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RESUMO

As aplicacdes foliares de produtos a base de fertilizantes e aminoécidos tem sido uma
pratica empregada a fim de maximizar o potencial produtivo das lavouras de alto
padrdo tecnoldogico. Estes produtos quando aplicados em estdgios de
desenvolvimento estratégicos conferem maior resiliéncia as plantas acometidas por
estresses bidticos e abidticos. Entretanto, poucos trabalhos estudaram os aspectos
do metabolismo fotossintético e antioxidante na cultura do milho quando da aplicacédo
de magnésio (Mg) e aminoécidos (AA) foliar, em condi¢cdes de campo. Deste modo,
objetivou-se com este trabalho avaliar como as aplicagdes de AA’s e de Mg foliar
afetam o metabolismo fotossintético e antioxidante de plantas de milho de segunda
safra. O experimento foi conduzido nas safras de outono/inverno de 2021 e 2022,
respectivamente, na Fazenda experimental Lageado, pertencente a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu. Os
tratamentos foram constituidos por quatro tratamentos de aplicagéo foliar: (I) Controle,
(1) Magnésio [Mg?* (MgCl,), (Ill) Aminoacidos (AA) e (IV) Mg?* + AA. O delineamento
experimento foi de blocos casualizados (DBC) com oito repeticdes. O Mg?* foi aplicado
na dose de 500 g ha™, e o AA foi aplicado na dose 1250 g ha™*, ambos aplicados no
estagio VT. Foram avaliados o status nutricional das plantas de milho, pigmentos
fotossintéticos, atividade das enzimas Rubisco e Nitrato Redutase (NR), trocas
gasosas (parametros fotossintéticos), enzimas antioxidantes, superoxido dismutase e
catalase, componentes de producéo e produtividade de grdos (PG) e concentracao
de proteinas nos graos. Os dados foram submetidos a ANOVA e ao teste LSD (p <
0,05). Os resultados indicaram que quando Mg?* + AA foram aplicados em conjunto,
observou-se maior atividade fotossintética e antioxidante em relacdo aos demais
tratamentos. Estes resultados refletiram na resposta da produtividade de grdos, no
gual a aplicacéo isolada de Mg proporcionou um aumento médio de 353 kg ha™ em
relacéo ao controle. Quando o AA foi aplicado isoladamente, o incremento médio, em
relacdo ao controle, foi de 655 kg ha™. Contudo, quando aplicados em conjunto
(Mg?*+AA), o incremento médio observado foi de 1.002 kg ha™t. Além disso,a
aplicacdo conjunta também refletiu no teor de proteinas totais nos gréos. Estes
resultados indicam um efeito sinérgico entre estes produtos sobre o metabolismo
fotossintético e antioxidante das plantas de milho, sendo assim, efetivos em aliviar os
efeitos de estresse e proporcionar incrementos produtivos no milho de segunda safra.

Palavras-chave: manejo antiestresse; absorcéo foliar; Zea mays L.; efeito
bioestimulante.






ABSTRACT

Foliar applications of fertilizer and amino acid-based products have been a practice
used to maximize the productive potential of high-tech crops. These products, when
applied at strategic stages of development, provide greater resilience to plants affected
by biotic and abiotic stresses. However, few studies have studied aspects of
photosynthetic and antioxidant metabolism in corn when applying magnesium (Mg)
and amino acids (AA) foliar, under field conditions. Therefore, the objective of this work
was to evaluate how applications of AA's and foliar Mg affect the photosynthetic and
antioxidant metabolism of off-season maize plants. The experiment was conducted in
the autumn/winter growing season of 2021 and 2022, respectively, at the Lageado
experimental farm, belonging to the Faculty of Agricultural Sciences of the S&o Paulo
State University — Botucatu Campus. The treatments consisted of four foliar application
treatments: (I) Control, (Il) Magnesium [Mg?* (MgCl,), (lll) Amino acids (AA) and (IV)
Mg?* + AA. The experimental design was randomized blocks (DBC) with eight
replications. Mg?* was applied at a dose of 500 g ha™, and AA was applied at a dose
of 1250 g ha™, both applied at the VT stage. The nutritional status of maize plants,
photosynthetic pigments, activity of Rubisco and Nitrate Reductase (NR) enzymes, gas
exchange (photosynthetic parameters), antioxidant enzymes, superoxide dismutase
and catalase, production components and grain productivity (PG) and protein
concentration in grains. The data were submitted to ANOVA and the LSD test (p <
0.05). The results indicated that when Mg?* + AA were applied combined, greater
photosynthetic and antioxidant activity was observed in relation to the other treatments.
These results were reflected in the response of grain yield, in which the isolated
application of Mg provided an average increase of 353 kg ha™ in relation to the control.
When AA was applied alone, the average increase, in relation to the control, was 655
kg ha™t. However, when applied together (Mg?*+AA), the average increase observed
was 1,002 kg ha™. Furthermore, the combined application also reflected the total
protein content in the grains. These results indicate a synergistic effect between these
products on the photosynthetic and antioxidant metabolism of maize plants, thus being
effective in alleviating the effects of stress and providing productive increases in
second-crop corn.

Keywords: anti-stress management; foliar absorption; Zea mays L.; stimulating effect.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de milho (Zea mays L.) e isso
se deve, dentre outros fatores, a implementacdo de uma segunda safra (milho-
safrinha), apds a colheita da soja de verdo. O cultivo do milho de segunda safra
ultrapassou em area e producao o cultivo do milho verado, e corresponde a 77% da
producdo nacional de milho (Néia Junior; Sentelhas, 2019; CONAB, 2023). No
entanto, condicdes ambientais como seca e ondas de calor reduzem a producao,
levando a perdas econdmicas. Em razdo das mudancas climaticas, os efeitos
negativos do estresse abidtico na agricultura sao intensificados, representando um

desafio global para a producéo de alimentos (Hura et al., 2022; Kumari et al., 2022).

A aplicagéo foliar de nutrientes tem sido uma eficiente estratégia para reduzir o
estresse abidtico e aumentar o potencial produtivo em culturas agricolas, (KUMARI
et al., 2022; RODRIGUES et al., 2021). Em plantas bem nutridas, a adubacao foliar
pode assumir papel estimulante, fornecendo nutrientes as plantas em estagios criticos
de desenvolvimento, aumentando a nutricdo, atividade fotossintética, a produtividade
de gréos e reduzindo o estresse oxidativo (GALERIANI et al., 2022; MORETTI et al.,
2021; OLIVEIRA et al., 2022; RODRIGUES et al., 2021; ROSOLEM, 2002). Em estudo
anterior, foi demonstrado que a aplicacdo foliar de magnésio (Mg?*) em plantas bem
nutridas foi eficiente em melhorar a atividade fotossintética, o metabolismo
antioxidante e a produtividade de plantas de soja e milho (Rodrigues et al., 2021),
devido ao papel do Mg?" na sintese de clorofila, transporte e utilizacdo de

fotoassimilados, ativacdo de enzimas e sintese de proteinas (Ishfaq et al., 2022b).

Nos ultimos anos, outros bioestimulantes ganharam espaco no manejo das
culturas agricolas, a exemplo da aplicacdo de aminoacidos (AA) que tem sido objeto
de estudos devido ao seu papel como agente redutor de estresse, fonte orgéanica de
nitrogénio e precursor hormonal (Kadotani et al., 2016; Batista-Silva et al., 2019;
Dellero, 2020). As plantas podem sintetizar AA, mas isso requer uma grande
guantidade de energia. Assim, a aplicacdo de AA prontos para absorcdo pode
aumentar o ritmo de desenvolvimento ou reconstrucéo das plantas, especialmente em

momentos criticos do seu ciclo de vida, ao permitir que estas economizem energia
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(Popko et al., 2018). Apesar disso, a aplicagdo exdégena de AA é uma tecnologia
relativamente nova e muitos aspectos sobre a fisiologia das plantas cultivadas é pouco
compreendido, principalmente em condi¢cdes de campo.

Quando utilizados dois ou mais componentes com efeito bioestimulante é
comum observar um efeito sinérgico entre estes, 0 que resulta em uma
potencializagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (Zamljen et al., 2023).
Neste estudo, a hipétese levantada é de que a aplicacédo foliar combinada de Mg?* e
AA potencializa os efeitos positivos sobre a atividade fotossintética e atividade do
metabolismo antioxidante em plantas de milho de segunda safra. Portanto, objetivou-
se com este estudo avaliar os efeitos da aplicacdo conjunta de Mg?* e AA via foliar
sobre o metabolismo do fotossintético, antioxidante e produtivo em milho de segunda

safra.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo de milho de segunda safra no Brasil

O milho é uma cultura difundida mundialmente e ocupa uma area global de 197
milhdes de hectares (ha) (FAOStat, 2021), sendo o Brasil o terceiro maior produtor,
ficando atras apenas dos EUA e China (USDA, 2023). A insercao de uma segunda
safra de milho, sob o sistema de sucessao soja-milho, impulsionou significativamente
a producédo nacional de grdos (NGia Junior; Sentelhas, 2019). De 1980 a 2023, a
producéo de milho de segunda safra aumentou 1.222 vezes, acompanhado por um
aumento de 117 vezes na area de producao. Esse crescimento reflete um aumento
real na produtividade, gracas ao uso de ferramentas tecnologicas (CONAB,
2023b,DANIEL et al., 2019). Normalmente, o milho de segunda safra é semeado entre
0s meses de janeiro a abril, contudo, quando cultivado tardiamente as condi¢des
climaticas se tornam fatores restritivos durante as fases reprodutivas do seu ciclo
(Ndia Junior; Sentelhas, 2019).

Sob condicdo de seca, as plantas reduzem sua capacidade fotossintética e
aumentam a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), que em excesso,
causam estresse oxidativo devido ao seu papel na peroxidacgéo lipidica e danos ao
material genético. Na pratica, isto causa reducdo da producédo de fotoassimilados,
crescimento inibido e reducédo do rendimento de colheita. Quando a seca ocorre em
estagios criticos, como a fase reprodutiva, a fertilizacdo dos gréos é prejudicada ou,
apos a fertilizacdo, os graos sao abortados devido a competicéo por fotoassimilados,
causando reducdo na massa e no numero de graos por espiga (Li et al., 2022). Neste
sentido, o uso de tecnologias complementares, como as aplicaces foliares tem se
mostrado promissoras no alivio do estresse oxidativo, devido a melhoria do

metabolismo fotossintético e antioxidante.

2.2 Absorcéao e aplicacao foliar

A adubacao foliar é uma pratica complementar de manejo cada vez mais difundida.
Esta prética consiste em uma alternativa para disponibilizar nutrientes em estagios
criticos de desenvolvimento, sendo aplicados diretamente ao tecido alvo, em

guantidades reduzidas, culminando em menor impacto ambiental (Sekhon, 2003;
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Fernadndez; Eichert, 2009; Nicchio et al., 2021). A adubacéo foliar pode ser aplicada
com diversos objetivos, podendo ser preventiva: para evitar que haja deficiéncias
nutricionais, mas que nao ha certeza de resposta, corretiva: quando se aplica para
suprir deficiéncias nutricionais ja existentes, substitutiva: aquela que substitui a
adubacéo via solo, complementar: aquela que complementa o nutriente ja fornecido
via solo, e suplementar estimulante (Rosolem, 2002). Esta pratica ndo visa substituir
a aplicacdo de nutrientes via solo, mas de modo complementar, sendo designada por
diversos autores como adubacéao foliar estimulante (Rosolem, 2002; Moretti et al.,
2021; Rodrigues et al., 2021).

As folhas, assim como as raizes, possuem a habilidade de absorver agua e
nutrientes presentes em sua superficie. Essa capacidade de absorcéo é igualmente
eficiente aquela realizada pelas raizes. No entanto, a diferenca principal esta no tempo
necessario para que ocorra a absorcdo. Nas raizes a solu¢cdo pode penetrar até a
endoderme (regido limitada pela estria de Caspary, criando uma barreira seletiva),
enquanto, nas folhas, a penetracdo € limitada devido as estruturas anatdbmicas
(cuticula/ epiderme e membrana plasmatica/tonoplasto) que protegem as folhas
contra o dessecamento e dificultam a movimentacéo de gases e solucdes (Fernandez
V, 2013; Wang et al., 2019).

Os nutrientes aplicados via foliar podem penetrar no tecido foliar em maior
guantidade através da cuticula e em menor grau pelos estbmatos (Fernandez; Eichert,
2009; Fernandez V, 2013). Sob disponibilidade hidrica satisfatéria (células targidas),
as pectinas absorvem agua e expandem seu volume, afastando as placas de cutina,
permitindo a saida e entrada de agua de/para o meio externo, formando pontes de
pectinas, sendo esta, a principal forma de entrada de substancias através das folhas
(rota da pectina), no qual sédo posteriormente absorvidas através do transporte ativo.
Outras vias incluem poros aquosos e ectodesmatosos, e tricomas (Ishfaq et al.,
2022a).

Durante muito tempo, a eficiéncia da aplicacdo foliar foi passivel de discussao,
devido a baixa eficiéncia de absorcdo dos produtos ocasionado pelo uso incorreto de
compostos nutricionais e, também a baixa qualidade dos produtos disponiveis
(Rosolem, 2002). No entanto, o desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias de

aplicacdo como adjuvantes, surfactantes, umectantes quelantes e outros diversos
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contribuiu para o aumento da eficiéncia da adubacéao foliar e 0 aumento desta pratica

de manejo nos sistemas produtivos (Fernandez et al., 2015)

2.3 Dindmica do magnésio no solo e na planta

Apesar do ion Magnésio (Mg?*) ser um elemento de raio idnico reduzido, possui
um grande raio hidratado, sendo superior aos ions de potassio (K*) e calcio (Ca2*)
(Marschner, 2011). Em virtude disso, o Mg?* € pouco retido nos coloides do solo,
especialmente quando estes encontram-se intemperizados, acidos e com baixa
capacidade de troca catidnica, o que propicia sua perda por lixiviacao (Chaudhry et
al., 2021). Além disso, a absorcédo de Mg?* pode ser significativamente prejudicada
pela presenga de outros cations como K*, NHs*, Ca?* e Mn2* ou de ions H* nos solos
acidos (Marschner, 2011). Embora o Mg?* seja fornecido satisfatoriamente através da
calagem (Bossolani et al., 2021), estudos recentes apontam aumento da fotossintese
liquida, tolerancia a estresses e aumento da produtividade mediante aplicacao via
foliar (He et al., 2020; Kanjana, 2020; Kibria et al., 2021; Rodrigues et al., 2021).

Nos tecidos vegetais, o Mg?* é absorvido via transporte ativo por meio de proteinas
de membrana especializadas. Diversos transportadores de Mg2* foram identificados
em diferentes culturas, incluindo o AtMGT (Arabidopsis thaliana Magnesium
Transporters), o OsMGT1/ OsMRS2-2 (Oryza sativa Magnesium Transporters),
encontrado no arroz, e 0 ZmMMGT (Zea mays Magnesium Transporters), encontrado
no milho. Essas proteinas desempenham um papel fundamental na absorcéo e
transporte de magnésio nas plantas (Li et al., 2018), pois atuam como canais que
permitem o movimento de ions Mg?* através das membranas, conduzidos pelo

gradiente de potencial eletroquimico (Marschner, 2011).

Na planta, o Mg?* desempenha um papel essencial como cofator alostérico em
mais de 300 enzimas, incluindo carboxilases, fosfatases, proteinas quinases, RNA
polimerases e ATPases (Chaudhry et al., 2021). No entanto, sua contribuicdo mais
significativa esta relacionada ao aparato fotossintético. Cerca de 15 a 35% do Mg?*
absorvido pelas plantas é utilizado na formacdo de pigmentos fotossintéticos
(clorofilas), enquanto o restante (~65 a 85%) € armazenado nos vacuolos para a
sintese e ativacdo de proteinas como a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) e outros processos importantes. Dentre estes, destacam-se o transporte de

sacarose, metabolismo energético, utilizacdo de N, desenvolvimento do pdlen e
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fertilidade masculina, tolerancia ao estresse, interacdes planta-microrganismos etc.
(Karley;White, 2009; Marschner, 2011; Ishfaq et al., 2022b).

2.4 Absorcao e metabolismo de aminoacidos nas plantas

Os aminoacidos (AA) sao compostos organicos nitrogenados e que participam
da sintese de outros compostos organicos importantes para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas (Goss, 1973; Tadros; Turk, 2019). Dentre estes, podem
ser citados a formacdo das proteinas, precursores hormonais (como o triptofano —
auxina, metionina - etileno e poliaminas), precursores fendlicos e de flavonoides
(Fenilalanina — Acido Cinamico e Cumarico, lignina e antocianina), no transporte e
armazenamento de nitrogénio (Glutdmico — glutamina e aspartico - asparagina),
producéo de prolina (controle do estresse hidrico), sintese de clorofila e producéo de
defesas contra patdgenos. Além disso, os aminoacidos tém acdo complexantes,
podem atuar como protetores de cations, como no zinco, cobre, manganés e ferro,

favorecendo a disponibilidade as plantas (Guo et al., 2021; Miri Nargesi et al., 2022).

As primeiras evidéncias de que as plantas eram capazes de absorver aminoacidos
surgiram no inicio do século XX (Hutchinson; Miller, 1912). Por serem moléculas de
carga neutra, conseguem se difundir facilmente pelas barreiras cuticulares da folha,
chegando mais rapidamente a interface da membrana (Fernandez, 2013; Jeppsen,
1999). Um estudo demonstrou que todos os aminoacidos testados puderam ser
absorvidos por Arabidopsis thaliana (Forsum et al., 2008). Apesar disso, a capacidade
de absorcao de alguns aminoacidos de cadeia longa pelas plantas é passivel de
discussdo. Trés familias principais de transportadores foram identificados: ATF
(familia de transportadores de aminoacidos, também chamada de familia AAAP), APC
(familia de transportadores de aminoacidos-poliamina-colina) e UMAMIT (geralmente
familia de transportadores de entrada e saida de acidos multiplos) (Dinkeloo et al.,
2018). Ao difundir para o interior da célula, a substancia pode ser metabolizada e/ ou
ser transportada entre células por meio dos plasmodesmos, atingindo o floema, para
ser transportada para regides de rapido crescimento e/ ou em tecidos em crescimento,
pois no floema os aminoacidos sao reconhecidos como fontes de nitrogénio organico.
A absorcdo de aminoacidos € energeticamente mais vantajosa, em comparacao a
absorcéo de nitrato (NO3") e amdnio (NH4*) ou fixagéo bioldgica, pois esses processos

demandam energia para serem absorvidos e incorporados em aminoacidos (Teixeira
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et al., 2018; Yang et al., 2020).

Os processos de absor¢cdo de aminoécidos via solo sdo melhores explorados
(Svennerstam et al., 2007; Sauheitl et al., 2009; Yang et al., 2020), contudo
experimentos avaliando os efeitos da aplicacao foliar de amino&cidos evidenciaram
consideraveis efeitos benéficos sobre a fisiologia de plantas cultivadas, especialmente
sobre o seu papel na tolerancia a estresses nas plantas, atuando sobre a sintese de
metabdlitos secundarios, como osmoprotetores, substratos para a producéo
mitocondrial de ATP e moléculas de sinalizacdo (Teixeira et al., 2017, 2018;
Heinemann; Hildebrandt, 2021). Em milho, alguns estudos apontam um importante
papel sobre a ativagdo do metabolismo antioxidante (Noman et al., 2015; Tadros;
Turk, 2019; Shafig et al., 2021). Apesar disso, a literatura sobre a aplicacao foliar com
aminoacidos ainda é bastante incipiente, principalmente no tocante a sua aplicacéo

em condic¢des de campo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacéo da area experimental

O experimento foi realizado durante o outono/inverno dos anos de 2021 e 2022,
cuja semeadura ocorreu apoés o cultivo da soja de verdo. A area experimental pertence
a area Experimental Lageado da Universidade Estadual Paulista (UNESP), municipio
de Botucatu do estado de S&o Paulo, Brasil 48° 26' W, 22° 51' S). O municipio possuli
altitude de 786 m acima do nivel do mar, clima do tipo Cwa, mesotérmico com chuvas
no verdo e seca no inverno segundo classificacdo de Kdppen, precipitacdo média
anual 1360 mm e temperatura média anual de 20,7 °C (Unicamp, 2020). O solo da area

de cultivo é um Latossolo Vermelho distroférrico (Embrapa, 2018).

O cultivo de milho foi conduzido sob sistema de sequeiro, e para demonstrar as
condi¢Bes climaticas durante o periodo em que a cultura estava no campo foi
construido um balanco hidrico a partir de planilhas elaboradas por Rolim, Sentelhas e
Barbiere (1998). Estas planilhas foram alimentadas com dados climaticos como
precipitacdo pluvial, temperatura maxima e minima obtidos a partir de uma estacao
meteoroldgica proxima a area de cultivo. Também foram considerados os dados de
capacidade de armazenamento de agua (CAD) no solo, obtido conforme descrito por

Silva (Silva, 2019) além da latitude e insolacao.

A area experimental é cultivada anualmente sob sistema de sucessao soja-
milho. As caracteristicas quimicas e fisicas do solo da camada de 0,0-0,2 m foram
determinadas (Van Raij et al., 2001) previamente a instalacdo do experimento
conforme apresentadas na Tabela 1. A correcéo da acidez do solo ocorreu 60 dias
antes da semeadura, no qual foi aplicado 2 toneladas de calcario agricola contendo
28% de CaO, 12% de MgO e PRNT de 70% a fim de corrigir a camada de 0,0-0,2 m
para 70% (Quaggio; Furlani, 1997).
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Tabela 1 — Resultados da caracterizacdo fisica e quimica do solo da area
experimental. Botucatu — SP, 2021

Caracterizacdo fisica do solo

Argila Silte Areia Densidade
.................................... OKO™ o, e gcomS
602,0 281,0 117,0 1,19
Caracterizagcdo quimica do solo
(nglz) M.O P (resina) Ca* Mg? K* AlR* pﬁtcel (rjzizal
-- g dm? mgdmd mmolc dm3 ...,
5,0 30,4 29,6 37,6 13,7 1,6 15 32,5
S B Cu Fe Mn Zn \% CTCopH7,0
..................................................... MG AMB.eiiii e (%) mmol. dm?
4,90 0,5 6,0 22,0 19,2 1,2 60,6 85,3

Ca?*, Mg?*, K* determinados pelo método de resina; AP* determinado com extrator KCI. B: agua
quente. Cu, Fe, Mn, Zn: solugdo DTPA

3.2 Cultivo do milho

O milho foi cultivado entre os meses de marco e agosto dos anos de 2021 e
2022. Foram utilizadas sementes do hibrido de milho FS587 (Forseed®) no qual foram
previamente tratadas com os fungicidas (carboxina + tirame, 1 g i.a. kg™). O
espacamento entre linhas foi de 0,45 m e a densidade de semeadura do milho foi de
3,1 sementes metro~, com populacéo inicial estimada em aproximadamente 68.888
plantas ha™. A adubacéo de semeadura foi realizada com a aplicacdo de 300 kg ha™
do formulado 08-28-16 nas duas safras de milho (van Raij et al., 1998). No estagio de
desenvolvimento Vs foi aplicado 100 kg ha™ de N via ureia como adubacdo de
cobertura. Os demais tratos fitossanitarios foram realizados conforme recomendacfes

para a cultura do milho (Galvéo et al., 2017).

3.3 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido sob delineamento de blocos casualizados,
contendo quatro tratamentos de aplicacdo via foliar: (I) Controle, (11) Magnésio (Mg?*),
(1) aminoacidos (AA), (IV) Mg?* + AA, com oito repeticdes, em duas safras de cultivo.
O produto foliar a base de Mg?* foi aplicado sob a dose de 500 g ha™ de Mg?* (MgCly)
e o produto a base de aminoacidos foi aplicado sob a dose de 1250 g ha™ cuja

composicdo estd descrita na Tabela 2, juntamente com um adjuvante a base de
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silicone (30 mL ha™; Disperse®; Ubyfol; Uberaba, Brazil). As doses foram definidas
com base nas recomendac0des dos respectivos fabricantes. Ambos os produtos foram
aplicados no estagio de desenvolvimento Vt. Este estagio configura a transicdo do
estagio vegetativo para o estagio reprodutivo, com o aparecimento do pendao, logo,
este € um periodo critico para o estagio reprodutivo, e eventuais estresses ambientais
podem afetar o potencial produtivo para a cultura do milho (Galvéo et al., 2017). As
pulverizagdes foram realizadas no final da tarde, utilizando um pulverizador costal
pressurizado a CO2 com pressédo constante de 1,8 BAR, cuja barra de aplicacéo
continha 6 bicos do tipo Teejet, modelo XR 110 02 VP, gerando volume de calda de
200 L ha™. As pulverizagbes foliares foram realizadas de acordo com as
recomendacdes técnicas dos respectivos fabricantes. Cada unidade experimental era
constituida por parcelas de 10 m de comprimento e 10 linhas com uma area util de 15

m2.

Tabela 2. Dose e composicédo do produto a base de aminoacidos aplicado em
folhas de milho.

Composicéo (g ha™)
Ala Arg Asp Cys Glu Gly Hys  Hyp lle Leu
2125 0,075 200 0,525 0,788 0,1625 6,25 0,0625 0,05 0,075

Dose

1250 g ha™

Lys Met Fen Pro Ser Hyl Thr Trip Tir Val

0,05 0,025 0,05 96 0,05 48 0,06 0,05 0,025 0,1
Ala: Alanina, Arg: Arginina, Asp: Acido aspartico, Cys: Cistina, Hys: Histidina, lle: Isoleucina; Leu:
Leucina, Lys: Lisina, Met: Metionina, Fen: Fenilalanina, Pro: Prolina, Ser: Serina, Hyl: Hidroxilisina; Thr:
Treonina, Trip: Triptofano, Tir: Tirosina, Val: valina.

3.4 Analises fisiologicas

As amostragens para as analises fisiologicas ocorreram no estagio de
desenvolvimento fenoldgico Ri (Ritchie et al., 1993), no qual, para cada analise, foram
amostrados o terco médio das folhas de 10 plantas competitivas da parcela util. As
analises ndo destrutivas de indice SPAD e amostras para analises das trocas gasosas
foram realizadas entre o periodo de 8:00 e 10:00 h da manha. Para a analise
nutricional, os tercos médios foliares foram coletados e acondicionados em sacos de
papel e levados para estufa de circulacdo forcada de ar a 60 °C, até atingirem massa

constante (Malavolta et al., 1997). O material foi moido em armazenado até proceder
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as analises em laboratério. Para as andlises de pigmentos fotossintéticos, atividade
enziméatica da nitrato redutase e da Rubisco, os tercos médios foram acondicionados
em tubos falcon e transportados em gal&o de nitrogénio liquido até o laboratorio, onde

permaneceram armazenadas a -80 °C até procederem as respectivas analises.

3.4.1 Diagnose foliar
A concentracdo de N foi determinada ap6s da digestéo sulfarica seguida pelo
método Semi Micro Kjeldahl (Kirk, 1950). Os demais nutrientes (P, K, Ca, Mg, S, Fe,
Mn, B, Cu, Zn) foram determinados apds a digestao nitroperclérica e seguido por

espectrofotometria de absorgcéo atdmica (Malavolta et al., 1997).

3.4.2 Atividade da Redutase do Nitrato
As folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e adicionadas a um tampao
de extragcdo contendo 25 mM Tris-HCI (pH 8,5), 1 M EDTA, DTT 1 mM, BSA 1%, 20
MM FAD e 200 pM leupetina. Apés centrifugacéo e filtracdo, foram adicionadas
aliquotas do sobrenadante a microtubos contendo um tampé&o de reagédo a base de
MgCI2. O extrato foi incubado e a reacéao foi interrompida com a adicdo de acetato de
zinco. O sobrenadante foi centrifugado novamente e o nitrito formado foi determinado

por técnica colorimétrica (Hageman; Reed, 1980).

3.4.3 Indice SPAD e Pigmentos fotossintéticos

O indice SPAD foi obtido através de analise n&o destrutiva, utilizando o medidor
de clorofila SPAD 502 (Konica Minolta®). Para a determinacdo dos pigmentos
fotossintéticos (Chl a, Chl b e carotenoides), trés discos de 0,5 cm foram cortados
utilizando uma puncao de papel (Lichtenthaler, 1987). A leituras de absorbancia foram
realizadas por espectrofotdmetro em trés comprimentos de onda diferentes, 664, 647
e 480 nm, para determinar Chl a, Chl b e carotenoides, respectivamente. Os célculos
para as determinacfes dos pigmentos fotossintéticos foram realizados com base nos
meétodos de Wellburn (1994).

3.4.4 Atividade fotossintética
Os parametros de trocas gasosas foram avaliados por meio de um dispositivo
portatil de troca gasosa (analisador de géas infravermelho LI-6400 (IRGA), LI-COR
Biosciences Inc., Lincoln, NE, EUA). O aparelho estava configurado com os seguintes
padrées: concentracdo de CO, atmosférico com variacdo de 380-400 mol mol™,

Radiacéo fotossintéticamente ativa (PAR): 1100 umol quanta m2 s™* (LAmpadas LED),
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temperatura da camara foliar: 25-27 ° C e 60 —70% UR. Os seguintes parametros
foram medidos: fotossintese liquida, A (umol CO2 m? s™), condutancia estomatica,
gS (mol H20 m2 s™), concentracdo interna de CO>, Ci (umol mol™?), transpiracéo, E
(mmol H.0O m= s™), eficiéncia do uso de agua, WUE (umol CO2 (mmol H-0)™) e
eficiéncia da carboxilagdo, A/Ci.

3.4.5 Atividade da Rubisco
A atividade da Ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) foi
mensurada segundo método descrito por Degl'lnnocenti et al., 2002) no qual a
atividade enzimatica foi medida espectrofotometricamente pela taxa de oxidac¢édo do
NADH em comprimento de onda de 340 nm (Reid et al., 1997). A diferenca nas leituras
da absorbancia entre os tempos O e 1 min (sem remover a cubeta do
espectrofotometro) determinaram a atividade da Rubisco, tendo os resultados

expressos em pmol min~t mg de proteina™.

3.4.6 Atividade antioxidante

A peroxidacao lipidica foi avaliada de acordo com o método de Heath e Packer
(Heath; Packer, 1968). Para calcular o conteudo de MDA, um coeficiente de extracao
molar de 155 mM™ cm™ foi utilizado, e os resultados foram expressos em nano mols
de MDA por grama de peso inicial (MF). O conteudo de H>O: foi determinado de
acordo com o método de Alexieva et al. (2001). O conteudo foi calculado com base
em uma curva de calibracdo e expresso em micromoles de H20> por grama de massa
seca. As extracdes para analise enzimatica foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por Silva et al. (Silva et al., 2020). A atividade da SOD foi
avaliada conforme descrito por Giannopolitis e Ries (1977) e os resultados foram
expressos em unidades (U) de SOD por miligrama de proteina. A atividade da catalase
foi avaliada conforme descrito por Azevedo et al. (1998) e os resultados foram

expressos em micromoles por minuto por miligrama de proteina.

3.5 Componentes de producéo e produtividade

Na ocasido da maturacéo fisioldgica procedeu-se a mensuracao da altura de
plantas (cm) em dez plantas da area util. Posteriormente as plantas de uma area util
de 15 m? foram colhidas e 10 espigas representativas da parcela foram avaliadas
guanto ao numero de fileiras por espiga, numero de graos por fileira, nimero de gréos

por espiga, massa de cem graos (g). A produtividade de graos com base na colheita
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da area util, com umidade corrigida para 13% de umidade e resultados expressos em
kg ha™.

3.6 Teor de proteinas nos graos

O processo de extragdo das diferentes proteinas ocorreu conforme descrito por
Chen et al. (2018) a partir de 0,1 g de amostra de farinha de milho moida. Para a
extragcdo de Albumina, utilizou-se 1,0 ml de solvente contendo tampéao Tris-HCI 10 mM
(pH 7,5); para a extragcao de Globulina, utilizou-se 1,0 ml de solvente contendo NaCl
1 M; para a extracado de Prolamina, utilizou-se 60% n-propanol contendo 1 mM EDTA-
2Na; e para a extragcdo de Gluteina, utilizou-se NaOH 0,05 M. A mistura foi agitada
por 2 horas a temperatura ambiente e os extratos foram separados dos residuos por
centrifugagéo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Esse procedimento foi repetido trés
vezes e 0s extratos foram armazenados a -20 °C até analise posterior. A quantidade
de cada proteina foi determinada pelo método de ligacao do corante azul brilhante G-
250 de Coomassie, utilizando albumina sérica bovina como padréo (Bradford, 1976).
A andlise quantitativa foi realizada utilizando Infinite M200 (Tecan Group, Mannedorf,

Suica) conforme descrito por Peng et al. (2014).

3.7 Analise estatistica

Inicialmente os dados foram testados quando a normalidade e a
homoscedasticidade por meio dos testes Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965) e Levene
(Levene, 1960), respectivamente. ApGs atender a estes pressupostos, os dados foram
submetidos a analise de variancia fatorial (ANOVA) pelo teste F. A Interacao entre as
safras x aplicacdes foliares nao foi significativa (p<0,05) para nenhuma das variaveis
(Tabela 1, Anexo 1). Assim, a média das safras foi combinada e a média dos

tratamentos foi testada pelo teste LSD (p=<0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 Balanc¢o hidroclimatico

O balanco hidroclimatico evidenciou longos periodos de déficit hidrico em
ambas as safras de cultivo, contudo, a restricdo hidrica foi mais pronunciada na safra
de 2021, cuja precipitacdo acumulada durante o cultivo foi de 288 mm, havendo déficit
hidrico entre os estagios fenoldgicos VT/R1 e Rz a Rs (Fig. 1 a). Na safra de 2022, a
distribuicdo de chuvas foi similar ao ano anterior, embora o acimulo da precipitacéo
tenha atingido 386 mm. Os periodos de déficit hidrico ocorreram entre os estagios de
desenvolvimento Vg a Vt e Rz a Re, periodos estes, criticos para o estagio reprodutivo
(Fig. 1 b).

Figura 1 — Balancgo hidroclimatico referente as safras de milho de segunda

safra nos anos de 2021 (a) e 2022 (b) no municipio de Botucatu-SP. ETP:
evapotranspiracéo potencial, ETC: evapotranspiracao da cultura.
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4.2 Status nutricional foliar e atividade da Nitrato redutase

Dentre os macronutrientes, apenas o teor foliar de nitrogénio (N), magnésio (Mg)
e fosforo foram alterados positivamente pelas aplicacGes foliares (Figura 2, A). As
aplicactes de Mg?*, AA e Mg?*+AA proporcionaram incrementos de 21, 20 e 23% nos
teores foliares de N em relacdo ao controle, respectivamente. De modo semelhante,
os teores de Mg foram aumentados em 31, 14 e 31% com as aplicacdes de Mg?*, AA
e Mg?*+AA comparados ao controle, respectivamente (Figura 2, B). Apenas a
aplicacdo de Mg?* e Mg?*+AA produziram efeito significativo sobre o teor de P,

incrementando-o em 17 e 17,5%, respectivamente.
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Figura 2 — Teores foliares de macronutrientes em plantas de milho sob
influéncia da aplicacéo foliar de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos (AA). N (a), P
(b), K (c), Ca (d), Mg (e), e S (f).
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Valores médios das safras de cultivo de 2021 e 2022, Botucatu-SP, Brasil. Barras
seguidas por letras diferentes, diferem entre si segundo o teste LSD (p<0,05). Barras

de desvio indicam desvio padrao (n=8).

Os teores de micronutrientes ndo foram afetados (p<0,05) pelas aplicacdes
foliares isoladas ou conjunta de Mg?* e AA (Figura 3). Os teores foliares médios de
Fe, Cu, Zn, Mn e B foram: 130,8; 7,4; 20,0; 39,5; 10,0 mg kg! respectivamente.
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Figura 3 — Teores foliares de micronutrientes em plantas de milho sob
influéncia da aplicac&o foliar de Magnésio (Mg?*) e aminoéacidos (AA). Fe (a),
Cu (b), Zn (c), Mn (d), B (e)
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Valores médios das safras de cultivo de 2021 e 2022, Botucatu-SP, Brasil. Barras
seguidas por letras diferentes, diferem entre si segundo o teste LSD (p<0,05). Barras

de desvio indicam desvio padrao (n=8).

Houve incremento da atividade da enzima Nitrato Redutase (NR) sob todas as
aplicaces foliares (Figura 4). A aplicacdo isolada de Mg?* proporcionou incremento
de 18% em relacao ao controle, enquanto a aplicacdo de AA incrementou a atividade
da NR em 29%, respectivamente. Contudo, a aplicacdo conjunta destes elementos

(Mg?* + AA) incrementaram a atividade da NR em 45% comparado ao controle.
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Figura 4 — Atividade da enzima nitrato redutase em folhas de plantas de milho
sob influéncia da aplicacéo foliar de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos (AA).
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Valores médios das safras de cultivo de 2021 e 2022, Botucatu-SP, Brasil. Barras
seguidas por letras diferentes, diferem entre si segundo o teste LSD (p<0,05). Barras

de desvio indicam desvio padréo (n=8).

4.3 indice Spad e pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram incrementados pelas aplicacfes isoladas
ou conjunta de Mg?* + AA (Figura 5). Os teores de Chl a, aumentaram ~18% com a
aplicacdo foliar de Mg?*, ~18% com a aplicacdo de AA, e 37% com a aplicacéo
conjunta de Mg?* + AA comparado ao controle, respectivamente (Figura 5, A). Quanto
a Chl b, todos os tratamentos foram em média 14% superiores ao controle, e néo
diferiram entre si (Figura 5, B). Os teores totais de clorofila, Chl a + b obtiveram melhor
resultado sob aplicacdo conjunta de Mg?* + AA, sendo 31% superior ao controle
(Figura 5, C). Em seguida, a aplicacdo de AA proporcionou um acréscimo de 26% e,
por fim, a aplicacdo de Mg?* incrementou o teor de Chl a+b em 17%, comparado ao

controle, respectivamente.
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Figura 5 — Clorofila a, Chl a (a); Clorofila b, Chl b (b); Clorofilaa + b, Chl a+b
(c); carotendides (d) e indice SPAD (e) em folhas de plantas de milho sob
influéncia da aplicacéo foliar de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos (AA).
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de desvio indicam desvio padrao (n=8).

De modo semelhante, a aplicacdo conjunta de Mg?* + AA também
proporcionaram as maiores concentracdes de carotenoides nas folhas de milho
(Figura 5, D), atingindo incremento de 32% em relacdo ao controle. Em seguida, 0s
tratamentos AA e Mg?* alcancaram incrementos relativos de 19 e 13%,
respectivamente. Por fim, a aplicacdo conjunta de Mg?* + AA proporcionou 0s maiores
incrementos de indice SPAD (15%) relativos ao controle, mas nao diferiu da aplicacéo
isolada de Mg?*, que por sua vez, incrementou em 12,6% em relacdo ao controle. A
aplicacdo de AA foi superior ao controle (11,7%), mas inferior a aplicacdo de Mg?* +

AA (4%).
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4.4 Trocas gasosas

De modo geral, os parametros de trocas gasosas foram influenciados
positivamente pela aplicacdo conjunta de Mg?* + AA, seguido pela aplicacdo isolada
de AA e por fim de Mg?*. A taxa de fotossintese liquida A (Figura 6, A) aumentou em
37% sob aplicacdo Mg?*+AA, comparado ao controle. Em seguida, as aplicacdes
isoladas de Mg?* e AA aumentaram 20 e 24% respectivamente, embora nédo tenham
diferido entre si.

Figura 6 — Pardmetros fotossintéticos em folhas de milho: fotossintese liquida,
A (a); condutancia estomatica, gs (b); concentracdo de CO, na camara
subestomaética, Ci (c); transpiracéo foliar, E (d); eficiéncia do uso da dgua, EUA

(e); eficiéncia da carboxilagéo (f) sob influéncia da aplicacao foliar de
Magnésio (Mg?*) e Aminoacidos (AA).
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O Tratamento combinado, Mg?*+AA, proporcionou a maior condutancia
estomatica observada (36%) a menor concentracdo interna de CO2 na camera
subestomética, Ci (17%) em relacdo ao tratamento controle, indicando uma efetiva
assimilacao de CO: a partir dos parametros de trocas gasosas (Figura 6, B, C). Os
tratamentos isolados de Mg?* e AA alcancaram valores intermediarios, com
incremento médio de gs de 21% e reducdo do Ci em 11% em relacdo ao controle. A
transpiracdo, E, ndo foi alterada pelo manejo, mas a elevacdo de A permitiu um
aumento da eficiéncia do uso da agua, EUA, de 25% sob aplicacdo de Mg?*, em
relacéo ao controle (Figura 6, D, E). A aplicacdo de AA produziu efeitos semelhantes,

elevando EUA em 30% e a aplicacéo conjunta de Mg?* + AA 52%, respectivamente.

A eficiéencia da carboxilagdo (A/Ci), aumentou em todos o0s cenarios de
aplicacdo, Mg?* e AA isolados ou em conjunto, evidenciando o papel de ambos os
produtos na melhoria da atividade fotossintética (Fig 6, F). A aplicacdo de Mg?*
aumentou A/Ci em 30% comparado ao controle. Similarmente, a pulverizagdo com AA
aumentou A/Ci em 44%. Quando aplicados conjuntamente, o incremento relativo ao

controle foi de 66%.

4.5 Atividade da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco)

A atividade da Rubisco foi incrementada em todos os cenarios (Figura 7). Os
incrementos atingiram 18% quando aplicado Mg?* isoladamente. A aplicacdo de AA
proporcionou incremento de 31%, enquanto a aplicacdo conjunta, proporcionou

incremento de 42% em relacdo ao controle.
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Figura 7 — Atividade da Rubisco em folhas de plantas de milho sob influéncia

da aplicacgéo foliar de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos (AA).
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de desvio indicam desvio padrao (n=8).

4.6 Atividade enzimatica: enzimas antioxidantes

As pulverizacbes foliares foram eficientes em aumentar a atividade
antioxidante, no qual pode ser observada pela reducdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) e aumento da atividade de enzimas antioxidantes (Figura 8). Neste
sentido, H>O, obteve uma reducdo de 14% quando aplicado Mg?* em relagdo ao
controle. A aplicacdo de AA reduziu ainda mais a concentracdo de H>O>, atingindo
24%. E ainda, a aplicacdo conjunta de Mg?*+AA potencializou o efeito antioxidante,
reduzindo a concentracdo de H-02 em 32% em relacdo ao controle. A concentracao
de MDA também foi reduzida, havendo uma queda de 14% com a aplicagcdo de Mg?*,
29% sob aplicacdo de AA e 41% sob aplicacdo conjunta (Mg2*+AA) comparado ao

controle, respectivamente (Figura 8, B).

A medida em que a concentragéo de H.0O, e MDA decresceram, a atividade de
SOD e CAT aumentaram, tendo os melhores resultados quando Mg?*+AA foram

aplicados conjuntamente (Fig 8). Neste tratamento, a atividade de SOD aumentou
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67%, enquanto a atividade da CAT aumentou 16%, em relagdo ao controle,

respectivamente (Figura 8, C, D).

Figura 8 — Concentracédo de Peréxido de hidrogénio, H,O; (a), malondialdeido,
MDA (b), superdxido dismutase, SOD (c) e catalase (d) em folhas de milho sob
influéncia da aplicagdo de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos.
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4.7 Componentes de producéo e produtividade de gréos

Como resultado do incremento nutricional, da atividade fotossintética e
antioxidante, observou-se incremento significativo dos componentes de producao e
produtividade de graos (Figura 9). Apesar de altura de plantas e nimero de fileiras por
espiga ndo serem alteradas com as pulverizacoes foliares (Figura 9 A, B), o NGF
aumentou em média 9% com a pulverizacdo de AA e 11% com a aplicacdo de
Mg?*+AA, em relacdo ao controle (Figura 9 C). Este, por sua vez, provocou um
aumento de 15% no NGE, o que culminou em um aumento de, também, 15% na
produtividade de graos, PG, comparado ao controle, respectivamente (Figura 9 D, F).
Em média, o incremento proporcionado pela aplicacdo de Mg?*+AA equivale 1001,7

kg ha™t comparado ao controle. Em seguida, a aplicacéo isolada de AA proporcionou
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um aumento de 654,8 kg ha™, e, por Ultimo, o tratamento Mg?" forneceu um
incremento 353,5 kg ha! em relacdo ao controle, respectivamente. Apesar do
aumento do ndmero de graos, M100G néo foi influenciado pelas aplicacdes foliares.

Figura 9 — Altura de plantas (a) e Componentes de producédo: numero de
fileiras por espiga (b) numero de graos por fileira (c), nUmero de gréos por
espiga (d) massa de cem graos (M100G) (e) e produtividade de gréos (f) de

milho sob influéncia da aplicacdo de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos.
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de desvio indicam desvio padrao (n=8).

4.8 Proteinas nos graos

De modo geral, os teores individuais de proteinas nos grdos ndo foram

alterados (p<0,05) pela aplicacéo foliar de Mg?* e AA. (Fig 10). Em média, os teores
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de albumina nos gréaos foram: 3,2 mg g~* MS, glutelina: 9,2 mg g™* MS, globulina: 2,0
mg g MS, prolamina: 0,5 mg g MS. Apesar disso, 0s pequenos acréscimos
individuais proporcionados pelas aplicacdes foliares proporcionaram incrementos de
46% e 7,6% com a aplicacdo de Mg? e Mg>*AA, em relacdo ao controle,
respectivamente.

Figura 10 — Concentracéo de Albumina (a), Glutelina (b), Globulina (c),

Prolamina (d), e proteina total (e) em graos de milho sob influéncia da
aplicacdo de Magnésio (Mg?*) e aminoacidos.
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de desvio indicam desvio padrao (n=8).
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5 DISCUSSAO

O cultivo de milho em segunda safra é frequentemente ameacgado por intempéries
climaticas como temperatura e disponibilidade hidrica. Durante a conducdo do
experimento de milho de segunda safra nos anos de 2021 e 2022 foram observados
periodos consideravelmente longos de auséncia de precipitacdo pluvial, o que
culminou em déficit hidrico em estagios decisivos na definicdo do nimero de graos
por espiga e enchimento de gréos (Fig. 1). Neste estudo, foi demonstrado o papel da
aplicacéo foliar de aminoacidos (AA) e de Magnésio (Mg?*) como estimulantes do
metabolismo do nitrogénio, do carbono e antioxidante, culminando em aumento da

produtividade de graos mesmo sob condi¢des climaticas adversas.
Papel do Mg?* e AA sobre o metabolismo de macro e micronutrientes

Os teores foliares de Mg ja se encontravam dentro da faixa considerada adequada
para a cultura do milho [2,5 g kg™ (Novais et al., 2007)], ainda assim, a aplicacédo
foliar, principalmente, de Mg?* suplementou estes teores, partindo de 2,8 g kg™
(controle) para 3,7 g kg™ (Mg?* ou Mg?*+AA). A efetividade da aplicacdo de Mg?* via
foliar se deve a sua rapida absorcéo pelas folhas e mobilidade pelo floema (Altarugio
etal., 2017). Além disso, a aplicacdo de Mg?* + AA também elevou os teores de N em
folhas de milho para a faixa considerada adequada [30 g kg™t (Novais et al., 2007)]. O
Mg?* é conhecido por atuar no metabolismo do N, pois regula genes que codificam as
isoenzimas da glutamina sintetase (CsGSs), enzima esta, essencial para a
assimilacao de N pela planta ao catalisar a reacédo de ligacdo do aménio (NH4*) ao

glutamato, formando a glutamina (Zhang et al., 2023).

A aplicacdo de AA constitui uma fonte organica de N o que pode explicar, pelo
menos em parte, o aumento de N foliar em plantas de milho, como sugerido por
diversos autores (Jones, 2002; Vinall et al., 2012; Shanthi et al., 2018). Contudo, um
estudo demonstrou que a quantidade de N fornecida pela aplicacdo de aminoacidos
via foliar representa menos de 1% da quantidade de aminoé&cidos ja presentes nas
folhas (Teixeira et al., 2017). Assim, Teixeira et al. (2018) sugeriram que a aplicacdo
de aminoacidos atue como moléculas sinalizadoras em diferentes processos

metabdlicos, culminando em maior assimilacdo de N pela planta.

O papel do Mg?* e de AA sobre o metabolismo do N pode estar associado a uma

importante via de assimilacdo, a reducéo do nitrato. Esta reacéo é catalisada pela
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nitrato redutase (NR) que converte nitrato a nitrito (Lu et al., 2016). Neste estudo, a
atividade da nitrato redutase aumentou sob aplicacdo isolada e, principalmente,
conjunta de Mg?* e de AA. O fornecimento de AA pode atuar em diversos sitios para
aumentar a atividade desta enzima, como a sintese de proteinas/enzimas
precursoras, ou aumento da energia disponivel para a ativacdo desta enzima, através
da melhoria da fotossintese, como sugerido por Teixeira et al. (2018). Além disso,
residuos de aminoacidos como Cys, Arg, Lys, Ser, Tyr e Asp estdo presentes na
estrutura do cofator molibdénio (MoCo), sitio ativo da NR, no qual podem
desempenhar papéis como estabilizadores desta molécula ou catalizadores na reacao
de reducéo (Coelho; Romao, 2015).

A NR é ativada por fatores ambientais como presenca de nitrato, luz ou
concentracdo CO: (Bucher; Kossmann, 2007). O aumento da atividade de NR sob
aplicacdo de Mg?* pode estar relacionado ao seu papel indireto: atuando a jusante,
consumindo amoénia (NHz) através da ativacdo da glutamato sintetase (Marschner,
2011), uma vez que o acumulo de NH3z pode regular negativamente a atividade da NR

(Kavoosi et al., 2014); ou mediante 0 aumento da assimilacdo CO2 (Marschner, 2011).

Os resultados ainda mostram uma maior participacdo do Mg?* sobre os teores de
P foliar, uma vez que a aplicacdo de Mg?*+AA néo diferiu da aplicacéo isolada de
Mg?*. Uma relagéo sinergistica Mg-P foi sugerida, podendo estar relacionada ao maior

desenvolvimento radicular promovido por ambos os elementos (Weih et al., 2021).
Mg?* e AA atuam em diferentes sitios do metabolismo fotossintético

De modo geral, a pulverizacdo de Mg?* e AA foi eficiente em aumentar atividade
fotossintética (Figuras 4, 5, 6). Inicialmente, Mg?* e AA aumentaram os teores de Chl
a, b, Chl totais e carotendides. O Mg?* é componente estrutural da clorofila (Ling et
al., 2011), enquanto aminoacidos como Gly, Glu e Ser sdo precursores na sintese da
clorofila (Chatterjee; Kundu, 2015). De modo geral, o indice SPAD foi capaz de refletir
as alteracBes observadas nos pigmentos fotossintéticos. O indice SPAD, correlaciona-
se positivamente com o teor de clorofila e N nas folhas, sendo um método pratico e

nao destrutivo de determinacéao (Ling et al., 2011).

Os parametros fotossintéticos também foram alterados mediante a suplementacéo
de Mg?* e AA, no qual observou-se um aumento da condutancia estomatica, gs, e uma

reducdo do CO2 na camera subestomatica, Ci. Uma maior gs permite que uma maior
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concentragdo de CO: se difunda para esse compartimento, logo, a reducdo de Ci,
acompanhado pelo aumento da atividade da Rubisco indica que o CO: foi
efetivamente assimilado, culminando em maior fotossintese liquida, A. Assim, com o
aumento de A e reducao de Ci, observa-se aumento na eficiéncia da carboxilacao,
A/Ci. As taxas de transporte de elétrons normalmente sdo influenciadas pela
abundancia de clorofila (Perchlik; Tegeder, 2018). Além disso, residuos de
aminoéacidos como Ala, Gly e Ser atuam no centro catalitico da Rubisco (ALLEN et al.,
2012), e sua ativacao pode ser regulada por um residuo essencial de Lys que é
subsequentemente estabilizado por um fon Mg? formando um complexo
cataliticamente ativo (Portis; Parry, 2007). Assim, com base nos incrementos
observados no contetdo de clorofila, na atividade da Rubisco e na fotossintese
liquida, podemos inferir que a aplicacdo de Mg?* e AA, principalmente quando
combinados, exerceu um papel critico no aprimoramento das etapas fotoquimicas e

bioguimicas da fotossintese.

Como resultado do aumento de A e estabilidade da transpiragcéo, E, observou-se
aumento da eficiéncia intrinseca do uso da agua, EUA (em nivel de folha), indicando
gue a planta foi capaz de equilibrar a assimilacédo de CO> sem que houvesse aumento
da perda de agua pela planta. Este resultado é particularmente importante, sugerindo
que a aplicacdo de Mg?* e AA podem melhorar a tolerancia das plantas de milho ao
déficit hidrico, haja vista a ocorréncia, neste experimento, de periodos de seca em

estagios fenoldgicos criticos para definicdo da produtividade.
Atividade antioxidante exercida pela aplicagao foliar de Mg?* e AA

Um dos principais efeitos estudados quanto ao fornecimento exogeno de AA as
plantas, diz respeito ao seu papel antioxidante (Teixeira et al., 2017; Haghighi et al.,
2022). Em um estudo anterior, foi demonstrado que o Mg?* é eficiente em melhorar a
capacidade antioxidante de plantas de soja e milho (Rodrigues et al., 2021). Neste
trabalho, investigou-se a capacidade do uso combinado de AA e Mg?* em potencializar
o efeito antiestresse em milho de segunda safra. Os resultados obtidos corroboram
nossa hipotese, pois a maior redugédo de H202 e MDA foram observadas quando AA
e Mg?* foram aplicados conjuntamente. O decréscimo destas espécies reativas de
oxigénio (ERQ’s) foi acompanhado de um aumento da atividade das enzimas
antioxidantes, SOD e CAT. Foi observado que SOD respondeu significativamente as

aplicacdes isoladas de AA e Mg?*, mas sua atividade foi potencializada quando estes
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produtos foram combinados. CAT foi menos responsiva em relacdo a SOD, tendo

aumentado sua atividade (p<0,05) apenas quando AA e Mg?* foram combinados.

As SODs constituem a primeira linha de defesa contra as ERO’s catalisando a
conversao de O2*~ em H202 + Oz, uma forma mais estavel de ERO. A CAT, por sua
vez, catalisa a reagdo de conversao de H.O. em H2O + O (Gill et al., 2015; Stephenie
et al., 2020). Portanto o trabalho conjunto destas enzimas é fundamental para que
sejam evitadas a formagdo de ERO’s mais danosas aos componentes celulares. A
reducdo de MDA, um dos produtos da peroxidacéo lipidica e indicador de lesao celular
(Grotto et al., 2008), corrobora a efetividade destas enzimas em eliminar as ERO’s em

niveis toxicos.

Sob déficit hidrico, as plantas fecham seus estdmatos para evitar a perda de agua
e consequentemente dificultam a entrada de CO. para a reacdo de reducdo. Esta
situacao é agravada sob Mg limitado, pois o carregamento no floema é prejudicado, e
0 acumulo de sacarose tem uma regulacao negativa sobre a reacédo de assimilacao
de CO., reduzindo a capacidade de regeneracdo de NADP*. Sem a regeneracdo
eficiente dos sumidouros de elétrons, ha uma reducdo excessiva da cadeia
transportadora de elétrons levando a uma fotorreducdo de O, a O2*~ (Cruz de
Carvalho, 2008; Trankner et al., 2016). Com base nisso, 0s resultados obtidos
corroboram que a aplicacédo foliar Mg?* teve um papel essencial em aliviar estes

efeitos deletérios.

Os AA sédo importantes componentes no metabolismo antioxidante das plantas, e
estdo envolvidos na reducdo dos radicais livres (Teixeira et al.,, 2017). Gly, por
exemplo, induz a producédo de glicina betaina, cuja funcdo envolve osmoprotecao e
sinalizacdo do sistema antioxidante, ou glioxilato, envolvido na reducdo de H.O; e
producédo de NADPH e ATP, durante a fotossintese (Hu et al., 2012; Alhasawi et al.,
2015). Cys foi relatada como eficiente em reduzir radicais livres em aumentar a
atividade de CAT e fenilalanina aménia-liase (PAL), uma importante enzima do
metabolismo secundario, cuja sintese se da a partir de Phe (Azarakhsh et al., 2015).
Glu esta envolvido na sintese de prolina e arginina, envolvidos na osmoprotecéao (Gill;
Tuteja, 2010). Assim, o efeito antioxidante observado apds aplicacdo de AA pode ser

atribuido a um efeito combinado destes aminoacidos sobre a maquinaria antioxidante.



47

Produtividade de grédos e proteinas nos graos

7

A ocorréncia de déficit hidrico durante o florescimento é critica para a
fecundacao, pois provoca esterilidade do grdo de pdlen, limita a diferenciagdo da
espiga, suprime o alongamento dos estilo-estigmas e, apos a fertilizacao, induz o
abortamento do grdo. Um estudo revelou que a limitacdo de sacarose é um dos
principais fatores que culminam no aborto de gréos, devido ao aumento da competigéo
por fotoassimilados entre os graos-irméaos (Shen et al., 2020). Outro recente estudo
revelou que a viabilidade do gréo de pélen é reduzida sob baixa atividade da sacarose
sintase, e ha uma correlagdo positiva entre viabilidade do pélen e concentracéo de
carboidratos e seus derivados (Li et al., 2022). Os resultados obtidos indicam aumento
do numero de gréos por fileira e consequente niamero de graos por espiga, mesmo
sob déficit hidrico durante o florescimento, sugerindo que a melhoria do status
nutricional, do metabolismo antioxidante e fotossintético pode ter contribuido para um
maior status de carboidratos na planta durante o florescimento, culminando em maior
taxa de pegamento, e, consequentemente em maior produtividade de grdos sob

aplicacdo de Mg?* e AA.

De modo geral, observou-se um maior efeito fisiologico promovido pela
aplicacdo de AA quando comparado a aplicacdo de Mg?*, contudo, os melhores
resultados séo encontrados sob aplicacdo combinada destes produtos, sugerindo um
efeito complementar exercido pelo Mg?* e AA em diversos processos metabdlicos.
Apesar da melhoria observada no metabolismo antioxidante e fotossintético das
plantas de milho, a concentracéo individual de proteinas nos gréos nao foi influenciada
pelo fornecimento de Mg?* e AA. Ainda que ndo significativo (p<0,05) os pequenos
acréscimos individuais contribuiram para a elevacao do teor total de proteinas nos
grdos, sendo influenciado, principalmente, pela aplicacdo Mg?*+AA. O contelido de
proteinas nos graos tende a ser responsivo a um maior aporte de N na planta (Wan
et al., 2023). Deste modo, € possivel que o maior aporte de N influenciado pelas
aplicactes de Mg?* e AA contribuiram para um maior incremento de proteina total nos
graos de milho, tornando-os mais nutritivos para a alimentacdo humana ou animal

(Guimaraes; Pacheco, 1998).



48

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam que a aplicacdo de Mg?* e AA é eficiente em
melhorar o status nutricional, o0 metabolismo fotossintético e antioxidante de plantas
de milho cultivados em segunda safra, em condi¢des de déficit hidrico. Além disso, a
aplicacdo combinada de Mg?* e AA foi mais eficiente do que a aplicacéo isolada destes
produtos por atuarem complementarmente em diversos processos metabdlicos.
Mesmo sob periodos de déficit hidrico, a suplementacdo de Mg?* e AA pode manter a
fertilizacdo das espigas culminando em maior nimero de grdos e consequente
aumento de produtividade de gréos.
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ANEXO 1 — ANALISE DE VARIANCIA

Tabela 1. Macro e micronutrientes, pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas de plantas de milho de segunda safra sob influéncia

da aplicacéo foliar de Magnésio (Mg?*) e Aminoacidos (AA) em duas safras de cultivo, 2021 e 2020. Botucatu, SP, Brasil.

Tratamentos N P K Ca Mg S Fe Cu Zn Mn B
Ano
2021 29.8b 3,1la 234 a 4,4 a 4,0a 1,6 156,6a 8,6a 20,4 39,9 10,7 a
2022 350a 2,7b 195b 3,2b 2,6b 15 1050b 6,2Db 195 39,1 94b

Probalilidade de F

Ano (A) <0,0001 0,0194 0,0072 <0,0001 <0,0001 0,2671 <0,0001 <0,0001 0,3507 0,5096 0,0334
Tratamentos (T) 0,006 0,0013 0,3494 0,4325 <0,0001 0,6164 10,8966 0,1962 0,245 0,4291 0,1853
AXT 0,4709 0,8518 09439 0,9668 0,0576 0,9978 0,966 0,4208 0,853 0,8241 0,7046
CV (%) 8,88 16,43 17,15 11,71 7,8 15,75 13,87 12,24 13,08 8,41 16,39
Tratamentos Chl a Chlb Chla+tb Carot SPAD A gs Ci E EUA A/Ci

Ano

2021 1288,7b 362,4 1651,1b 329,8 30,2 21,4 198,2b 250,8 52b 4,2 0,0869
2022 1352,2a 3653 17174a 338,9 30,8 22,1 137,2a 250,8 55a 4,1 0,0895

Probalilidade de F

Ano (A) 0,0877 0,6183 0,0319 0,1596 0,243 0,1326 <0,0001 0,9935 0,0334 0,4041 0,2785
Tratamentos (T) 0,0001 <0,0001 0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0589 <0,0001 <0,0001
AXT 0,4804 0,0019 0,7987 0,0108 0,077 0,279 0,8078 0,5322 0,5676 0,9952 0,5582
CV (%) 6,14 4,32 4,89 5,47 5,6 9,5 5,9817 6,6 8,02 7,38

Em g kg™": Nitrogénio (N), fosforo (P), Potassio (K), Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S); em mg kg™': Ferro (Fe), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Manganés (Mn),
Boro (B); em pg cm?: Clorofila a (Chl a), Crolofila b (Chl b), Crolofila a+b (Chl a+b), Carotendides (Carot.), indice SPAD (SPAD), Fotossintese liquida (A, umolCO:2
m~2 s7"), Condutancia estomatica (gs, mmolH20 m2 s™"), Concentragdo de CO2 na camera subestomatica (Ci, umolCO2 m=2 s™"), Transpirag&do (E, mmolH20 m-
2 s7"), Eficiéncia do uso da agua (EUA, umolCO2 (mmol H20)™), Eficiéncia da carboxilagdo (A/Ci). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca
estatistica segundo teste F (p<0,05).
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Tabela 2. Atividade enzimatica, componentes de producado e produtividade e proteinas nos grdos de milho de segunda safra sob
influéncia da aplicacéo foliar de Magnésio (Mg?*) e Aminoécidos (AA) em duas safras de cultivo, 2021 e 2020. Botucatu, SP, Brasil.

Tratamentos Rubisco NR H.O MDA SOD CAT Proli. AP NFE
Ano
2021 5,51 31,61 11,41 16,15 26,29 38,98 0,99 189,7 15,9
2022 6,46 32,55 9,74 14,22 25,23 37,6 0,98 183,6 15,6

Probalilidade de F

Ano (A) <0,0001 0,2054 <0,0001 0,0017 0,1965 0,1587 0,7679 0,1181 0,048
Tratamentos <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0027 0,5837 0,3139 0,3091
AXxF 0,115 0,7548 0,2146  0,2746 0,818 0,9637 0,9924 0,9258 0,9073
CV (%) 5,19 6,34 9,35 9,98 8,7 6,96 4,18 5,75 2,41

Tratamentos NGF NGE M100G PG Albumina Glutelina Globulina Prolamina PT
Ano

2021 26,6 4215b 253D 6693 b 3,473 a 8,891 b 2,177 a 0,587 a 15,13
2022 31,4 489,1a 29,7a 7675 a 2,937 b 9,798 a 1,854 Db 0,474 b 15,06

Probalilidade de F

Ano (A) 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0005 <0,0001 0,7906
Tratamentos 0,0013 0,0011 0,4252 <0,0001 0,226 0,1633 0,2204 0,3299 0,0097
AXF 0,9087 0,8676 0,3128  0,9469 0,5743 0,9755 0,9634 0,9847 0,9653
CV (%) 5,33 6,068 3,97 3,82 6,36 5,55 11,09 7,48 3,91

Rubisco (mmol CO2 min™t mg™ prot), Nitrato Redutase (mmol NO2~ min™ mg™ prot), Perdxido de hidrogénio (H202, umol g~ MF), malondialdeido (MDA,
mmol g~ MF), Superdxido dismutase (SOD, Unidade mg™ prot.), Catalase (CAT, mmol min™ mg™ prot), Prolificidade (Proli. n° espigas planta®) Altura de
planta (AP, cm), Nimero de fileiras por espiga (NFE), Numero de graos por fileira (NGF), Nimero de graos por espiga (NGE), Massa de cem graos (M100G,
g), Produtividade de grédos (PG, kg ha™), Albumina (mg g™* MS), Glutelina (mg g™* MS), Globulina (mg g™* MS), prolamina (mg g~* MS), Proteina total (mg
g~! MS). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca estatistica segundo teste F (p<0,05).



