizacéo.
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Figura 1. MS total (A), MS de folhas (B), MS de colmo + bainhas (C), MS de espigas (D), N-

Total nas folhas (E) e N-Total no colmo + bainhas (F), em plantas de milho
submetidas a diferentes estresses na fase reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP,
2005.
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Entretanto, obteve aos 40 DAP, uma maior MS de espigas e colmos que as
plantas sombreadas, mesmo com é&rea foliar e MS de folhas significativamente menores
impostas pelo desfolhamento (Tabela 1 e Figuras 1A, 1D e 2A). Isso indica que a
retirada de 66% das folhas limita menos a producdo de fotoassimilados do que o
sombreamento de 70%. Provavelmente, ocorre menor sombreamento entre as folhas
das plantas desfolhadas parcialmente, o que resultou em maior fotossintese liquida
individual.

Plantas desfolhadas tiveram reducdo de 41,3% na MS total, 51,3% na MS de
folhas, 29% na MS de colmos e 27,8% na MS de espigas aos 40 DAP, quando
comparadas as plantas controle (Figuras 1A, 1B, 1C e 1D), indicando que o efeito
negativo no acumulo de MS é proporcionalmente menor ao nivel de estresse (desfolha
de 66%) ainda que o colmo seja o grande fornecedor de MS quando a planta tem sua
area foliar comprometida. Estes resultados levam nos a concordar com CLIQUET
(1990) e MATTER et al. (2002), que ao avaliarem o crescimento, acimulo de MS,
translocacéo e producao observaram que plantas submetidas a desfolha parcial tiveram
sua eficiéncia produtiva afetada, entretanto, foi menos intensa que o nivel de estresse
imposto.

O estresse provocado pelo déficit hidrico, além de causar reducéo na area foliar
(Tabela 2 e Figura 2A), impediu que ocorresse translocacdes mais intensas das folhas e
colmos para a espiga, o que refletiu em menor acimulo de MS quando comparado com
as plantas controle (Figura 1D). Baseado nesses resultados pode-se inferir que o déficit
hidrico atuou na fase de estabelecimento do niumero de gréos (primeiros 12 a 15 DAP),
no periodo de acumulo de MS dos graos que € a etapa seguinte (12 a 15 até 35 DAP)
onde ocorre a transformacdo dos aclcares em amido, e na reducdo do periodo de
enchimento de grdo. Ambas as etapas, segundo MAGALHAES & JONES (1990) e
MAGALHAES et al. (2002), sdo extremamente dependentes de agua, elemento este
preponderante para o incremento de peso seco dos graos devido a translocacédo dos
fotoassimilados presentes nas folhas e no colmo.

A area foliar demonstrou ser uma caracteristica sensivel para avaliacdo do efeito
de diferentes fatores de estresse em plantas de milho, embora os componentes de

producdo afetados sejam os mesmos, o hibrido utilizado neste trabalho respondeu de
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forma diferenciada aos estresses impostos. A reducao da disponibilidade de 4gua para
20 -30% da capacidade de retencdo foi o0 estresse mais severo, reduzindo
significativamente a AF (Tabela 2 e Figura 2A), e aumentando a RAF (Figura 2C) e a
RMF (Figura 2D) a partir dos 10 DAP. A reducdo da area foliar ocorreu pelo
aceleramento da senescencia das folhas enquanto que o aumento da RAF e RMF se

deu em funcdo da menor eficiéncia fotossintética dessas plantas.

Tabela 2. Area foliar, area foliar especifica (AFE), raz&o de area foliar (RAF) e raz&o de
massa de folhas (RMF) em plantas de milho submetidas a diferentes
estresses na fase reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.

Trat. (A) Area Foliar AFE RAF RMF
cm®. planta™ cm’. g’ cm’. g’ g.9"
T 7678 a 136,30 b 33,62 b 0,23 b
D 3150 c 133,59 b 19,46 c 0,14 c
ON 7803 a 137,02 b 32,53b 0,22 b
DH 5977 b 141,80 ab 33,01b 0,26 a
S 7429 a 147,77 a 41,95 a 0,27 a
F 174,37** 6,77 ** 112,11** 251,05**
DMS (5%) 670,25 9,68 3,43 0,015
CV(%) 9,28 6,16 9,49 6,72
DAP (B) - - - -
0 6474 a 143,32 a 43,11 a 0,30 a
10 6218 a 136,87 ab 32,30 b 0,24 b
20 6595 a 142,44 a 28,94 c 0,21c
30 6344 a 134,57 b 24,11 d 0,19d
40 - - - 0,17 e
F 1,24 " 477 ** 94,43** 153,15**
DMS (5%) 552,21 7.35 3,13 0,016
CV(%) 10,21 6,25 11,55 8,19
F(A x B) 5,75** 2,25* 4,11** 5,72**

DAP (Dias Ap6s a Polinizagdo); ™ néo significativo;* significativo a 5% e ** significativo a 1% pelo teste F. Médias
seguidas de letras mindsculas na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A maior eficiéncia na conversdo de MS por unidade de AF no tratamento com
desfolhamento pode ser verificada através dos menores valores de AFE, RAF e RMF
durante todo o periodo de enchimento de gréos (Figuras 2B, 2C, 2D). Por outro lado,
plantas sob sombreamento mantiveram a AF constante, ndo diferindo das plantas
controle e apresentando aumentos de 12% na AFE e 81% na RAF, quando comparadas

com as plantas controle (Tabela 2 e Figuras 2A, 2B e 2C). Da mesma forma que no
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acumulo e particdo de MS a supressdo de N ndo afetou a AF, AFE, RAF e RMF,
guando comparado as plantas controle.

Estes resultados permitem inferir que o déficit hidrico, sombreamento,
desfolhamento e deficiéncia de N atuaram negativamente na producdo, reduzindo em
65%, 48%, 30% e 9%, respectivamente, a massa seca de graos por planta (Figura 3E).
Por sua vez, os componentes de produgdo mais afetados foram o niumero de gréos por
fileira (Figura 3A) e o peso de 1000 gréos (Figura 3D). Isto se deve pela limitagdo na
fonte de fotoassimilados e menor eficiéncia fotossintética da planta representadas pela
AF, AFE, RAF e RMF (Figura 2), quanto pela impossibilidade de translocacdo de

fotoassimilados de 6rgaos vegetativos (Figuras 1B e 1C).

12000 1 T y =7138,3 + 35,95x (F=5,36* R?=0,88) A 160 B
D y =3385,65 - 54,97x + 1,68X (F=9,95* R?=0,83)
10500 1 ON y =7803,00 (F= ns)
i DH y =7392,57 - 94,34x (F=26,65** R’=0,92) -
S 9000 Z 11 5% RE= ~ 140 ] —— pe X
= S y =7160 - 331,30x + 33,81 - 0,73%° (F=11,56** R’=1) L 140
= P e —— R
g T ¢ % S~ *
= w
5 6000 X L T y =144,83 - 4,79x + 0,38% - 0,008X (F=17,94** R*=1)
5 < 1209 p y=13359 (F=ns)
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Figura 2. Area foliar (A), area foliar especifica — AFE (B), razdo de éarea foliar — RAF (C),
razdo de massa de folhas — RMF (D), em plantas de milho submetidas a diferentes
estresses na fase reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.
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O déficit hidrico foi o tratamento mais drastico, afetando todos os componentes
de producdo avaliados, provavelmente pela reducdo da atividade enzimatica e da
mobilidade dos carboidratos e N sollveis na planta e ainda pela limitagcdo do proprio
dreno atraves da reducdo do numero de gréos por fileiras, comprimento da espiga e
indice de colheita (Figuras 3A, 3B e 3F). BERGAMASCHI et al. (2004) também
abservaram reducéo no peso de 100 gréos e producéo de gréaos por plantas submetidas
a condicao restritiva de 4gua na fase de enchimento de gréos, sendo que uma curta
estiagem, com elevada demanda evaporativa atmosférica num intervalo continuo de
aproximadamente oito dias reduziram a producdo de graos em 80% quando comparada
com érea irrigada. Ainda, SCHUSSLER & WASTGATE (1995) afirmam que a reducéo
do numero de grédos por espiga, em plantas submetidas a déficit hidrico, se deve a
baixa taxa de suprimento de assimilados aos ovarios, provocando abortamento.

Embora o padréo de remobilizacdo entre as plantas sombreadas e desfolhadas
tenha sido 0 mesmo, estas ultimas tiveram maior producéo de graos por planta. Isto se
deve a fixacdo de um maior nimero de graos em plantas desfolhadas (Figura 3A), uma
vez que o peso de 1000 gados e o diametro da espiga nao diferiram (Figuras 3D e 3C).
Estes dados, aliados a um baixo indice de colheita (Figura 3F) nas plantas sob
sombreamento permitem inferir que este tratamento limita mais drasticamente a
atividade fotossintética e a forca do dreno do que o desfolhamento, resultando em
menores producdes (Figura 3E) e maiores translocacfes de MS dos érgaos vegetativos
(Figuras 1B e 1C).
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Figura 3. Numero de gréos por fileira (A), comprimento da espiga (B), diametro da espiga (C), massa
de 1000 gréos (D), producado de grdos (E) e indice de colheita (F) em plantas de milho
submetidas a diferentes estresses na fase reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si a 5% pelo teste de Tukey. Figura 3D, letras
mailsculas comparam tratamentos e minisculas posicao na espiga dentro de cada tratamento.
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CONCLUSOES

1. A supresséao do fornecimento de N na fase reprodutiva ndo afetou a MS das plantas.
2. O desfolhamento reduziu o acimulo de MS no colmo e espiga e causou abortamento
de graos, mas nao afetou o peso dos graos remanescentes.

3. O sombreamento reduziu o acumulo de MS na planta, causou abortamento e menor
peso dos graos remanescentes e ainda intensificou a translocacao de fotoassimilados.
4. O déficit hidrico reduziu a éarea foliar, o acimulo de MS na planta e a translocac¢ao
efetiva de fotoassimilados dos 6rgéos vegetativos para 0s graos.

5. Em ordem decrescente, a reducdo na producdo de grédos por plantas foi maior no
estresse por déficit hidrico seguido pelo sombreamento, desfolhamento e omisséo do N,
sendo 0 numero e o peso médio dos grdos os componentes da producdo mais
afetados.
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CAPITULO 3 — PARTICAO DE CARBONO E NITROGENIO EM PLANTAS DE MILHO
SUBMETIDAS A DIFERENTES ESTRESSES™

CESAR JOSE DA SILVA®: JAIRO OSVALDO CAZETTA®

RESUMO - Com o objetivo de avaliar os efeitos de diferentes estresses sobre a
concentracdo e remobilizacdo dos metabdlitos glicidicos e nitrogenados em diferentes
partes da planta de milho, conduziu-se um experimento em casa de vegetacdo. Os
tratamentos foram: T: testemunha; D: plantas com desfolhamento de 66%; ON: omissao
do nitrogénio; DH: déficit hidrico (20 — 30% da capacidade de retencdo); S:
sombreamento de 70%. Os estresses foram impostos dos dois aos quarenta dias apos
a polinizacdo. A omissao do nitrogénio ndo promoveu alteracdes nos graos das plantas
de milho, em funcdo da grande remobilizacdo deste elemento. Em plantas sombreadas
a limitacdo da fotossintese é suprida pela grande remobilizacdo dos acucares
redutores, sacarose e amido do colmo e folhas para o gréo, entretanto, esse estresse
resulta em abortamento, menor acimulo de amido e menor producao de graos. O déficit
hidrico reduziu o periodo de enchimento, promoveu abortamento de grdos do 4pice da
espiga, acumulo de acucares redutores e aminodacidos livres nas folhas e colmos, o que
resultou em menor peso de 1000 graos e producédo por planta. O desfolhamento reduziu
os teores de N-total, amino&cidos, acucares redutores e amido no gréo, resultando em
reducdo do numero de grados e producdo de grdos por planta. Percebeu-se ainda a
necessidade de se estudar a atividade das enzimas chaves ligadas ao metabolismo

glicidico e nitrogenado.

Palavras-chave: déficit hidrico, desfolha, metabdlitos, nitrogénio, sombreamento, Zea

mays L.
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CARBON AND NITROGEN PARTITION IN CORN PLANTS SUBMITTED TO
DIFFERENT STRESSES

SUMMARY - This research was undertaken to evaluate the effects of different stress
factors on the concentration and remobilization of glycidic and nitrogen metabolites in
different parts of maize plant. The experiment was carried out in a greenhouse with the
following treatments: control; defoliation (66% of plants defoliated); nitrogen
suppression; water deficit (20 — 30% of the retention capacity); shading (70%). The
stresses were imposed from two to forty days after pollination. Nitrogen suppression did
not result in grain alterations due to the high remobilization rate of this element
accumulated in leaves and stems during the vegetative stage. In plants under shading,
the photosynthesis limitation is compensated by the high remobilization rate of reducing
sugars, sucrose and starch from the stem and leaves to grains, however there is a
reduction of dry mass accumulation, kernel abortion, and lower weight of remaining
grains, starch accumulation and production of grains per plant. Water deficit reduced the
kernel filling period and resulted in kernel abortion at the ear top, and accumulation of
reducing sugars and free amino acids in leaves and stems, which resulted in lower
weight of 1000 grains and production per plant. Defoliation reduced the levels of total-N,
amino acid, reducing sugars and starch in the kernels, resulting in a reduction on the
number of grains and production per plant. The next research of key enzyme activity
involved in glycidic and nitrogen metabolism such as invertases and nitrate reductase
will be studied.

Keywords: water deficit, defoliation, metabolites, nitrogen, shading, Zea mays L.
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INTRODUCAO

A assimilacdo do nitrogénio esta intimamente relacionada com as reacdes da
fotossintese e metabolismo de carboidratos, tanto pela necessidade de energia para
reducdo do nitrato a amoénia, como também pelo fornecimento de cadeias carbonicas
necessarias para a incorporacdo de amoénia e a formagédo dos aminoacidos (CAZETTA
et al., 1999). Estes dois processos sao estreitamente interligados, pois a energia
necessaria para a assimilacdo do nitrogénio deriva direta ou indiretamente da
fotossintese e a capacidade fotossintética, por sua vez, depende do nitrogénio, pois
grande parte do nitrogénio das folhas estd alocada nas proteinas envolvidas no
processo fotossintético (UHART & ANDRADE, 1995).

O nitrogénio € um elemento requerido em quantidades elevadas pelas plantas
cujo solo ndo consegue disponibilizar em quantidades requeridas, e seu fluxo é limitado
em situacbes de déficit hidrico (BELOW, 2002). O nitrogénio é fundamental na
producdo de massa seca, pois o suprimento de N-reduzido é essencial ndo sé para a
manuten¢do da atividade fotossintética da folha, como também para a formacéo do
grao. Por outro lado a deficiéncia de N pode causar efeitos na senescéncia foliar e
consequentemente, reducao na area foliar. O suprimento de N aos graos é feito pelos
tecidos vegetativos (translocagéo) ou resulta da absorcdo corrente. A absorcéo de N do
solo, por sua vez é dependente da concentracdo de carboidratos sollUveis nas raizes e
consequentemente o periodo critico de suprimento de N é durante o periodo
reprodutivo, quando a disponibilidade de carboidratos para o crescimento radicular
reduzida em detrimento do crescimento da espiga (RAJCAN & TOLLENAAR, 1999). Por
outro lado, a particdo de N pode ser afetada pela relacédo fonte/dreno de fotoassimilados
durante o enchimento de gréos. Aparentemente a remobilizacdo de N das folhas e
colmos reduz a limitacdo da fonte, porém quando pouco N é remobilizado ndo ocorre
esta compensacao e o numero de graos € reduzido (UHART & ANDRADE, 1995).

Além dos fatores genéticos que governam a habilidade de determinado gendtipo
em sintetizar, assimilar, acumular e translocar os metabdlitos glicidicos e nitrogenados dos
orgaos vegetativos para o grao, o milho apresenta acentuada sensibilidade a estresses de

natureza biética e abiotica. Sua baixa prolificidade e capacidade de compensacgéo efetiva
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exigem que seu cultivo seja rigorosamente planejado e criteriosamente manejado,
objetivando a maximizac&o de sua capacidade produtiva (OTEGUI & ANDRADE, 2000).

CLIQUET et al. (1990) demonstraram que o carbono incorporado durante a fase
vegetativa da cultura sofre remobilizagdo desprezivel. Ja KINIRY et al. (1992) verificaram
que 5 a 10% da massa seca final do gréo sdo provenientes de carboidratos formados
antes do florescimento. SCHUSSLER & WESTGATE (1995) verificaram em plantas
submetidas a estresse hidrico durante o enchimento de graos, que 63% da massa seca
de graos foram provenientes da redistribuicdo, enquanto que nas plantas sob condicdes
normais a remobilizacdo foi de apenas 5%. SANGOI et al. (2002) verificaram reducéo
percentual no rendimento de grdos menor do que a reducdo da area foliar por meio da
desfolha, atribuindo esta compensacdo a translocacdo de fotoassimilados dos colmos
para os grédos. MATTER et al. (2002) verificaram que a reducdo do numero de gréos
através da polinizagdo controlada induziu acumulo de carboidratos, principalmente
sacarose nas folhas e colmos. SILVA et al. (2002) constataram que plantas com reducéo
de fonte e dreno de fotoassimilados tiveram aumento nos teores de N-total, nitrato e
aminodcidos livres nos érgaos remanescentes das plantas.

Ha evidéncia de que consideravel remobilizacdo de fotoassimilados ocorre
durante o periodo de enchimento do grdo (JONES & SIMMONS, 1983). A remobilizacéo
ocorre quando os requerimentos de carboidratos do gréo excedem a producdo de
fotoassimilados pela planta (TOLLENAAR & DAYNARD, 1978). Carboidratos soluveis
armazenados temporariamente no caule, espiga e palha servem como fonte de
crescimento do grdo quando ocorre declinio na fotossintese da planta no final da
estacdo de crescimento ou quando esta estd submetida a algum fator de estresse que
limita a atividade fotossintética (TOLLENAAR et al.,, 2000). O colmo serve também
como um dreno ativo cuja capacidade relativa de atrair fotoassimilados declina durante
o periodo final de enchimento dos graos (TOLLENAAR et al., 2000).

Poucos estudos com fatores que afetam o estabelecimento dos grdo e seu
desenvolvimento tem apresentado resultados para carboidratos e teor de N proveniente
de diferentes partes das plantas de milho (MAGALHAES & JONES, 1990a). Entretanto,
a capacidade de produzir biomassa pelo vegetal pode ser definida por uma relagéo

fisiolégica baseada na quantidade de radiacdo interceptada e em sua eficiéncia de
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conversao em matéria seca (BERGONCI et al.,, 2001). A eficiéncia de conversao de
matéria seca por sua vez € dependente da duracédo das etapas de desenvolvimento da
planta, bem como da coincidéncia dessas etapas com condi¢cdes desfavoraveis de oferta
de fatores de producéo (luz, agua, nutrientes, etc.). Por isso, torna-se cada vez mais
importante que em estudos com aumento ou reducdo da disponibilidade de
fotoassimilados seja analisada a variagdo na concentracdo e particdo de
fotoassimilados, uma vez que eles podem influir no rendimento final e na qualidade dos
graos de milno (MAGALHAES & JONES, 1990 b).

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar os efeitos dos
estresses provocados pelo desfolhamento, deficiéncia de N, déficit hidrico e
sombreamento, aplicados no estadio reprodutivo, ha concentracdo e remobilizacdo dos

metabdlitos glicidicos e nitrogenados nas diferentes partes da planta de milho.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de marco a julho de 2003, em casa
de vegetacdo, no Setor de Olericultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP, localizada em Jaboticabal-SP, situada a 21°14'04” Sul, 48°17°09”
Oeste e altitude de 614 metros. O preparo do material e as analises foram realizados no
Laboratorio de andlises quimicas e bioquimicas de plantas do departamento de
Tecnologia da FCAV-UNESP.

Foram utilizados 60 vasos dispostos em fileiras com distancia de 1 m entre si e
0,8 m entre vasos e contendo 45 kg de areia média lavada, seca e posteriormente
saturada onde foram plantadas dez sementes do milho hibrido simples, ciclo super-
precoce Agromen 3050. Dez dias ap0s o plantio fez-se o desbaste, deixando trés
plantas por vaso e iniciou-se a irrigacdo com solucdo nutritiva de Hoagland
(HOAGLAND e ARNON, 1950). O pH da solucdo nutritiva foi ajustado para 6,0 e a
condutividade elétrica ficou em torno de 3,8 mS cm™.

A manutencdo da umidade do substrato foi realizada por meio de irrigagéo

diaria com solucdo nutritiva, sendo que o volume de solucdo aplicado foi determinado
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através da pesagem dos vasos e calculando-se para manutencdo de 100 % da
capacidade de retencdo. Uma vez por semana promoveu-se a lixiviagdo nos vasos com
agua para evitar a salinizacdo na regido do sistema radicular, repondo-se em seguida a
solucédo original. Semanalmente fez-se o rodizio dos vasos para evitar o favorecimento
das plantas que ficavam nas laterais da casa de vegetacdo. Por ocasido do surgimento
das espigas, estas foram ensacadas, e ap0s a exposi¢cdo do estilo-estigma, foram
polinizadas manualmente com o auxilio de um pincel, por quatro dias consecutivos,
deixando-as expostas para polinizagdo natural a partir do primeiro dia de polinizacéo
manual.

No segundo dia de polinizagcdo foram estabelecidos os seguintes fatores
estressores: T: controle, plantas bem supridas de N, agua, luz e com 100% das folhas;
D: plantas com desfolhamento de 66% apds o segundo dia de polinizacdo, realizada
pelo corte das laminas foliares cortadas rente ao colmo com auxilio de um estilete,
deixou-se quatro folhas, a mais proxima, duas logo abaixo e uma logo acima da espiga;
ON: omissdo do nitrogénio na fase de estabelecimento e enchimento de graos,
promovida pela lixiviagdo dos vasos e substituicdo da solu¢do nutritiva por outra sem N;
DH: déficit hidrico na fase de estabelecimento e enchimento de gréos, causado pela
reducdo da irrigacdo para 20 a 30% da capacidade de retencdo; S: sombreamento
superior e lateral de 70% na fase de estabelecimento e enchimento de graos, utilizando-
se uma tela de sombreamento para retencdo de 70% da radiacao incidente no interior
da casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi em blocos casualizados com
parcelas subdivididas no tempo, com 5 tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 20 vasos
e 3 grupos para as diferentes coletas, totalizando 60 vasos.

Para a determinacdo do acumulo e distribuicdo dos metabdlitos glicidicos e
nitrogenados foram realizadas quatro coletas aos 0, 10, 20 e 30 dias apds a polinizacdo
(DAP). Com o auxilio de um estilete foram retiradas amostras da parte central da folha
mais proxima da espiga, do primeiro internddio do colmo abaixo da insercao da espiga
e dos graos do apice e base da espiga. Seguindo as indicacdes de SINGLETARY et al.
(1990), o material foi identificado e mergulhado em nitrogénio liquido para ser

congelado instantaneamente. Em seguida as amostras foram transportadas para o
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laboratério, moidas em moinho refrigerado contendo nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer (- 80 °C) até o momento de serem submetidas as determinacGes quimicas.

Para a extracdo dos metabdlitos tomou-se uma massa de 25 mg das amostras
moidas na presenca de nitrogénio liquido, agitou-se em um tubo de centrifuga contendo
2 mL de etanol 80% e em seguida colocou-se em banho-maria a 60° C, por 30 minutos.
Ap6s centrifugacdo durante 15 minutos a 1800 g o sobrenadante foi retirado, repetiu-se
0 processo trés vezes e completou-se o volume para 10 mL (HENDRIX, 1993).

Os teores de acucares redutores foram determinados através da reagdo com
DNSA (4cido 3,5-dinitrosalicilico), com posterior determinacdo espectrofotométrica a
520 nm (FALEIROS et al., 1996). Os teores de sacarose foram determinados através da
reacdo quantitativa com resorcinol, com posterior leitura espectrofotométrica a 520 nm
(FIEW & WILLENBRINK, 1987). Os teores de N-nitrato foram determinados através do
método espectrofotométrico descrito por CATALDO et al. (1975). Os teores de
aminoacidos livres foram determinados submetendo-se uma aliquota do mesmo a
reacdo quantitativa com ninhidrina, com posterior determinacdo espectrofotométrica a
570 nm (MOORE, 1968). Os teores de nitrogénio total foram determinados pelo método
semi-micro Kjeldhall, seguindo as indicagbes de HEBERER et al. (1985).

Para determinacdo do amido, o residuo da centrifugacéo foi suspendido com 1
mL de KOH 0,2 N e aquecido por 30 minutos. Apos ajustar o pH para aproximadamente
5,0 com 0,2 mL de acido acético 1 N, foi adicionado 1 mL tamp&o acetato 50 mM, pH
5,0, contendo amiloglicosidase (50 Ul.mL™) e amilase (50 Ul.mL™) e, entdo, incubados
por 24 horas a 35° C. Apos a incubacéo a suspenséo foi centrifugada por 15 minutos a
3000 g, o sobrenadante retirado, completando-se o volume para 10 mL, sendo feita a
determinacdo dos agucares redutores formados pelo método do DNSA e os valores
multiplicados por 0,9, obtendo-se o equivalente de amido (BROWM & HUBBER, 1988).

Nas espigas amostradas aos 40 DAP avaliou-se o nimero de graos por espiga,
massa de 1000 gréos e producéo de gréos por planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quando constatado F
significativo (p<0,05) para a interacdo entre tratamentos e épocas de avaliagcao,
realizou-se a analise de regressao polinomial (BANZATTO & KRONKA, 1992).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de N-total nas folhas ndo foi afetado pela desfolha nem pelo
sombreamento, enquanto que a supressdo do N e o déficit hidrico reduziram
significativamente esta caracteristica na planta. Ao longo do periodo de enchimento de
gréos ocorreu uma diminui¢do no teor de N na folha do zero aos 40 DAP, na média dos
tratamentos (Tabela 1). Esta redug&o coincide com a alta demanda da planta de milho
por N reduzido para a formagéo e enchimento dos gréos (Figura 1A).

A supressao do N na fase reprodutiva promoveu acentuada diminuicdo no teor
de N na folha, principalmente a partir dos 20 DAP quando estes atingiram valores
inferiores aos 27 mg g' de MS, considerados ideais para a cultura segundo
CANTARELLA et al. (1997).

Houve um aumento no teor de N-total no colmo de plantas submetidas a déficit
hidrico e sombreamento (Tabela 1 e Figura 1B). Plantas submetidas a supresséo de N
tiveram menores valores de N-total no colmo quando comparadas as plantas
testemunhas e com comportamento linear do zero aos 30 DAP (Tabela 1 e Figura 1B).

Nas folhas e no colmo de plantas desfolhadas nédo houve variacdo no teor de N-
total quando comparado ao tratamento testemunha (Tabela 1 e Figuras 1A e 1B).

O sombreamento e o déficit hidrico estimularam o acumulo de nitrato nas folhas
enquanto que no colmo somente o déficit hidrico promoveu aumento dessa forma de N
(Tabela 1 e Figuras 1C e 1D). O desfolhamento e a supressdo do nitrogénio
promoveram diminui¢cdo nos teores de nitrato nas folhas e colmos dos 20 aos 30 DAP
(Figuras 1C e 1D).

Os teores de aminoacidos livres nas folhas e colmos aumentaram em plantas
sob estresse hidrico, diminuiram em plantas com supresséo de N, reduziu no colmo de
plantas desfolhadas, enquanto o sombreamento n&o diferiu da testemunha (Tabela 1).
Observa-se nas Figuras 1E e 1F picos nos teores de aminoacidos livres aos 10 e 30 e
aos 20 DAP nas folhas e colmos, respectivamente, nas plantas submetidas ao déficit

hidrico.
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Figura 1. N-Total nas folhas (A), no colmo (B), Nitrato nas folhas (C), colmo (D), amino&cidos
livres nas folhas (E), no colmo (F) de plantas de milho submetidas a diferentes
estresses na fase reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.
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O déficit hidrico encurtou o periodo de enchimento de gréo e diminuiu a atividade
metabdlica da planta, isso resultou em menor assimilacdo do N absorvido e estocado
no periodo vegetativo da cultura, refletindo no aumento dos teores de N-total no colmo,
nitrato e aminoacidos livres nas folhas e colmos a partir dos 10 DAP. Fica evidente que
plantas submetidas ao déficit hidrico sofreram estresse pela desidratacdo de seus
tecidos e nao por outros fatores, como por exemplo, deficiéncia de N. Vale lembrar que
o déficit hidrico foi aplicado somente na fase reprodutiva da cultura e até este momento
as plantas estavam bem supridas de agua e nutrientes; em situacdes de déficit hidrico
durante o periodo vegetativo da cultura a planta pode responder de forma diferenciada.

Os menores teores de todas as formas de N avaliadas nas folhas e colmos de
plantas com supressdo de N na fase reprodutiva s&do resultantes da grande
translocacéo para a viabilizacdo da producéo de graos (Figura 1).

Plantas sombreadas apresentam aumento no teor de N-total no colmo (Figura
1A) e nitrato nas folhas (Figura 1C), provavelmente em fun¢éo da limitacdo da reducédo
assimilatoria do N pela restricdo da atividade da enzima redutase do nitrato e pela
menor disponibilidade de carbono proveniente da fotossintese.

Limitando-se a fonte de fotoassimilados através do desfolhamento parcial,
observa-se diminuicdo dos teores de nitrato nas folhas e colmos (Figuras 1C e 1D) e
aminoacidos livres no colmo (Figura 1F) quando comparado as plantas do tratamento
testemunha. Esta resposta pode ser verificada, pois a planta ajusta o tamanho do dreno
a disponibilidade de fotoassimilados e metabdlitos nitrogenados atraves do abortamento
de parte dos gréos do apice da espiga na fase de estabelecimento dos graos (primeiros
10 dias).

Plantas sob sombreamento de 70% da radiacdo incidente tiveram diminuicdo nos
teores de agucares redutores nas folhas, sacarose e amido nas folhas e colmos(Tabela
2 e Figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E e 2F). Este comportamento das plantas sombreadas
pode ser atribuido a inibicdo da fotossintese que induziu a remobilizacdo dos
carboidratos das folhas e colmos para os grdos durante o periodo de estabelecimento e

enchimento dos mesmos.
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O desfolhamento também diminuiu o teor de agUcares redutores e sacarose nas
folhas e sacarose e amido nos colmos (Figuras 2A, 2C, 2D e 2F), da mesma forma que
para os metabdlitos nitrogenados a limitacdo da fonte através do desfolhamento parcial
das plantas limitou a fotossintese e ocorreu tanslocagédo para atender a demanda dos
graos.

Plantas com supressao do nitrogénio tiveram aumento nos teores de sacarose no
colmo e amido nas folhas (Tabela 2 e Figura 2). Nas avaliagdes ao longo do periodo de
estresse destaca-se o aumento linear, do zero aos 30 DAP, da sacarose nas folhas e
um grande pico nos valores deste metabdlito nos colmos, aos 10 DAP (Figuras 2C e
2D). As plantas de milho submetidas a supressdo de N tiveram o0 aumento na
concentracdo de sacarose, pois este metabdlito € um componente importante na
assimilacdo do N, portanto a fotossintese resulta em maior quantidade de sacarose,
que aumenta a eficiéncia de assimilacdo de N, minimizando a falta desse elemento
(TSAl et al., 1983).

Os teores de amido mais elevados nas folhas de plantas sob déficit hidrico e
deficiéncia de N s&o resultantes, provavelmente, da menor remobilizacdo deste
metabdlito para o enchimento dos grdos em funcdo da limitacdo do metabolismo
glicidico e nitrogenado por estes tratamentos e também pelo acimulo de acUcares
redutores na planta (Tabela 2 e Figura 2E).

Por outro lado os baixos teores de amido nas folhas e colmos em plantas
desfolhadas e sombreadas parcialmente deve-se principalmente a limitacdo da
fotossintese pela reducédo da area foliar e reducdo da atividade fotossintética da planta,
respectivamente. Isto resultou em maior exaustdo das reservas acumuladas durante o

periodo que antecedeu 0s estresses.
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Figura 2. Acucares redutores - AR nas folhas (A), colmo (B), sacarose na folhas (C), colmo
(D), amido nas folhas (E), colmos (F) de plantas de milho submetidas a diferentes
estresses na fase reprodutiva. UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.
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Observa-se maior teor de sacarose nos graos do apice da espiga e menor
quantidade de amido, paralelamente estava ocorrendo consumo de N reduzido,
causando diminuicdo de AA livres dos 10 aos 30 DAP (Tabela 3 e Figura 3). Observa-
se gque ndo houve diferenca entre os teores de nitrato nos gréos da base e do apice da

espiga (Tabela 3).

Tabela 3. N-total, nitrato, aminoacidos livres (AA), acucares redutores (AR), sacarose e
amido nos graos de plantas de milho submetidas a diferentes estresses na fase

reprodutiva. UNESP — Jaboticabal - SP, 2005.

Trat. (A) N-Total Nitrato AA AR Sacarose Amido
mgg*MS mgg*MF mgg*MF mgg*MF mgg*MF mgg’MF
T 22,18 ab 0,22 b 0,29 a 32,76 bc 8,45 ¢ 95,56 ¢
D 18,21d 0,21b 0,23 ¢ 29,27 d 9,45 b 93,53 d
ON 19,08 cd 0,18 ¢ 0,24 bc 31,22 cd 8,69 bc 103,04 b
DH 23,63 a 0,27 a 0,29 a 38,60 a 13,35a 111,59 a
S 20,94 be 0,19 ¢ 0,25 b 35,32 ¢ 8,94 bc 92,16 e
F 20,71 ** 114,21 ** 54,59 ** 25,91 ** 125,48 **  5503,59 **
DMS (5%) 2,19 0,01 0,02 3,22 0,82 0,49
CV(%) 6,61 7,20 6,75 10,48 9,10 0,54
DAP (B)
10 - 0,26 a 0,29 a 43,17 a 6,05 c 32,53 ¢
20 23,03a 0,23b 0,30 a 40,75 b 9,98 b 98,89 b
30 18,57 b 0,15 ¢ 0,18b 16,37 ¢ 13,30 a 166,11 a
F 88,56 ** 656,65 ** 629,07 ** 933,02 ** 811,78 **  38301,98*
DMS (5%) 1,01 0,01 0,01 1,69 0,44 0,38
CV(%) 7,2 6,38 6,31 9,18 8,25 0,69
PE (C)
Base - 0,22 a 0,25b 33,56 a 9,21b 104,41 a
Apice - 0,21 a 0,27 a 33,31a 10,34 a 93,94 b
F - 3,85 ns 147,97 ** 0,22 ns 73,20 % 8795,00 **
DMS (5%) - 0,04 0,005 1,10 0,27 0,23
CV(%) 5,60 5,09 8,95 7,40 0,62
F(AXB) 1,32 ns 79,03 ** 8,11 ** 30,77 ** 17,53 *  4819,81 **
F(AXxC) - 25,44 ** 12,08 ** 4,53 ** 16,23 ** 841,43 **
F(BxC) - 7,91 ** 155,96 ** 41,64 ** 547,50 *  1590,37 **
F (AxBxC) - 31,72 ** 19,13 ** 18,16 ** 18,52 ** 1351,77 **

ns

DAP (Dias Ap6s a Polinizacdo), PE (Posicdo na espiga), ndo significativo, * significativo a 5% e
**significativo a 1% pelo teste F. Médias seguidas de letras iguais na coluna nao diferem pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Nitrato (A), aminoacidos livres (B), aclcares redutores — AR (C), sacarose (D), amido (E)
nos grados em plantas de milho submetidas a diferentes estresses em relacdo aos dias
apos polinizacao e nimeros de graos por espiga (F). UNESP, Jaboticabal-SP, 2005.
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O déficit hidrico provocou uma deficiéncia na translocacédo dos aminoacidos das
folhas e colmos (Figuras 1E e 1F), nitrato no colmo (Figura 1D) e N-total no colmo
(Figura 1B) para os graos, o que diminui a formacdo de amido (Figura 3E) verificado
pelo acumulo de sacarose principalmente nos graos do &pice da espiga (Figura 4D). O
acumulo de sacarose nas plantas tem como finalidade aumentar o potencial osmotico
da planta para evitar a desidratacédo, além de ser resultante da baixa sintese de amido,
inibindo a translocacdo da sacarose das folhas (Figura 2C) e do colmo (Figura 2D).

As plantas submetidas ao déficit hidrico apresentam o teor de amido igual entre
base e o é&pice da espiga (Figura 4E), por outro lado, o peso dos grdos €
significativamente menor comparado com a planta controle (Figura 4F), mostrando que
este estresse provoca reducdo no periodo de enchimento dos gréos, uma vez que 0s
gréos da base em condi¢cdes normais apresentam teor de amido superior aos gréos do
apice porque sdo polinizados primeiros. Estes dados estdo de acordo com
TOLLENAAR & DAYNARD (1978) que identificaram o estagio critico para o
desenvolvimento dos gréos de plantas de milho como sendo 2 a 3 semanas ap0s a
polinizacdo, e constataram que a duracado da fase linear de acimulo de massa seca do
grao contribuiu para a variacdo do peso de graos nas diferentes posi¢cdes da espiga.
Estes autores afirmam ainda que tratamentos que restringem o suprimento de
carboidratos durante este periodo reduzem o niamero de graos, seu desenvolvimento e
o potencial de producao.

Outro fator limitante ao acumulo de MS nos gréos pode ter sido a diminuicdo da
atividade da enzima invertase que € um ponto critico no processo fisiologico de
acumulacdo de massa seca. SHANNON & DOUGHERTY (1972) demonstraram que a
sacarose € hidrolisada pela invertase acida em glicose e frutose, antes de entrar no
endosperma dos grados de milho. Mesmo com maior disponibilidade de sacarose pode
nao haver aumento na massa do gréo, caso ela ndo seja invertida com maior eficiéncia
pela invertase (MAGALHAES & JONES, 1990a).

Para as plantas submetidas ao sombreamento ndo ocorre diferenca no teor de
amido no grdo quando comparado ao tratamento testemunha (Figura 3E), embora a
fotossintese atual tenha sido afetada pelo sombreamento, a planta drena os metabdlitos

nitrogenados (Figura 1) e glicidicos (Figura 2) das folhas e colmo para os grdos (Figura
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4E). Esta resposta foi observada, pois segundo ZINSELMEIER et al. (1995), quando a
reserva de sacarose no colmo é insuficiente para atender a demanda do gréo, durante o
crescimento, uma vez que decresce 0 acumulo e particdo de massa seca para 0s
grdos, a fotossintese € rapidamente e completamente inibida comprometendo a
producéo de graos.

Ja as plantas submetidas a deficiéncia de N apresentam seus teores de
metabdlitos nitrogenados nas folhas, colmos (Figura 1) e grédos (Figuras 3A e 3B)
estaveis, mostrando que estas translocam N para suprir a necessidade dos graos
conseqlentemente aumentando os teores de metabdlitos glicidicos (Figuras 2A, 2C e
2E). Observa-se, porém, um aumento nos teores de sacarose e amido no colmo (Figura
2D e 2F), provenientes da reducdo dos acucares redutores (Figura 2B) que apresentam
um decréscimo nos valores do zero aos 30 DAP devido a deficiéncia de N que as
plantas estavam submetidas.

A desfolha atua de forma semelhante ao estresse provocado pelo
sombreamento, o que caracteriza uma diminuicdo na producdo de grédos (Figura 4E),
porém de forma menos acentuada nas plantas desfolhadas e devido ao menor
abortamento que pode ser verificado pelo maior numero de gréos por fileiras (Figura
3F). Como a area foliar diminui com a desfolha diminui o fornecimento de
fotoassimilados, por outro lado ocorre intensa translocacdo dos metabdlitos
nitrogenados (Figuras 1B, 1D e 1F) e metabdlitos glicidicos (Figura 2B, 2D e 2F) para
0s graos, provocando um aumento no teor de amido nos graos.

O aumento de fotoassimilados no colmo das plantas submetidas ao
desfolhamento € devido & melhora na eficiéncia fotossintética em decorréncia de uma
maior interceptacdo de luz por unidade de area foliar. Por outro lado o que garante o
pleno enchimento dos grdos € a intensa translocagdo dos fotoassimilados do colmo
para os gréos (MAGALHAES & JONES, 1990 b).
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Figura 4. Nitrato (A), aminoacidos livres (B), aclcares redutores — AR (C), sacarose (D), amido (E)
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CONCLUSOES

1. O fator que mais provocou disturbios fisiologicos no metabolismo glicidico e
nitrogenado foi o déficit hidrico.

2. A supresséo do nitrogénio na fase reprodutiva ndo provocou disturbios nas plantas
de milho.

3. Em plantas sombreadas a limitagdo da fotossintese é suprida pela remobilizagéo de
acucares redutores, sacarose e amido do colmo e folhas para os grdos, entretanto,
esse estresse resulta no abortamento, menores teores de amido e produgéo de gréos.
4. O déficit hidrico reduziu o periodo de enchimento dos gréaos, promoveu abortamento
no apice da espiga, acumulo de acucares redutores e aminodacidos livres nas folhas e
colmos, o que resultou em menor massa de 1000 graos e producéo por planta.

5. O desfolhamento reduziu os teores de N-total, amino&cidos, acucares redutores e

amido nos gréos, resultando em reducéo do numero e producédo de graos por planta.
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