‘%f#' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp O-FCA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
CAMPUS BOTUCATU
BOTUCATU

MARA LUCIA CRUZ DE SOUZA

PARAMETROS FISIOLOGICOS DO CULTIVO DE MILHO DOCE SOB
INFLUENCIA DA DEFICIENCIA HIDRICA

Botucatu
2018






MARA LUCIA CRUZ DE SOUZA

PARAMETROS FISIOLOGICOS DO CULTIVO DE MILHO DOCE SOB
INFLUENCIA DA DEFICIENCIA HIDRICA

Dissertacdo apresentado a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Unesp Campus de
Botucatu, para obtencéo do titulo de mestre
Agronomia — Irrigacao e Drenagem

Orientador: Fernando Broetto

Botucatu
2018



FICHA CATALDGRAFICA ELABORADA PELA SEQAD TECHICA DE ADUISIGAD E TRATAMEN-
TO D& IHFDRHAQAD - DIRETORIA TECNICA DE BIBLIOTECA E DDCUHEHTE@AD - THESFE

— FCA - LAGEADO - BOTUCATUO (SP)
Souza, Mara Lucia Cruz de, 1993-
s72% Pardimetros fisioldégicos do cultive de milho doce sob

influéncia da deficiéncia hidrica / Mara ILicia Cruz de
Souza. — Botuecatu: [s.m.], 2018
82 p.: fots. color., grafs., tabs.

Dissertagioc (Mestrado) - Universidade Estadual Paulis-
ta, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu, 2018

Orientador: Fernando Broetto

Inclui bibkliografia

1. Milho doce. 2. Produtividade agricocla. 3. Estresse
vegetal. 4. Metabolismo. 5. Fotossintese. I. Broetto,
Fernando. II. Universidade Estadual Paulista “Jalic de
Mesquita Filho" (Cimpus de Botucatu). Faculdade de Cién-
cias Agrondmicas. IITI. Titulo.

Elaborada por Ana Lucia &. Kempinas — CRB-B8:7310
"Permitida a cdpia total ou parcial deste documento, desde gque citada a fonte"




AVA'AV

unesp - e s

3 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ’) 2 FC A

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO: “PARAMETROS FISIOL(')QICOS DO CULTIVO DE MILHO DOCE SOB
INFLUENCIA DA DEFICIENCIA HIDRICA”

AUTORA: MARA LUCIA CRUZ DE SOUZA
ORIENTADOR: FERNANDO BROETTO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em AGRONOMIA
(IRRIGACAO E DRENAGEM), pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. FERNANDO BROETTO
Departamen o de Quimica e B|oqulm|ca / Instituto de Biociencias de Botucatu - UNESP

Solos e Recursos Ambi ntais / Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu

Prof. Dr. CELO LEONARDO
Depto de Agronomia / Faculdade Sudoeste Paulista - Avaré

Botucatu, 30 de julho de 2018.

Cidncias Agrondmicas - Campus de Botucatu -
Avenida Universitaria, , 3780, 18610034, Botucatu - Séo Paulo
hitp:/iwww.fca.unesp.brCNPJ. 48,031.918/0021-78.






AGRADECIMENTOS

Cada conquista em minha vida dedico & Deus. Porque Dele, por meio Dele, e para
Ele sdo todas minhas conquistas. Agradeco-Te por nunca me deixar esquecer que
mesmo em meio aos desertos, € meu maior escudo. A conclusdo do Mestrado é a
realizacdo de um sonho, que n&o foi sonhado somente por mim, mas também por toda

minha familia e amigos.

Desde a inscricdo da selecdo do mestrado até o final dessa etapa sempre senti
que tinha duas pessoas, as quais se alegravam quando eu me alegrava e choravam
guando eu chorava. Mesmo a quase 800 km de distancia elas me mostraram que eu
nunca estaria sozinha, mesmo passando trés meses sem vé-los me mostraram que
sempre estariam ao meu lado. Meus pais Vanderlan e Suvané, pessoas que devo
tudo na minha vida, pessoas que sempre me apoiaram e conseguiram com “jeitinho”

de pai e mae estar presentes em cada dia que fiquei longe de casa.

Cada “video chamada” me faziam sentir mais perto deles, cada bencédo me fazia
sentir abengoada para seguir os dias longe do bem mais precioso, minha familia. Pai
e mae, nesse momento me faltam palavras para agradecer tudo que tém feito por mim
para que eu consiga realizar todos meus sonhos. Vocés conseguiram me preencher
com amor de vocés dia apds dia. Meu eterno agradecimento é a vocés por serem a

maior fonte de seguranca e amor.

Agradeco infinitamente as minhas irmas Suénia e Maiara, que sempre me
incentivaram, me mostrando que eu tenho forca e fé para vencer todas minhas
batalhas. Ser irma mais nova das duas € viver a vida toda em um conto de fadas, elas
me fazem sentir a pessoa mais protegida e “mimada” da face da Terra. Cada cuidado
comigo me mostra que eu posso sempre contar com alguém e que eu nunca estarei
sozinha. “Manas” vocés sao os melhores presentes que nossos pais poderiam me dar.

Amo vocés!

Ao meu noivo Jodo de Jesus, por estar sempre ao meu lado. Nesse um ano que
passamos longe um do outro, vOcé se mostrou a pessoa mais compreensiva e
companheira, me ajudando e sempre dando um jeitinho para eu ndo me sentir

sozinha. Obrigada por tudo que faz por mim e por nés. Te amo!



Agradeco a toda minha familia que sempre me apoiaram, em especial aos meus
avos Aparecida e Pedro. Obrigada por todo amor e carinho. Bom, ndo posso deixar
de agradecer aos meus presentinhos de Deus Gabriella, Guilherme e Davi, meus
sobrinhos e Luana e Isabeli. Meus olhos se enchem de agua ao falar de vocés. O
amor mais puro do mundo, o sorriso mais verdadeiro vem de vocés. Sempre que eu
preciso de uma recarga de amor é no abraco de vocés que eu me sentia energizada.
Obrigada por serem essas pessoinhas que mudaram completamente minha vida. Amo

vocés do tamanho do universo!

Agradeco aos amigos e companheiros de analises Dariane, Tamiris, Cintia
Osvaldir, icaro, Enrique e Luz Maria. Juntos aprendemos muito e demos muitas

risadas. Voceés ficardo para sempre em minhas lembrancas.

As minhas amigas Amanda Rithieli e Amanda Maria, com certeza passar esse
tempo longe da minha familia seria mais dificil sem vocés. Com o jeitinho de cada

uma vocés me preenchiam de alguma forma. Obrigada por tudo.

Aos docentes da FCA, por todo conhecimento repassado. Agradeco por toda
atencdo, dedicacdo. Vocés fazem parte dessa vitoria. Agradeco em especial meu

orientador Fernando Broetto pelo apoio e dedicacao.

O presente trabalho foi realizado com apoio a Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de Financiamento 001.

Obrigada a todos que de alguma forma contribuiram para que esse obijetivo fosse

alcancado.



RESUMO

A deficiéncia hidrica € uma modalidade de estresse fisico que afeta o desenvolvimento
de diversas culturas agricolas, causando impactos sociais e econdmicos em regides
com baixa disponibilidade hidrica. Diversas pesquisas vém trazendo como principal
foco o estudo da deficiéncia hidrica na cultura do milho em épocas consideradas
criticas a escassez hidrica. O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento
fisiolégico e bioquimico de plantas de milho doce sob deficiéncia durante o estadio
vegetativo. A hipGtese principal € que as plantas de milho produzirdo respostas
fisiol6gicas interativas, no sentido de minorar o impacto dos tratamentos aplicados. O
experimento foi conduzido em ambiente protegido em vasos 30L, irrigados via
gotejamento, sob delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial (3x3)
sendo trés laminas de irrigacédo e trés épocas de avaliagdo em parcelas subdivididas.
Os tratamentos foram delimitados com objetivo de simular trés niveis de deficiéncia
hidrica (DH): T1 (Tratamento controle) — conduzidos dentro da faixa de umidade 6tima
para a cultura do milho até o final do ensaio (Tensdo de 10 KPa); T2 (Deficiéncia
hidrica moderada-DHM) — Plantas mantidas em tensdo minima de 50 KPa — e T3
(Deficiéncia hidrica severa-DHS) — Plantas mantidas sob tensdo minima de 70 KPa.
As avaliacbes foram divididas em trés épocas durante a imposicdo do estresse,
visando monitorar alteragdes fisioldégicas e bioquimicas das plantas, aos 45, 52 e 59
DAE. Cada tratamento foi composto por 4 repeticbes e a umidade do solo foi
monitorada por tensiometros, mantendo-se 0s vasos em capacidade de campo até o
inicio dos tratamentos. Quando as plantas entraram majoritariamente em estadio V7,
iniciou-se os tratamentos propostos com deficiéncia hidrica. Neste estadio, realizou-
se a primeira coleta (E1) para analise de diferentes parametros, as quais consistiram
no ponto inicial de avaliacdes. Sob DH moderada e severa houve alteracdes dos
principais parametros fisiologicos e bioquimicos. Os parametros de crescimento e
biomassa de folhas, caule e raizes foram influenciados pela interacdo dos fatores
lamina de irrigagdo e época de avaliacdo, exceto altura das plantas. O didmetro colmo
nao foi influenciado pelos fatores de estudo. As plantas apresentaram decréscimo do
CRA nas trés épocas avaliadas de acordo com a severidade do estresse. O teor de
pigmentos sofreu interferéncia das épocas e laminas de irrigacdo, os quais foram
observados decréscimo para clorofila a e b e carotenoides. As plantas apresentaram

aumento gradual de perda de eletrélitos nas épocas de avaliacdo, demonstrando



efeito negativo da DH nas membranas celulares. Os parametros de trocas gasosas
foram afetados pelo nivel de DH imposto as plantas. Houve decréscimo das taxas
fotossintéticas (A), conduténcia estomatica (gs), transpiracdo (E) e concentracdo
interna de CO:2 (Ci), as quais foram proporcionais entre as variaveis analisadas. As
atividades das enzimas antioxidativas (CAT, POD e SOD) aumentaram em resposta
a severidade do estresse. Os teores de proteinas reduziram de acordo com as épocas
de avaliacdo e nivel de estresse e a atividade da Nitrato Redutase (NR) nas folhas
reduziu nas plantas sob DH moderada e severa.

Palavras-chave: Estresse abiotico, producado de culturas, metabolismo, fotossintese.



ABSTRACT

Water deficiency (WD) is a form of physical stress that affects the development of
several agricultural crops, causing social and economic impacts in regions with low
water availability. Several researches have been focusing on the study of water
deficiency in maize crop in phenological stages critical to water scarcity. The aim of
the present study was to evaluate the physiological and biochemical responses of
sweet corn plants growing under water deficiency during the vegetative stage. The
main hypothesis is that corn plants will produce interactive physiological responses, in
order to reduce the impact of applied treatments. The experiment was conducted in
protected environment in 30 L pots, irrigated via drip irrigation, under a randomized
block design in a factorial scheme (3 x 3), three irrigation levels and three evaluation
periods in subdivided plots. The treatments were delimited with the objective of
simulating three levels of water deficiency: T1- Control (10 KPa) - conducted within the
optimum humidity range for the maize crop until the end of the experiment; T2-
Moderate water deficiency (50 KPa) and T3- Severe water deficiency (70 KPa). The
evaluations were divided in three seasons during the imposition of stress treatments,
aiming to monitor the physiological and biochemical changes of the plants at 45, 52
and 59 DAE (days after seed emergence). Each treatment was composed of 4
replicates and the soil moisture was monitored by tensiometry, maintaining the vessels
in field capacity until the beginning of the treatments. When the plants entered the V7
stage, the proposed treatments with water deficiency were started. At this stage, the
first collection (E1) was performed to analyze different parameters, which consisted of
the initial point of evaluations. Under moderate and severe WD there were alterations
of the main physiological and biochemical parameters. The growth and biomass
parameters of leaves, stem and roots were influenced by the interaction of the factors
of irrigation depth and time of evaluation, except for plant height. The stem diameter
was not influenced by the studied factors. The plants presented a decrease of relative
water content (RWC) in the three evaluated seasons according to the severity of the
stress. The pigments content was influenced by irrigation times and water depths,
which showed a decrease for chlorophyll a and b and also carotenoids. The plants
presented a gradual increase of electrolyte loss in the evaluation periods,
demonstrating the negative effect of WD on the cell membranes structures. The gas

exchange parameters were affected by the level of WD imposed on the plants. There



was a decrease in photosynthetic rates (A), stomatal conductance (gs), transpiration
(E) and internal CO2 concentration (Ci), which were proportional among the variables
analyzed. The specific activities of the antioxidative enzymes (catalases, peroxidases
and superoxide dismutases) increased in response to the severity of water stress.
Protein contents reduced according to the evaluation and stress levels and Nitrate

Reductase (NR) activity in leaves reduced in plants under moderate and severe WD.

Keywords: Abiotic stress, crop production, metabolism, photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho se destaca entre as principais culturas produzidas no Brasil,
com grande importancia socioeconémica, ofertando produtos para diversos setores,
como consumo humano, animal e matéria prima para as industrias.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho comum, sendo superado por
Estados Unidos e China (FAO, 2015). Segundo estimativa da Conab (2018), a
producdo pode chegar a 87.2 milhdes de toneladas para a safra 2017/2018
apresentando um decréscimo de producéo de 10,8% quando comparada com a safra
2016/2017.

O milho (Zea mays L.) pertence & ordem Gramineae e familia Poaceae. E uma
planta herbacea, monoica, pertencente ao grupo Cs, altamente eficiente na conversao
de COg, utilizagéo da luz e armazenamento de energia, possui ciclo bastante variado
como superprecoce, precoce e normal (MAGALHAES et al., 2002).

O setor de producao de milho doce vem crescendo nos ultimos anos, porém ainda
€ escasso o nivel de pesquisas sobre a cultura, especialmente em relacdo ao manejo
(BORIN et al., 2010).

A maior concentracao de producao da cultura em nivel mundial esta nos Estados
Unidos, apresentando uma area plantada de 225 mil ha (USDA, 2016). O Brasil
apresenta uma area de cultivo de 36 mil ha de milho doce, sendo a maior
concentracdo da area cultivada no estado de Goias, apresentando 90% de toda area
plantada no pais (LUZ et al., 2015). Segundo Cruz (2014), de toda a producdo de
milho doce, grande parte € destinada as industrias de conservas.

Independente do destino final da producao de milho doce, o cultivo pode ser uma
alternativa econbmica para produtores e principalmente para o0s agricultores
familiares, pois suas cotacdes sdo na maioria das vezes mais lucrativas que a
producdo de milho convencional (ZARATE et al., 2009).

Diante da grande importéncia econdmica e social que a cultura do milho
representa para o pais, se torna de suma importancia estudos que evidenciem as
principais causas de perdas de produtividade, como pragas, doencas e perdas
potenciais por DH (DH). Um dos principais fatores que altera a producao agricola é o
estresse causado pela DH. Assim, este representa aspecto que interfere no
incremento do agronegocio do pais, com relagdo direta entre manejo adequado e

aptidao das culturas em tolerar o efeito desses estresses (SHAO et al., 2008).
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A adaptacédo das plantas a estresses abioticos, como a DH, tém sido motivo de
diversas pesquisas visando obtencéo de novos materiais, sendo que esta tarefa nem
sempre é facil, face ao controle poligénico dessas caracteristicas (LOPES et al.,
2011). Os autores consideram ainda que plantas C4, como o milho, apresentam bom
controle dos efeitos da DH, considerando-se que através dessa modalidade de fixacéo
de carbono, a cultura pode manter a fotossintese mesmo quando os estdmatos estédo
fechados. Entretanto, hé& perdas consideraveis de produtividade devido ao impacto da
DH.

Por outro lado, Bergamaschi et al., (2004) afirmam que a cultura do milho
apresenta grande sensibilidade a falta de agua, podendo haver perdas de producao e
baixa qualidade do produto, principalmente se essa DH for imposta em periodos que
demandem maior quantidade de agua. Durante o evento estressante, podera haver
perdas nos principais componentes de producdo como, diametro de espiga,
comprimento de espiga, numero de gréos por espiga, niumero de gréos por fileira e
indice de espiga (NASCIMENTO et al., 2017).

Sob condi¢des de baixa disponibilidade de agua no solo ou de alta demanda
evaporativa, plantas de milho apresentam reducdo no acumulo de matéria seca e
transpiracdo (WU et al. 2011). Ressaltando-se ainda que, os indices de condutancia
estomatica e concentracéo interna de CO2 podem ser afetados por fatores abioticos,
como DH (TAIZ; ZEIGER, 2009).

InUmeras alteracdes ocorrem no metabolismo de plantas mantidas sob estresses
abidticos. Um ambiente estressante para as culturas, como DH, induz a diferentes
eventos metabdlicos que resultam na producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Estes componentes celulares, caso ndo sejam neutralizados por vias
enzimaticas podem produzir diversos impactos as estruturas celulares, incluindo a
morte celular.

Segundo Kim & Kwak, (2010), danos oxidativos ocorrem nas estruturas celulares
guando as plantas estao sob DH causando desequilibrio entre a atividade antioxidante
e a producédo de ERO. As plantas sdo capazes de acionar mecanismos enzimaticos e
nao enzimaticos, os quais podem dismutar espécies ERO (MITTLER, 2002; KIM &
KWAK, 2010), em diferentes compartimentos celulares, diminuindo o impacto causado
por oxidacdes em nivel de membranas e outras macromoléculas.

Diversos estudos apontam sensibilidade da cultura do milho mantida sob DH

principalmente na fase de florescimento e maturagéo dos gréos. Entretanto, ha poucos
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estudos académicos que demonstrem a capacidade de resposta das plantas a partir
de alteracdes metabdlicas aumentando sua tolerancia a estes estresses.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento fisioldgico e bioguimico
de plantas de milho doce submetidas a diferentes laminas de agua, simulando DH
moderada e severa durante o estadio vegetativo. A hipotese principal € que as plantas
de milho produzirdo respostas fisiolégicas interativas, no sentido de minorar o impacto

dos tratamentos aplicados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA:
2.1MILHO DOCE (Zea mays L. grupo saccharata)

A cultura do milho (Zea mays L.) se destaca por ser um dos graos mais produzidos
no mundo (USDA, 2016). Em relacdo ao milho doce, também se verifica aumento de
sua difusdo e importancia econdmica nos ultimos anos.

Os Estados Unidos séo o maior produtor de milho doce (USDA, 2016), com area
cultivada de 229.5 mil hectares em 2015. No Brasil a area cultivada estd em torno de
36 mil hectares, com 90% dessa area situada no Estado de Goias (LUZ, 2014).

O milho doce pode ser considerado um tipo especifico do milho, decorréncia de
mutacgéo genética do milho comum (BHATT et al., 2012). Segundo (ZUCHARELLI et
al., 2012) essa alteracdo ocorre pela participacéo de alelos que impedem a conversao
de acucares em amido no endosperma, sendo que sua principal caracteristica € o
baixo teor de amido e alta concentracdo de acucares redutores.

Silva e Karan (1994), estudando as diversidades entre o milho convencional e o
milho doce observaram que o milho comum apresenta cerca de 3% de agucares e alto
teor de amido (60 a 70%). Por outro lado, o milho doce apresenta de 9 a 14% de
acucares e 30 a 35% de amido. A cultivar superdoce pode chegar a 25% de acucares
e 15 a 25% de amido.

Esta olericola pode ser aproveitada para diversos fins, podendo ser na forma de
conserva, in natura, desidratado e até como minimilho, quando as espigas sao
colhidas antes da polinizagdo (REIS et al., 2011). O milho doce possui um alto valor
nutricional, com qualidades bastante diversificadas, gosto adocado, pericarpo fino e
endosperma com textura delicada (PEREIRA FILHO et al., 2015). Suas caracteristicas
séo indicadores na cotagao de valores comerciais do produto (BARBOSA et al., 2012).
Além disso, a relacédo entre o ponto de colheita e a umidade dos graos, influenciam
diretamente na caracteristica e valor do produto final (LUZ et al., 2014).

O cultivo de milho no Brasil oferece aos produtores varias alternativas de renda,
sendo que uma de suas maiores vantagens é o cultivo no ano todo. Além disso, os
produtores podem auferir renda extra com a venda da palhada ap6s a colheita para
uso em silagem para alimentacao animal (CARDOSO, 2001).

O manejo do milho doce segue os mesmos critérios do milho convencional. Em
relacdo ao plantio, evita-se a semeadura em regides com temperatura média diurna

abaixo de 19,5°C e noturna abaixo de 13,1°C. Temperaturas acima de 35°C por
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longos periodos durante o cultivo, podem causar danos a polinizagcéao, provocando o
decréscimo de numero de graos por espiga (PARENTONI, 1990). O milho doce
apresenta grande exigéncia nutricional, em funcdo do seu desenvolvimento rapido e
metabolismo intenso.

A difusdo mais lenta do cultivo de milho doce no Brasil, se deve a utilizacdo de
cultivares adaptadas a clima temperado, pois ha alguns anos ndo haviam cultivares
adaptadas ao clima tropical do pais, o que resultava em perdas de produtividade e
baixa qualidade das espigas (FERREIRA, 2011). Para Oliveira (2010), o cultivo do
hibrido simples é interessante pois apresenta uniformidade do momento de
maturacdo, comprimento e diametro da espiga adequados ao mercado, coloracéo e

tamanho dos graos.

2.1 DEFICIENCIA HIDRICA

A 4gua é um dos elementos mais importantes na biosfera. Além de ser uma
substancia fundamental das células, sendo primordial para o metabolismo, exerce
papel importante para a manutencéo da conservacdo de moléculas, células, tecidos e
organismos. Faz parte da composicdo do protoplasma e solvente universal, onde
gases, minerais e outros solutos entram e se movimentam nas células (MARENCO e
LOPES, 2005). Segundo Larcher (2000) a agua funciona como um transportador de
nutrientes da zona radicular para as plantas, funcionando como controlador térmico
da planta e evitando impactos por temperaturas altas. Regula ainda o processo de
trocas gasosas com a atmosfera e regula a taxa fotossintética das plantas.

Plantas cultivadas em ambientes naturais estdo propensas a diversos fatores
abidticos que podem acarretar determinados tipos de estresse. Para Larcher (2000),
0 estresse pode levar a alteragdes e respostas no interior dos organismos, podendo
ser reversiveis no comeco, ou se tornar permanente. A DH € considerada, dentre os
fatores abidticos, umas das principais limitacbes ambientais que interfere o
rendimento das producdes (CHAVES e OLIVEIRA, 2004).

A DH pode ser conceituada como o teor de agua de um tecido ou célula que esta
com niveis reduzidos da quantidade que pode ser verificado quando as células estao
hidratadas (TAIZ & ZEIGER, 2013).

A falta de agua nas plantas é um dos estresses ambientais que mais causam

danos as culturas, acarretando em grandes perdas de produtividade (NOGUEIRA et
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al., 2001). Estresse por DH causa diversas modificacdes nas culturas como forma de
sobrevivéncia a este meio. Entretanto a recuperacdo ou ndo das plantas é
condicionada ao genotipo, duracéo, severidade e principalmente pela fase fenolégica
a qual esse estresse foi imposto (KELLING, 1995).

Uma das primeiras alteragcdes que ocorrem nas plantas em resposta a DH é o
decréscimo da turgescéncia, promovendo diversas modificagbes no processo de
crescimento (LARCHER, 2006). De acordo com Taiz e Zeiger (2013), apos a
diminuicdo da turgescéncia celular, atividades condicionadas a ela, como expanséo
foliar e alongamento das raizes sdo as mais afetadas.

A seca como estresse abiotico € de natureza multidimensional causa impactos as
plantas em diversos 6rgdos, seja com alteracfes fisiologicas e bioquimicas. Em
condicdes de estresse hidrico ocorre a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), levando a diversos impactos negativos aos compartimentos
celulares e levando a planta a morte. Como resposta as plantas reagem com sistema
regulador de alteragBes fisiologicas, com o desenvolvimento de mecanismo
antioxidativos que incluem atividade enzimatica e acumulo de compostos
antioxidantes (MITTLER, 2002).

O aumento da concentracdo de EROs causa oxidacdo dos elementos celulares
essenciais para as plantas. A oxidacdo das membranas causa alteracbes das
mesmas, mutacdes prejudiciais e bloqueio de processos metabdlicos primordiais a
sobrevivéncia das plantas.

As alternativas das plantas para se desenvolver diante do estresse por DH,
incluem acbes de alteracdes fisioldgicas e metabdlicas, sendo diferentes em cada
espécie (CHAVES et al., 2002).

Estudos sobre as alteragbes que ocorrem nas plantas sob DH sdo de suma
importancia para a comunidade cientifica e cadeias produtivas, tanto quanto os meios

de adequacéao e de aclimatagéo das culturas submetidas a este estresse.

2.2DEFICIENCIA HIDRICA NA CULTURA DO MILHO

A comunidade académica esta buscando cada vez mais pesquisas relacionadas
a tolerancia das plantas diante de estresses ambientais, com foco na deficiéncia
hidrica. Uma das maiores preocupacdes séo as adversidades climaticas que causam

grandes perdas em lavouras do mundo todo.
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As pesquisas apresentam como foco principal as alteracfes fisiologicas e
metabdlicas que as plantas exibem como resposta a DH. Sendo as formas de
aclimatacdo e adaptacdo com materiais geneticamente modificados que aparecem
como hipétese de sobrevivéncia dos cultivos em locais com baixa precipitagdo.

A cultura do milho apresenta sensibilidade a baixa disponibilidade de agua no solo,
principalmente no periodo critico, que inicia no florescimento até enchimento dos
gréos. Assim, as perdas de produtividade nas safras de milho nas maiores areas
produtoras do Brasil, estdo relacionadas a disponibilidade de 4gua de cada regido
(HERNANDEZ et al., 2015).

Souza et al., (2015) explicam que, a grande variabilidade na producdo de milho
tem como causa principal a DH, devido ao regime de chuvas inconstantes nas
diversas regides do pais, esse fato demonstra a alta exigéncia de 4gua demandada
pela cultura.

Vérios autores estudaram a tolerancia de plantas de milho em regiées com baixa
disponibilidade hidrica. Lopes (2016) verificou que o cultivo de milho no semiarido
brasileiro apresentou variagcbes de produtividade da cultura nas ultimas décadas,
estando ligada as adversidades climaticas. Murga-Orrillo et al. (2016), analisando a
cultura do milho no cerrado do Estado de Roraima afirmam que as culturas séo
dependentes da precipitacdo local, porém no periodo de maior precipitacdo pode
ocorrer veranicos, ocasionando grandes perdas.

Resultados de diversos estudos indicam que a cultura é dependente da
pluviosidade local, e que existe grande riscos de prejuizos. As perdas de produtividade
estdo relacionadas as alteracdes fisioldgicas e metabdlicas que ocorrem nas plantas.
De modo que as plantas tentam se aclimatar ao ambiente estressante com diversas
alteracdes fisioldgicas, no entanto essas alteracdes causam grandes impactos nas
mesmas.

De acordo com Padilha et. al. (2016), os primeiros sintomas em plantas de milho
sob DH estdo relacionados ao decréscimo de crescimento das mesmas devido a
reducado da turgescéncia celular, a qual esta diretamente ligada a expanséao celular.

Nascimento et al. (2017), analisaram a produtividade de espigas de milho verde
sob diferentes regimes hidricos no campo experimental Embrapa Meio Norte em
Teresina. Neste estudo eles observaram efeito negativo da DH sobre a altura e

desenvolvimento das plantas, devido ao fechamento estomatico que causa restricao
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na taxa de transpiracdo, capacidade fotossintética, gerando impacto direto na
produtividade das plantas.

Guimaraes et al. (2014) analisaram diferentes mecanismos fisiol6gicos que as
plantas apresentam sob DH. Notaram que os decréscimos da condutancia estomatica
(gs) durante o ensaio foram bastantes acentuadas entre os hibridos estudados. Os
autores informam que, sob DH severa uma das primeiras respostas dos hibridos € o
fechamento estomatico, como estratégia para diminuir perda de 4gua, promovendo
decréscimo na taxa de fotossintética.

Quando as plantas sdo submetidas a condicfes de estresses, como DH, por um
periodo prolongado, ocorre decréscimo na distribuicdo de fotoassimilados,
promovendo a reducdo dos caracteres morfoldgicos e perdas na produtividade das
culturas (MALDANER et al., 2014).

A reducéo no rendimento das culturas ocorre pelo fato de que as plantas néo
exibem reservas suficientes de fotoassimilados para manter o desenvolvimento das
plantas e manter o potencial de produg&o. Assim as culturas sao condicionadas ao
suprimento de fotoassimilados advindos da fotossintese, a qual também é influenciada
pelas condi¢cdes de estresses (CARON et al., 2017).

Atualmente diversas pesquisas tem analisado a identificacdo e desenvolvimento
de hibridos de milho com maior tolerancia a DH por meio do melhoramento genético,
com intuito de diminuir as perdas de produtividade das culturas sob estresse hidrico
(GAFFNEY et al., 2015; COOPER et al., 2014).

Pias et al. (2017) investigaram a possivel hipotese que hibridos de milho
respondessem de diferentes formas sob DH no Estado do Rio Grande do Sul, porém
os autores concluiram que independente do hibrido as plantas ndo apresentaram
tolerancia diante do estresse hidrico. No entanto, os autores afirmam que a cultura é
mais exigente de agua na fase de pendoamento do que no periodo de enchimento de
graos.

Souza et al. (2016) analisaram varios hibridos de milho sob DH no Estado de
Minas Gerais, 0s quais encontraram maior tolerancia a deficiéncia hidrica no hibrido
DKB 390 (Zea mays). Os autores afirmam que a tolerancia esta ligada a adaptacao
dos hibridos quando sao expostos a DH em diferentes estagios de desenvolvimento.
Os autores informam ainda que gendtipos de milho tolerantes apresentam maior
sistema radicular, principalmente de raizes finas, e maiores propor¢cbes de

aerénguima.
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Plantas que conseguem se aclimatar em meio a DH possuem uma caracteristica
analisada por meio de varios genes, portanto, se torna uma tarefa peculiar para o
melhoramento genético (VICOSI et al., 2017). Por esse motivo, tém se desenvolvido
poucos hibridos com essa caracteristica.

De modo geral, os diversos estudos em plantas de milho sob DH apresentam
resultados semelhantes, mesmo utilizando hibridos, os quais resultam em perdas de
produtividade. Assim, deve-se ter um controle da época de plantio em cada regido do
pais, visando um melhor controle de zoneamento climético. As pesquisas tém voltado

cada vez mais o foco de estudos para hibridos tolerantes a DH.

2.3 IMPACTOS FISIOLOGICOS E METABOLICOS EM PLANTAS SOB A
DEFICIENCIA HIDRICA

Taiz e Zeiger (2013), afirmam que a agua é um elemento imprescindivel na
agricultura, como principal agente na transformacdo de energia em alimento,
participando em praticamente todos processos de producdo de alimentos.

Qualquer alteracédo no contetdo de agua do solo pode gerar como consequéncia
modificacdes nas plantas, causando grande impacto no desenvolvimento e
rendimento final das culturas. Para Souza et al. (2015), as adversidades climaticas
como a escassez hidrica é considerado o principal agente causador de perdas de
produtividades nas lavouras de milho, mostrando que a cultura é bastante sensivel.

As plantas podem desenvolver muitos mecanismos para minimizar 0os impactos
causados pela DH. Larcher (2004), descreve que essas estratégias de sobrevivéncia
a escassez hidrica, podem ser de carater morfolégico, fisiolégico e anatdmico.

Plantas submetidas a DH apresentam como primeira resposta o decréscimo da
turgescéncia, ocorrendo modificagbes no crescimento das mesmas (LARCHER,
2006), assim a expansao foliar e alongamento das raizes que S&80 processos
condicionados a turgescéncia das plantas, sdo os processos mais afetados (TAIZ E
ZEIGER, 2013).

Kron et al. (2009) ressalta que, devido a reducdo no turgor celular, ocorre o
fechamento dos estbmatos, como uma forma de diminuir a transpiracdo. Essas
respostas fisioldgicas procedem indiretamente na manutencdo de agua nas plantas,

diminuindo as perdas por evapotranspiracao.
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Essas alteracdes que ocorrem nas plantas como resposta a DH causam diversos
impactos negativos como a limitacdo do crescimento das mesmas, que sao advindos
do decréscimo do balanceamento de carbono nas folhas. Flexas et al., 2006
argumenta que esse equilibrio de carbono é resultado da influéncia mutua entre a
fotossintese e a respiracdo. Warren et al. (2004) afirma que esse desequilibrio de
carbono nas plantas é causado, sobretudo, pelo fechamento estomatico.

Diante do exposto, pode-se assumir que a turgescéncia das células € componente
fundamental da manutencdo dos principais processos de desenvolvimento das
plantas (OTIENO et al., 2006). Portanto, a capacidade de as plantas manter a
turgescéncia celular em meio a DH é através do fendbmeno chamado ajustamento
osmotico.

A medida que diminui a umidade do solo, o potencial matricial se torna mais
negativo que o potencial hidrico das plantas, decorrente disso, as plantas nao
conseguem absorver agua. No entanto, as plantas conseguem diminuir o potencial
hidrico de maneira a néo interferir diminuicdo da turgescéncia das plantas, fenébmeno
chamado de ajustamento osmético (TAIZ e ZEIGER, 2013) o qual permite a
preservacao da abertura estomaética e fotossintese (FUNKHOUSER et al., 1994).

De modo geral, as plantas sofrem diversas modificacdes morfologicas e
bioquimicas quando expostas a uma situacdo de estresse, como o desequilibrio
oxidativo, advindo da formacédo de espécies reativas de oxigénio (COELHO, 2013).
Essas espécies reativas de oxigénio EROs degradam moléculas, proteinas e lipideos,
essenciais para sobrevivéncia das plantas. As plantas reagem com sistema
antioxidante que incluem compostos ndo enziméaticos e enzimaticos (KIM & KWAK,
2010).

Serkedjieva (2011) infere que esse sistema antioxidante consegue impedir o
desenvolvimento de radicais livres, sequestra-los e degrada-los, diminuindo diversos
impactos negativos as células das plantas. Porém, o balango entre formacéo e a
degradacéao pode ser modificado, aumentando a concentracéo de EROs, promovendo
0 estresse oxidativo (APEL & HIRT, 2004). Cyrene et al. (2003), afirma que o equilibrio
das enzimas antioxidantes, em que suas a¢des blogueiam ou diminuem dos impactos
potenciais pelas EROs, € uma resposta das plantas frente a esse estresse.

Essas enzimas sdo essenciais para a conservacdo apropriada de todos
organismos. Sendo elas proteinas que catalisam rea¢des quimicas e regulam quase

toda a grande diversidade de reacdes bioquimicas que compdem a vida (KIM &



27

KWAK, 2010). Sdo encontradas em varios locais das plantas e auxiliam no equilibrio
das EROs. Entre as enzimas antioxidativas, destacam-se a superoxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC
1.6.4.2), peroxidases (POD, EC 1.11.1.7), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e
polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) (DINAKAR et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1Caracterizagao experimental
3.1.1 Localizagdo do experimento

O experimento na fase de cultivo foi conduzido no periodo de outubro de 2017 a
fevereiro de 2018 na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Botucatu — SP. O experimento foi organizado em ambiente protegido de
57,6m? localizada no Departamento de Quimica e Bioguimica do Instituto de
Biociéncias-IB/UNESP, em coordenadas de 22°53’33,4” de latitude Sul e 48°29’36,5”
de latitude Oeste, a 840m de altitude.

3.1.2 Clima

O clima local é classificado como temperado quente e imido, com verdao chuvoso
e inverno seco, segundo classificacdo de Koppen. A média anual da temperatura do
ar é de 20,3 °C, com precipitacdo pluvial anual de 1.428,4 mm (CUNHA e MARTINS,
2009).

As variaveis climaticas ambientais dentro da estufa (temperatura e umidade
relativa do ar) foram registradas ao longo de todo periodo experimental, com auxilio
de Datalogger (Instrutherm, HT-500, S&o Paulo, Brasil). O equipamento foi abrigado
no centro do ambiente protegido a 1,5m do solo sendo programado registrar leituras

a cada 30 minutos (Figura 1).
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Figura 1 — Datalogger instalado no centro das parcelas experimentais, para
registro de parametros ambientais.

Com os dados de temperatura e umidade relativa do ar foi possivel calcular a
pressao de saturagao de vapor d’agua no ar para a temperatura e pressao parcial de
vapor de agua para umidade relativa do ar (Equacdes 1 e 2). Posteriormente,
determinou-se o déficit de pressao de vapor (DPV) (Equacéo 3), em que a diferenca
entre esses parametros descreve a capacidade de absorcdo de agua do ar segundo
Alvarenga et al. (2014).

es = 0,6107 x 10(75*T)/(2373+T) 1)
Onde:
es - Pressédo de saturacao de vapor de agua no ar (kPa);

T = Temperatura do ar (°C).

ea =es*UR (2)



30

Onde:

ea - Pressao parcial de vapor de agua (kPa);

es - Pressédo de saturacdo do vapor de 4gua no ar (kPa)
UR - Umidade relativa do ar (decimal).

DPV =es —ea (3)

Onde:
es - Pressédo de saturacao do vapor de 4gua no ar (kPa)
ea - Pressao parcial de vapor de agua (kPa)

DPV - Déficit de pressao de vapor de agua no ar (kPa);

3.1.3 Solo

O solo utilizado foi coletado na Fazenda Experimental Sdo Manuel (FCA/UNESP).
No local, foram coletadas amostras na profundidade de 0,20m para posterior analise
fisica e quimica, no Dep. de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP. O
resultado da analise esta sumarizado nas tabelas 1 e 2.

Com base nos resultados da analise do solo, foi calculado a necessidade de
calcario dolomitico para elevar a saturacdo de bases (V) a 70% bem como a
adubacao de plantio e de cobertura, de acordo com recomendacédo de Raij et al.

(1996), para a cultura do milho.

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica do solo para analise de macro e micronutrientes e
atributos relacionados as caracteristicas quimicas do solo

pH MO P S Al*®* H+AI** K Ca Mg SB CTC V%
CaClz gdm3 mg dm-3 mmolc dm-
4.4 7 3 16 6 23 034 6 3 10 33 30
Fe Cu Mn  Zn B

mg dm3

6 06 16 02 0,20
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Tabela 2 - Caracterizacao fisica dos constituintes do solo, bem como umidade e

textura
Areia Argila Silte Textura
g kg™
774 177 49 Média

De acordo com os resultados da analise, calculou-se a quantidade de nutrientes
necessarios para o ciclo da cultura do milho doce. Assim foi aplicado 30 kg ha* de
nitrogénio, 110 kg ha? de fésforo (P20s), 50 kg ha' de potassio (K20). Para os
micronutrientes, 4 kg hat de zinco e 40 hg ha' de enxofre, utilizando as seguintes
fontes respectivamente: ureia (45% de N), super fosfato simples (18% de P e 8% de
S), cloreto de potassio (60% de K20) e sulfato de zinco (20% de Zn e 9% de S). Foi
realizada duas adubacdes de cobertura, as quais foram aplicadas 80 e 70 kg ha! de
nitrogénio, respectivamente e 30 kg ha* de K20 na primeira adubacéo de cobertura.
Para elevar a saturacéo de bases (V%) a 70% foi aplicado 1,88 t ha! de calcéario
dolomitico (PRNT — 70). A calagem foi realizada 45 dias antes da semeadura,
mantendo-se 0s vasos umedecidos e cobertos com plastico visando favorecer a

reacao do corretivo (Figura 2).

Figura 2 — Detalhe da incubacédo do solo com calcario, quando os vasos
permaneceram cobertos.

3.1.4 Sistemade irrigacao
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O sistema de irrigacédo utilizado foi por gotejamento composto por gotejadores
autocompensante espacados a 0,40 m com vazédo média de 2,4 L h! conectado a
distribuidores com 2 saidas para um gotejador tipo flecha de 1,2 L h! por vaso com
pressao de servigo de 10 mca.

O sistema foi constituido por linha principal de PVC, registros e linhas de derivacao
com mangueiras de polietileno de 13 mm espacadas a 0,40 m.

ApoOs a instalacdo do sistema, realizou-se teste de uniformidade de distribuigéo de
agua pelo Coeficiente de Uniformidade de Christiansen (CUC), conforme Equacéao 4.

N oy
CUC = Li=LX1—Xm ] (4)
N*Xpm

Onde:

CUC - Coeficiente de Uniformidade de Christiansen (%);
Xi- lamina de agua aplicada no i-ésimo ponto;

Xm- Lamina média aplicada;

N — Numero de coletores.

3.1.5 Manejo dairrigacéo

A irrigacao foi manejada via Tensiometria. Os tensiometros foram instalados a 10
cm da planta e o centro da cipsula estava a 20 cm de profundidade (Figura 3), com
guatro tensiometros por tratamento, totalizando 12 pontos de monitoramento da
tensdo de agua no solo, considerando-se as trés laminas de agua estudadas. As

leituras foram realizadas diariamente com auxilio de tensimetro digital.
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Figura 3 — Tensiémetro instalado préximo a zona radicular das plantas.

Fonte: Mara Lucia C. de Souza

Determinou-se as tensfes de agua correspondentes as laminas utilizadas no
experimento por meio da curva caracteristica de retencéo de agua do solo. Esta curva
foi determinada no Departamento de Engenharia Rural da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, Unesp — Botucatu. Assim, foram coletadas amostras indeformadas de
solo na profundidade de 0 — 0,20m as quais foram submetidas ao método da camara
de presséo de Richards. Assim, determinou-se o conteldo de agua no solo para 0s
pontos correspondentes a 10, 30, 50, 100, 300, 500 e 1500 kPa. Os pontos foram
modelados no software SWRC v. 3.0 conforme Dourado Neto et al. (1995). Nesta
modelagem, gerou-se os parametros de a, n, m, or e 6s (Tabela 3). Depois, a curva
de retencéo (Figura 4) foi ajustada pelo modelo proposto por Van Genuchten (1980),
conforme equacao (5).

05—6r

0= bt oty ©)

Onde:
0 - teor de agua atual a base de volume (cm?® cm3);

Or - teor de &gua residual (cm?3 cm-3);
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0s - teor de 4gua de saturacéo (cm? cm);
¥m - potencial de &gua no solo (kPa);
a - parametro de ajuste (cm™);

m e n - parametros empiricos do modelo matematico.

Tabela 3 - Parametros do modelo de Van Genuchten para o solo analisado

Camada or Os a
M N
(m) (cm®cm3) (cm3cmd) (cm)
0,20 0,059563 0,43599 0,0099992 0,723612 3,6181

Figura 4 - Curva de retencédo de agua do solo.

0.500

y = 1.6072x048
R2=0.8386

......
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..........

0 250 500 750 1000 1250 1500
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A curva de retencdo de agua no solo representa a relacdo entre a quantidade de

agua (massa ou volume) e o potencial matricial da agua no solo. Com a leitura do

tensimetro foi possivel obter indiretamente a umidade atual de agua no solo, com

objetivo de tomada de decisdo em relag¢édo ao volume a ser aplicado. As leituras foram

realizadas as nove horas da manh&, em seguida as irrigacdes eram realizadas de

acordo com a necessidade.
Para o calculo da lamina liquida foi utilizada a equacéo 6:
LL = [(6c— 6a)/10] x Z

Onde:

LL — Lamina liquida de irrigacdo (mm);
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0a - teor de gua volumeétrico atual (cm3 cm3);
0a - teor de Agua volumeétrico no ponto critico (cm3 cm-3);

Z - profundidade efetiva do sistema radicular (mm).

A lamina bruta de irrigacdo (mm) foi determinada com a utilizacdo da Equacéo 7
e determinou-se o tempo de irrigagdo (em minutos) para determinado tratamento foi

calculado utilizando-se a Equacéo 8.
La = LL/Ef (7)
Onde:

La - lamina bruta aplicada (mm);

Ef - eficiéncia de irrigacao.

Ti:{LaXA}xGO ®)
nx(q
Onde:

Ti — tempo de irrigacdo (minuto);

La — Lamina bruta aplicada (mm);

A — Area ocupada por planta (m?);

n — Numero de emissores;

g — Vazéao do gotejador (1,2 L h1);

O ponto de murcha (PMP) foi considerado maximo a uma tensdo de 75 kPa
minima capacidade de campo (CC) de 10 kPa para a profundidade (z) de 30cm, para

determinar a lamina de irrigacéo.

3.1.6 Cultivar utilizada

A cultivar de milho doce utilizada foi Super doce (Isla Sementes), tipo Havai, ideal
para consumo in natura e processamento vegetal, com um ciclo de 90 a 110 dias,

dependendo principalmente da época de plantio e clima.
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3.1.7 Delineamento experimental

O delineamento experimental empregado foi em blocos casualizados em esquema
fatorial (3x3) sendo trés laminas de irrigacéo e trés épocas de avaliagdo. Os vasos
foram organizados em parcelas subdivididas, entre laminas de irrigacdo e épocas de
avaliacdo. Os tratamentos foram delimitados com objetivo de simular trés niveis de
deficiéncia hidrica como T1l — mantidos a uma tensdo de 10 KPa) - Tratamento
controle; T2 — Mantidos em uma tensdo minima de 50KPa — Deficiéncia hidrica
moderada (DHM) e T3 — Mantidos em uma tensdo minima de 70Kpa - Deficiéncia
hidrica severa (DHS). Os tratamentos propostos tiveram quatro repeticdes,

distribuidos em 8 vasos por cada repeticao, totalizando 96 vasos (Tabela 4).

Tabela 4 — Resumo do delineamento experimental (fatorial 3x3) para estudo de
deficiéncia hidrica em plantas de milho doce
Epocas de avaliacéo

Tratamentos El (Coletal) E2 (Coleta2) E3 (Coletal)
45 DAE - IDH 52 DAE - 7 DIDH 59 DAE - 14 DIDH
T1 Controle T1xE1l T1xE2 T1xE3
T2 DH Moderada T2xE1 T2XE2 T2XE3
T3 DH Severa T3XE1 T3XE2 T3XE3

DAE — Dias ap0s emergéncia; IDH — inicio dos tratamentos com DH; DIDH — Dias
apos inicio da deficiéncia hidrica.

3.2Conducéao do experimento e manejo da cultura

A semeadura foi realizada em vasos com capacidade para 30 L, no dia 24 de
outubro de 2017, com trés sementes por vaso. Foi realizado adubacado de plantio nas
guantidades recomendadas para cultura do milho. Apds 5 dias da semeadura, as
plantas comecaram a emergir e quando estavam com trés folhas expandidas, no dia
9 de novembro, foi realizado o desbaste, deixando-se apenas uma planta por vaso
(Figura 5).



37

Figura 5 — Aspecto das parcelas experimentais com plantas de milho apo6s o

processo de desbaste.

As plantas foram mantidas irrigadas em capacidade de campo até o estadio V7
(fase fenologica que indica a presenca de sete folhas expandidas), quando se

iniciaram os tratamentos propostos.

Quando as plantas entraram no estadio V4 e V6 foi realizado adubacdo de
cobertura com fonte de N (ureia), sendo adubados 80 kg ha' e 70 Kg hal,
respectivamente e na primeira adubacéo de cobertura foram aplicados 30 kg ha! de
K20 (cloreto de potéssio). Também foi realizada adubacgdo corretiva com fosforo
(super fosfato simples), pois as plantas apresentaram sintomas tipicos de deficiéncia
do elemento, exibindo as margens foliares, as nervuras e os caules com tons

roxeados.

No estadio posterior (V6-V7), foi realizado aplicacdo de inseticida (Tracer — 100

mL hal), para controlar infestacéo de lagarta do cartucho.

Quando as plantas entraram majoritariamente em estadio V7 (Figura 6), iniciou-se
os tratamentos propostos com deficiéncia hidrica. Neste estadio, realizou-se coleta
para analise de diferentes parametros, as quais consistiram no ponto inicial de

avaliacoes.
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Figura 6 — Plantas de milho no estadio V7 (7 folhas desenvolvidas) no inicio
do processo de imposicao de deficiéncia hidrica

3.3Epocas de avaliacéo

Quando as plantas entraram no estadio V7, foi realizada a programacdo das
épocas de coletas para analises. A primeira época de coleta foi aos 45 DAE
(13/12/2017) quando as plantas estavam no estadio V7, antes do inicio dos
tratamentos. A segunda coleta foi aos 52 DAE (20/12/2017) quando as plantas
estavam no estadio V9, apés 7 dias do inicio dos tratamentos. A terceira foi realizada
aos 57 DAE (27/12/2017) quando as plantas estavam no estadio V11, apos 14 dias
do inicio dos tratamentos. As andlises de trocas gasosas programadas para o dia

anterior de cada época de coleta.

3.4Parametros de avaliacao do ensaio
3.4.1 Avaliacdo biométrica das plantas:
3.4.1.1 Alturadas plantas

As medidas de altura das plantas foram realizadas medindo-se a extensédo da
superficie do solo até o apice da planta (cm) com auxilio de uma trena.

3.4.1.2 Diametro do colmo
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O diametro foi medido no primeiro entrend com um paquimetro digital (mm).

3.4.1.3 Massa de matéria fresca e seca (colmo, folha e raiz)

A matéria fresca e seca do colmo e das folhas (g) foram feitas em todas as épocas
de coleta. Para a matéria fresca e seca de raizes (g), as analises foram realizadas
apenas ao final do experimento. As folhas e colmos foram pesados assim que as
plantas foram coletadas para determinacdo da matéria fresca. Ja a massa de matéria
seca foi realizada apos a secagem do material em estufa com circulacéo de ar forcado
a 60 °C = 5 até que atingissem massa constante. A massa seca total foi calculada
apenas para Uultima época de avaliagao.

3.4.1.4 Volume das raizes

Ao término do ensaio as raizes foram lavadas sobre peneiras para posterior
determinacao do volume das raizes. Em seguida as raizes foram imersas alcool etilico
(70%) em uma proveta de 2 L contendo 1 L de &lcool. Sendo o volume das raizes o

volume deslocado.

3.4.1.5 Area Foliar

A area foliar (cm? planta) foi determinada com a todas as folhas de cada. A

integracdo da area foi realizada com auxilio do equipamento LICOR (mod. Li-3000).

3.4.1.6 Numero de folhas

Para determinag&o do numero de folhas foram retiradas todas as folhas expandidas

funcionais e contadas.
3.4.1.7 indice de crescimento
A determinagcdo dos indices de crescimento foi baseada nos parametros de

biomassa vegetal das folhas, colmo e raizes e area foliar. Com estes parametros é

possivel avaliar frag6es de biomassa investidos em determinadas partes da planta. A
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partir da determinacdo dos parametros de crescimento e biomassa vegetal, foram
determinados o0s seguintes indices de crescimento, seguindo metodologia de Hunt
(1982). Os indices foram analisados apenas na ultima época de avaliagdo, podendo

ser influenciados apenas pelo fator lamina de irrigacéo.

e SLA — (Specific Leaf Area) &rea foliar especifica - que indica a relacdo entre a area
foliar (AF) e a massa seca foliar (MSF), utilizando equacéo 9:

sLA =25 9)

MSF

Onde:
SLA — area foliar especifica (m2 g'%);
AF — area foliar (cm2);

MSF -massa seca das folhas (g).

e LWR (Leaf Weight Ratio € a relacdo inversa de SLA) que informa a fragdo da

biomassa total alocada nas folhas, podendo ser calculada conforme a Equagéo 10:

LWR =L (10)
MST

Onde:
LWR - fracdo da biomassa total alocada nas folhas (g msr g™ msT);
MSF -massa seca das folhas (g);

MST -massa seca total da planta (Q).

e LAR (Leaf Area Ratio € a relacdo da superficie foliar) que reflete no tamanho da
superficie fotossintética em relacdo a massa respiratéria de acordo com a Equacgéo
11:

LAR = 2L (11)
MST

Onde:
LAR - relacéo da superficie foliar;
AF — area foliar (cm?);
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MST -massa seca total da planta (g).

3.4.2 Conteudo relativo de agua (CRA)

O CRA foi determinado atraves da relacdo da massa do tecido vegetal fresco (MF),
turgido (MT) e seco (MS). As folhas foram coletadas as 8 horas das quais retiraram-
se trés discos foliares (0,69 cm? cada). Os discos foram pesados (MF) e mantidos em
agua destilada para determinacdo da massa do tecido targido (MT), apés seis horas
de incubacéo. Em seguida, os discos foram mantidos em estufa com circulacéo de ar
forcado a 80 £ 5 °C por 24 h com pesagem posterior para determinacdo da massa
seca (MS). O CRA foi determinado pela equacéao 12, seguindo metodologia de Barr et
al. (1962):

CRA = [(MF — MS)/(MT — MS)] x 100 (12)

Onde:

CRA - conteudo relativo de agua (%);
MF — massa fresca dos discos foliares;
MT - massa turgida dos discos foliares;

MS - massa seca dos discos foliares.

3.4.3 Perdade eletrdlitos

Esta analise verifica modificacbes que podem ocorrer na permeabilidade de
membranas celulares, devido aos tratamentos. As folhas foram coletadas as 8 horas
e foram retiradas 30 discos foliares de 2 mm de diametro. Os discos foram entdo
incubados em solucdo de manitol (0.3 M). Os frascos foram mantidos sob agitacao
por 24 h, sendo que ao final dessa incubacéo, foi feita a primeira medida da
condutividade elétrica (L1). Em seguida, os frascos foram pesados e mantidos sob
fervura por 10 minutos. ApGs o resfriamento, os frascos foram novamente pesados,
quando se repds a diferenca de volume evaporado, com agua destilada. Em seguida
os tubos foram mantidos por 30 minutos sob agitacao e por fim foi realizada a segunda
leitura de condutividade elétrica (L2). A perda de eletrélitos foi determinada por meio

da equacao 13, utilizando-se metodologia descrita por Lafuente et al. (1991).
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PE(%) = (L1/L2) x 100

Onde:
PE — perda de eletrélitos (%);

L1 — primeira leitura da condutividade elétrica da solucéo;

L2 — segunda leitura da condutividade elétrica da solucao.

3.4.4 Teor de pigmentos

(13)

Para a extracéo do teor de pigmentos, foram utilizados discos foliares frescos com

0,69 cm? de diametro. Os discos foram mantidos em tubos de ensaio contendo 1 mL

de dimetilformamida (DMF) por 24 h no escuro. Apés a incubacao, foi determinada a

densidade otica (D.O.) da solu¢ao contendo os pigmentos, nos comprimentos de onda
480 (A); 646,8 (B) e 663,8 (C) nm. O teor da clorofila a e b bem como de carotenoides

foi determinado a partir das equacdes 14, 15 e 16, descritas por Lee et al., (1987).

CloA = (12 x C) — (3,11 X B)
Onde:

CloA — Clorofila a;

C — Leitura da amostra a 663,8nm;

B - Leitura da amostra a 646,8nm;

CloB = (20,78 X C) — (4,88 X B)

Onde:
CloB - Clorofila b;
C — Leitura da amostra a 663,8nm:;

B - Leitura da amostra a 646,8nm.

CarT = ((1000><A)—(1,12><ClOA)—(34-,07><ClOB))

245

Onde:

(14)

(15)

(16)
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CarT — carotenoides totais;

A - Leitura da amostra a 480nm;
CloA - Clorofila a;

CloB - Clorofila b.

3.4.5 Alteracdes fisioldgicas

Para cada analise de trocas gasosas foram selecionadas 6 plantas por tratamento.
Com as leituras foi possivel avaliar os seguintes parametros: fotossintese (A);
concentracéo interna de CO2 (Ci); condutancia estomatica ao vapor de agua (gs);
taxa transpiratoria (E).

As leituras foram realizadas entre as 9 e 11 horas, com auxilio de um sistema
fechado, o qual permite registrar as trocas gasosas composto por um analisador
infravermelho de gases (IRGA) modelo LI-6400XT (LI-COR, Lincoln, Nebraska —
USA).

As variaveis microcliméticas da caAmara foram conservadas constantes durante as
medi¢Oes realizadas em todos os tratamentos, utilizando 2000 pmol de fétons m? s
de PAR (photosynthetic active radiation-radiacéo fotosinteticamente ativa) e umidade

relativa entre 50 e 60%.

3.4.6 Analises bioquimicas

3.4.6.1 Coleta e armazenamento do material vegetal

As amostras foliares foram coletadas no periodo entre 8 e 9 horas da manha. No
momento da coleta as folhas foram imediatamente acondicionadas em envelopes de
papel aluminio e imersos em nitrogénio liquido para congelamento rapido. Em
seguida, o material foi transferido para freezer a — 80 °C, até o momento da realizac&o

das andlises.

3.4.6.2 Procedimentos para obtencao do extrato bruto



44

As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido até ficarem com uma textura de
po. ApGs esse procedimento as amostras foram transferidas para tubos Falcon e
novamente armazenadas em freezer -80°C.

O extrato para as andlises da concentracao de proteinas e atividade enziméticas
(Superdéxido dismutases — SOD; Catalases - CAT e Peroxidases- POD) foi obtido pela
ressuspensao do material vegetal (300 mg) em 4,0 mL de tamp&o fosfato de potassio
0.1 M, pH 7,8 suplementado com 300 mg de PVPP (Polyvinylpolypyrrolidone). Apés
centrifugag&o por 10 minutos a 5.000 x g, o sobrenadante foi coletado, transferidos
para eppendorf e armazenado em freezer a - 80° C.

A enzima nitrato redutase foi analisada e folhas coletadas imediatamente anterior

a andlise, apos quatro horas de fotoperiodo.

3.4.6.3 Teor de proteina solavel total

O teor de proteina sollvel presente nos extratos foi determinado conforme
metodologia de Bradford (1976). Utilizou 80uL do extrato bruto + 20uL de agua
deionizada + 5 mL do reativo de Bradford, solugdo mantida por 15 minutos para
formacdo do complexo de cor. Em seguida as leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro utilizando o comprimento de onda de 595nm.

3.4.6.4 Atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD, E.C 1.15.1.1)

A determinacdo da atividade da SOD foi determinada seguindo metodologia
descrita por Del Longo et al. (1993). A reac¢do foi conduzida em placas ELISA contendo
50 uL de extrato bruto + 2.950uL de solucéo contendo 13 mM de metionina, 75 uM de
NBT, 100 nM de EDTA e 2 uM de riboflavina em 120 mL de tampé&o fosfato de potassio
50 mM, pH 7.8. Deu-se inicio a reacao apos as placas serem iluminadas sob suporte
contendo tubos fluorescentes (15 W) a uma altura de 30 cm e 25 °C. Apds 5 minutos
de incubacéao, a reacéo foi determinada pela interrup¢éo da luz.

A deteccao da enzima é feita em fungéo da prevencéo da fotoreducédo do NBT na
presenca de SOD. A andlise quantitativa foi realizada a partir da leitura da D.O. do
complexo azul formado (Formazana) a 560 nm. Os tubos considerados “em branco”,
necessario para zerar o espectrofotdmetro receberam 3 mL para a analise, sendo

compostos pelos mesmos reagentes, no entanto foram mantidos cobertos com papel
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aluminio. Uma unidade de SOD é conceituada como a quantidade de enzima
suficiente para a inibicdo de 50 % da fotorreducdo do NBT. O calculo da atividade da
enzima utiliza a percentagem de inibicdo obtida, o volume da amostra e a

concentragéo de proteina na amostra (ug pL™).

3.4.6.5 Atividade da enzima Catalase (CAT, E.C 1.11.1.6)

A atividade da enzima catalase foi determinada através da metodologia descrita
por Peixoto et al. (1999), pelo monitoramento da absorcdo de perdxido de Hidrogénio
(substrato da enzima), considerando intervalo de absorcédo de 8 a 40 segundos.

A atividade da CAT foi analisada utilizando-se 100uL de extrato bruto adicionados a
1900 pL de um tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 suplementado com peréxido
de hidrogénio a uma concentracao final de 12.5 mM. A atividade da enzima foi
calculada utilizando-se um coeficiente de extincdo molar ¢ = 39,4 mM?® cm?®. A
atividade especifica (uKat pg Prot!) da catalase, leva em consideracdo a

concentracdo de proteina soluvel.

3.4.6.6 Atividade da enzima Peroxidase (POD, EC 1.11.1.7)

A atividade da enzima peroxidase foi determinada utilizando 100 pL de extrato
bruto e adicionados a 4,9 mL de solucéo tampéao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8
contendo 20 mM de Pyrogallol e 20 mM H202. ApGs incubacéo por 1 minuto, a reacéo
foi paralisada com 0,5 mL de H2SO4 e a leitura foi realizada a 420 nm em
espectrofotdbmetro. A atividade especifica (uKat pug Prot!) da enzima foi calculada

usando-se coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM=* cm™ (PEIXOTO et al., 1999).

3.4.6.7 Atividade da enzima Nitrato Redutase

Para determinacdo da enzima nitrato redutase, coletou-se folhas das plantas de
milho as 9 horas da manh@, respeitando-se um fotoperiodo minimo de duas horas.
Para a realizacdo da andlise enzimética, foram cortadas 150 mg de tecido foliar, as
quais foram acondicionadas em tubos juntamente com 5 mL da solugéo de extragéo,
composta por tampao fosfato (KH2PO4 0,1 M; pH 7,5), KNOs (0,1M), e n-propanol (3%

v/v).
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Os tubos foram incubados a vacuo em 3 ciclos de 2 minutos cada, com intervalo
de um minuto. ApoOs a incubacao a vacuo, os tubos foram mantidos no escuro, sob
agitacdo e em banho-maria a 30°C por 1 hora. Em seguida foram transferidos 1 mL
da solucao para outro tubo e acrescentou-se 1 mL de sulfanilamida 1% e 1 mL de N-
naftil-etilenodiamino 0,02%. Na sequéncia, os tubos foram incubados novamente sob
agitacdo, no escuro e em banho-maria a 30°C por 15 minutos. No final da incubacéao
a deteccao da formacao de nitrito foi realizada por leitura em espectrofotometro, a
540nm. Com resultados e a partir de uma curva padréo de nitrito (0-250 nM), calculou-
se a atividade da NR, conforme descrito por JAWORSKI (1971). A atividade da nitrato

redutase na MF foliar utiliza a unidade final em nM NO2 h* g* MF.
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4 Resultados e Discussao
4.1CondigOes ambientais durante o ensaio

As condi¢des ambientais registradas durante o experimento variaram de 22,8 a
44,9 °C para temperatura maxima do ar e a temperatura minima variou de 14,8 a 22,8
°C. A temperatura média do ar dentro do ambiente protegido foi 27,30°C (Figura 8A).
A umidade relativa maxima do ar apresentou variacao de 76,4 a 93,9%, enquanto a
umidade relativa minima variou de 22,5 a 80,3% (Figura 8B), apresentado média de
66%.

O déficit de presséao de vapor (DPV) variou de 0,33 a 2,07 kPa, apresentando uma
média de 1,39 kPa. Os menores valores de DPV ocorreram devido o aumento da
umidade relativa do ar e o consequente decréscimo de temperatura (Figura 8C). O
DPV é uma medida do poder evaporante do ar, tendo relacéo direta com 0s processos
de evaporacdo, uma vez que depende do gradiente de pressdo de vapor entre a
superficie evaporante e o ar (VIEIRA, 2009). O aumento do déficit de pressao de vapor
guando a planta se encontra sob estresse hidrico, reduz o fluxo de vapor d’agua do
interior da camara subestomatica para a atmosfera, causando depressdo na

transpiracdo (Thomas et al. 2000).
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Figura 7 — (A) Temperatura maxima e minima do ar; (B) Umidade relativa (UR)
maxima e minima; (C) Déficit de pressao de vapor durante o periodo

experimental.
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4 2Parametros de crescimento

Plantas de milho doce foram submetidas a diferentes laminas de irrigacao para
avaliar os impactos da deficiéncia hidrica (DH) sobre parametros fisiolégicos.
Conforme conhecimento corrente descrito na Reviséo de Literatura, a Agua ou a falta
desse recurso exercem efeito preponderante sobre os parametros de crescimento. No
presente ensaio, e conforme resumido na analise de variancia (Tabela 5), as laminas
de irrigacdo e épocas de avaliacdo afetaram parametros de crescimento tais como
altura de plantas, numero de folhas e area foliar os quais seréo discutidos a partir do

item 1.1.1. Houve interacdo entre os fatores apenas para numero de folhas e area
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foliar. Para o diametro do colmo (DIA) observou-se que os fatores exerceram

influéncia e ndo houve interacao entre eles.

Tabela 5 — Analise de variancia para altura de plantas (ALT), diametro do colmo (DIA),
namero de folhas (NF) e area foliar (AF) em funcéo de diferentes niveis de
DH e épocas de avaliacdo em plantas de milho doce

Fontes de variacio Graus de F calculado

Liberdade ALT DIA NF AF
Blocos 3 0.0623 0.2697 0.1231 0.5581
LAM 2 0.0051** 0.3404"s 0.0034**  0.0006**
RES (A) 6 - - - -
EPO 2 0.0000** 0.5978"s 0.0010**  0.0000**
LAM*EPO 4 0.1518" 0.6177" 0.0072**  0.0022**
Res (B) 18 - - - -
Total 35 - - - -
CV (%) Parcela 5.84 8.98 8.23 7.10
CV (%) Subparcela 7.50 11.45 9.22 9.95

ns: ndo significativo**: significativo (p<0,01); CV: coeficiente de variagcdo; LAM: Laminas de irrigacéo;
EPO: Epoca de avaliacao.

4.2.1 Altura de plantas

Observou-se (Figura 8A), que plantas do controle obtiveram os melhores
resultados para altura de plantas. A ALT foi influenciada negativamente pela DHM e
DHS (DHM e DHS), os quais apresentaram o0s menores valores nao havendo
diferenca significativa entre estes tratamentos.

Para as épocas de avaliacédo (Figura 8B) as plantas atingiram maiores valores de
ALT na terceira avaliacdo, com acréscimo de 23% em relacdo a primeira leitura (E1),
com diferenca entre as trés épocas avaliadas.

Almeida et al. (2017), trabalhando com diferentes laminas de irrigacao obtiveram
resultados semelhantes aos obtidos no presente ensaio, com menores valores de ALT
qguando submetidas as menores laminas de irrigacao.

Padilha et. al. (2016), enfatizam que os primeiros sintomas da DH nas plantas
estdo relacionados ao decréscimo de crescimento devido a redugéo da turgescéncia
celular, a qual esta diretamente ligada a expanséo celular.

Segundo Nascimento et al. (2017), o parametro ALT pode ser influenciado pela
densidade de plantio ou pela escassez hidrica. A imposicdo de DHS causa varias

alteracdes fisiologicas nas plantas, como fechamento estomatico, decréscimo da
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transpiracdo e da fotossintese, diminuindo por consequéncia o crescimento das

plantas.

Figura 8 — (A) Altura de plantas (cm) em funcé&o tratamentos hidricos C, DHM e
DHS; (B) Altura de plantas (cm) em funcdo das épocas de avaliacdo em plantas
de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si, com base no teste Tukey (p<0,05). As barras
indicam o desvio padrdo da média de quatro repeticdes.

4.2.2 Numero de folhas

O numero de folhas foi influenciado pela interacdo entre os fatores lamina de
irrigacéo e época de avaliagdo, como pode ser observado na Figura 9. Os maiores
valores para a variavel foram encontrados nas plantas submetidas ao tratamento
controle observados nas trés épocas de avaliacao.

Analisando-se as laminas de irrigacédo, ndo houve diferenca entre as mesmas na
primeira época de avaliagdo (E1l). Para DHM e DHS as plantas apresentaram
resultados similares na segunda e terceira época de avaliacdo, ndo havendo diferenca
significativa entre as duas laminas.

As trés épocas avaliadas nao influenciaram nos resultados de niumero de folhas
no tratamento sob DHM, apresentando variacao de 8 a 9 folhas. No entanto, sob DHS
houve decréscimo de 14% na terceira época de avaliagdo em relacdo a primeira
época. Nao foi observado diferenca entre a segunda e a terceira época analisada.

Bonfim-Silva et al. (2011) avaliando gramineas submetidas a trés niveis de
deficiéncia hidrica, verificaram que o milho, o sorgo e o milheto apresentaram menor
numero de folhas quando submetidos as disponibilidades hidricas de 30% da

capacidade méaxima de retencdo de agua no solo.
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Inman-Bamber et al., (2008) afirmam que a reducédo do numero de folhas é uma
resposta das plantas com intuito de diminuir a taxa de transpiracdo e o consumo de

energia para preservacao dos tecidos.

Figura 9 — Numero de folhas em funcéo da época de avaliacéo e tratamentos

hidricos C, DHM e DHS em plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailUsculas para as laminas e mindsculas para as épocas nao diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repeti¢des.

Kresovic et al. (2016) trabalhando com deficiéncia e excesso hidrico observaram
gue o estresse causado durante a fase vegetativa diminuiu significativamente o
namero de folhas por plantas, assim como outros componentes de rendimento da
cultura do milho.

Variaveis morfolégicas como matéria seca de raizes, altura de plantas e nimero
de folhas estdo sendo empregadas para avaliacdo da tolerancia do milho e outras
culturas a deficiéncia hidrica (PINCELLI, 2010).

4.2.3 Areafoliar

Plantas do tratamento controle apresentaram os maiores valores de area foliar nas
trés épocas estudadas (Figura 10). Ndo houve diferenca significativa para os niveis
de irrigacdo na primeira época, pois as plantas estavam sob capacidade de campo.

Para os tratamentos sob DHM e DHS notou-se comportamento similar das

plantas, as quais apresentaram decréscimo de 26 e 31%, respectivamente, na terceira
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época de avaliacdo quando comparado com a primeira, mostrando que ambos
tratamentos apresentaram reducédo do desenvolvimento das plantas.

Analisando-se as laminas de irrigacdo, houve decréscimo na segunda e terceira
época de avaliacdo para DHM e DHS.

Santos et. al (2015) afirmam que plantas de milho submetidas a baixa
disponibilidade hidrica durante o estadio vegetativo apresentam decréscimo da area

foliar, influenciando no desenvolvimento da cultura.

Figura 10 — Area foliar (cm?) em func&o da época de avaliacéo e tratamentos
hidricos C, DHM e DHS em plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para as laminas e mindsculas para as épocas ndo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repeti¢des.

Lisar et al. (2012), discutem que a DH interfere na reducdo do desenvolvimento
da area foliar, fechamento dos estbmatos, aceleracao da senescéncia e na abscisédo
das folhas. Nascimento (2017), estudando plantas de milho sob DHS observou
reducdo da area foliar e decréscimos das taxas de fotossintese, afetando o
metabolismo celular.

Segundo Silva (2017) o decréscimo da area foliar resulta do processo de
respostas das plantas de milho submetidas a DH, as quais reduzem a area foliar com
intuito de diminuir a taxa de transpiracao.

Fatores bidticos e abibticos podem reduzir a area foliar da cultura do milho em

todas as fases de seu desenvolvimento. A manutencdo da area foliar no periodo
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vegetativo da cultura é primordial, pois nessa fase ocorre o desenvolvimento das

plantas e definicdo do potencial produtivo (ARAUJO, 2017).

4 3Parametros de biomassa

Para o estudo do acumulo de biomassa, avaliou-se parametros relacionados a
matéria seca e fresca de diferentes 6rgdos vegetais. A analise de variancia (Tabela 6)
indica que os fatores lamina de irrigacédo e época de avaliacdo influenciaram os indices
de matéria seca e fresca das folhas e colmo, havendo interac&o entre os fatores para

todas variaveis analisadas.

Tabela 6 — Analise de variancia para massa fresca de folhas (MFF), massa seca de
folhas (MSF), massa fresca do colmo (MFC) e massa seca do colmo
(MSC) em funcéo de diferentes niveis de deficiéncia Hidrica e épocas de
avaliacdo em plantas de milho doce

Fontes de variacdo Qraus de F calculado

Liberdade MFF MSF MFC MSC
Blocos 3 0.4253 0.2161 0.1183 0.5564
LAM 2 0.0005**  0.0005** 0.0000** 0.0004**
RES (A) 6 - - - -
EPO 2 0.0001**  0.0000** 0.0000** 0.0000**
LAM*EPO 4 0.0014**  0.0021** 0.0000** 0.0000**
Res (B) 18 - - - -
Total 35 - - - -
CV (%) Parcela 9.71 7.07 1.31 16.63
CV (%) Subparcela 11.03 8.10 2.44 8.95

**: gignificativo (p<0,01); CV: coeficiente de variacdo; LAM: Laminas de irrigacdo; EPO: Epoca de
avaliacéo.

4.3.1 Massa fresca e seca das folhas

Na primeira época de avaliacdo onde as plantas estavam sob capacidade de
campo, ndo houve diferenca significativa entre as laminas de irrigacdo para os
parametros analisados. No entanto os tratamentos sob DH causaram decréscimos na
massa fresca e seca das folhas na segunda e terceira época.

Sob DHM a MF das folhas variou de 92,67 a 100,89 g planta (Figura 11A), ndo

havendo diferenca significativa entre as trés épocas de avaliacdo. Entretanto, a DHS
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causou reducdo de 18% na MF das folhas na terceira época de avaliacdo quando
comparadas a primeira época.

As épocas néo interferiram na MS das folhas sob DHM e DHS, as quais
apresentaram variacdo de 13,91 a 14,52 g planta?® e 12,73 a 14,86 g planta’?,
respectivamente (Figura 11B).

Moraes (2017) estudando diferentes laminas de irrigacao e niveis de compactacéo
no solo na cultura milho observou menor quantidade de matéria seca em plantas
submetidas a menor disponibilidade hidrica.

O decréscimo da massa seca e fresca das folhas é resultado do nivel de DH
imposto a cultura do milho. Xavier et al. (2014), explica que a DHS reduz a pressao
de turgor e o fluxo nos vasos condutores. Esses fatores provocam decréscimo no
alongamento celular e no desenvolvimento das plantas, promovendo reducéo de area

foliar, altura e diametro, resultando em perda de biomassa vegetal.

Figura 11 — (A) Massa de matéria fresca; (B) Massa seca das folhas em funcao
da época de avaliacdo e tratamentos hidricos C, DHM e DHS em plantas de

milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para as laminas e mindsculas para as épocas ndo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repeti¢cées.

Plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica nos estagios vegetativos séo

favoraveis a senescéncia precoce das folhas, consequentemente ha uma reducéo na

fotossintese e, diretamente diminuicdo de producéo fitomassa (SILVA et al., 2012).

4.3.2 Biomassa fresca e seca do colmo
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As plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica sofreram decréscimo
significativo no acumulo e producdo de biomassa. Os resultados de massa fresca
(MFC) e seca do colmo (MSC) estéo apresentados na Figura 12 (A e B).

Na terceira época de avaliacdo, as plantas submetidas ao tratamento controle
acumularam 350,21 g planta' de MF do colmo, enquanto as plantas sob DHM
acumularam 217,51 g planta (Figura 12A). Ao analisar as plantas submetidas a DHS
nota-se que houve um decréscimo de 55% do acumulo de MF do colmo em relacéo
ao tratamento controle.

A MS do colmo (Figura 12B) apresentou na terceira época de avaliacédo reducéo
de 66% nas plantas sob DHS em relacéo as plantas do controle na mesma época de
avaliacdo. Entretanto as épocas de avaliacdo ndo influenciaram as plantas sob DHS,
as quais apresentaram resultados similares.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos DHM e DHS quando
comparados na segunda época de avaliacdo para os dois parametros de biomassa
do colmo.

A formacdo de biomassa pelo vegetal pode ser conceituada por uma relacdo
fisiol6gica simples, a qual se baseia na radiacdo absorvida e na eficacia de converséo
em matéria seca, sendo esse processo afetado pela deficiéncia hidrica nas plantas
(FERREIRA JUNIOR, 2013).

Figura 12 — (A) Massa de matéria fresca; (B) Massa seca do colmo em fung¢éo
da época de avaliacao e tratamentos hidricos C, DHM e DHS em plantas de

milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailUsculas para as laminas e mindsculas para as épocas nao diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repetigoes.
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Os parametros de biomassa foram influenciados a medida que a deficiéncia
hidrica se tornou mais DHS. Segundo Lisar (2012), os impactos causados pela DH se
desenvolvem de maneira gradual, sendo que a primeira resposta a falta de agua nas

plantas € a reducao do processo de crescimento e acimulo de biomassa.

4.3.3 Biomassa e volume das raizes

Para esses parametros, o fator lamina de irrigacao influenciou as variaveis massa
fresca das raizes (MFR), massa seca das raizes (MSR) e volume das raizes (VR),

conforme resumido na Tabela 7.

Tabela 7 — Analise de variancia para massa fresca (MFR), massa seca (MSR) e
volume das raizes (VR) em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia
hidrica em plantas de milho doce

Fontes de variacao Qraus de F calculado
Liberdade MFR MSR VR
Blocos 3 0.6878 0.9052 0.9063
LAM 2 0.0000** 0.0000** 0.0000**
RES 6 - - -
Total 11 - - -
CV (%) 5.50 10.24 3.88

**: significativo (p<0,01); CV: coeficiente de variacdo; LAM: Laminas de irrigacao.

O acumulo de massa fresca e seca das raizes e o volume das raizes durante o
ensaio estdo apresentados na Figura 14. As plantas do controle apresentaram média
de 297 g planta para MFR, 36 g planta! para MSR e 67 cm3 para volume de raizes.
Quando avaliou-se os mesmos parametros para plantas mantidas sob DHM e DHS,
as mesmas apresentaram decréscimo de 52 e 62%, respectivamente em relacédo ao
controle (Figura 13A). Para massa seca houve reducéo de 38 e 50% para DHM e DHS
respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre estes tratamentos (Figura
13B).

A analise do volume de raizes revelou que as plantas estressadas (DHM e DHS)
apresentaram decréscimo de 29 e 47% quando comparadas com o tratamento
controle (Figura 13C).

Avramova et al. (2016) analisaram diferentes gendtipos de plantas de milho sob
DHS. No final do ensaio observaram resultados similares ao presente ensaio, com

decréscimos acentuados de massa fresca, seca e volume de raizes de plantas
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submetidas a DHS. Os resultados afetaram a profundidade do sistema radicular,
largura e cobertura da superficie radicular.

Os resultados das variaveis de biomassa e volume das raizes demonstram que as
plantas ndo se adaptaram aos niveis de DH durante seu desenvolvimento. Um
importante processo adaptativo é a manutencdo do crescimento das raizes durante
periodos de menor disponibilidade de agua, o que permite que a planta tenha acesso
a agua em perfis mais profundos (ZHU et al., 2010).

Plantas submetidas a escassez hidrica apresentam decréscimo no turgor celular.
No entanto, as raizes se desenvolvem a procura de zonas Uumidas do solo. Dessa
forma, quando todas as camadas do solo estdo Umidas o sistema radicular tende a

permanecer na camada superficial do solo (OOSTEROM et al., 2016).

Figura 13 — (A) Massa fresca das raizes (g planta?); (B) massa seca das raizes
(g planta?) e (C) Volume de raizes (cm3) em funcéo tratamentos hidricos em

plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, com base no teste de Tukey (p<0,05). As
barras indicam o desvio padréo da média de quatro repetigdes.
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4.4 Massa seca total e indices de crescimento

Os indices de crescimento permitem avaliar as fracdes de biomassa provida em
diferentes érgaos das plantas, podendo sinalizar possiveis alteracdes fisioldgicas no
desenvolvimento das plantas submetidas a diversos estresses bibticos e abidticos.
Observa-se na Tabela 8 que o fator Ilamina néo influenciou nos indices de crescimento,
nao havendo diferenga significativa entre os tratamentos estudados. O parametro
massa seca total foi influenciado pelo fator lamina, observando diferenca significativa

entre os tratamentos.

Tabela 8 — Analise de variancia para area foliar especifica (SLA), fracdo de biomassa
total (LWR) e razdo da area foliar (LAR) em funcéo de diferentes niveis de deficiéncia
Hidricos.

Fontes de Graus de F calculado

variacao Liberdade MST SLA LWR LAR
Blocos 3 0.7223 0.1745 0.1227 0.6594
LAM 2 0.0000** 0Q.6067"ns 0.0648"s 0.2473ns
RES 6 - - - -
Total 11 - - - -
CV (%) 6.28 13.05 6.84 13.51

**: significativo (p<0,01); "s: ndo significativo; CV: coeficiente de variacdo; LAM: LaAminas de irrigagéo.

O acumulo de massa seca total durante o ensaio estdo apresentados na Figura
14. As plantas do controle apresentaram média de 96,15 g planta 1. Quando se avaliou
0 mesmo parametro para plantas mantidas sob DHM e DHS, as mesmas
apresentaram decréscimo de 45 e 57%, respectivamente em relagédo ao controle.

Wu et al. (2011), descreve que sob condicdes de baixa disponibilidade de dgua no
solo ou de alta demanda evaporativa, plantas de milho apresentam reducédo no
acumulo de matéria seca e transpiracdo. O didametro de colmo e a massa seca do
colmo séo indicadores de estresse hidrico em milho doce, por serem mais sensiveis

ao estresse.
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Figura 14 — Massa seca total em funcao tratamentos hidricos em plantas de

milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, com base no teste de Tukey (p<0,05). As
barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repeti¢des.

4.5Conteudo relativo de 4gua (CRA), perda de eletrdlitos e teor de pigmentos.

Plantas de milho doce submetidas a niveis de DH apresentaram alteracfes
fisiolégicas relacionadas a diminui¢cdo da disponibilidade hidrica. Os resultados da
analise de variancia para conteudo relativo de agua (CRA), perda de eletrélitos e teor
de pigmentos: clorofila a e b e carotenoides estdo sumarizados na Tabela 9.

Considerando o fator lamina de irrigacédo e época de avalia¢do, observou-se que
pelo teste F (p<.01) laminas e épocas diferiram entre si nas variaveis analisadas. Ha

interac&o entre os fatores, evidenciando assim que ambos sdo dependentes.
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Tabela 9 — Analise de variancia para conteudo relativo de agua no tecido foliar (CRA),
perda de eletrolitos (PE) e teor de pigmentos: clorofila a (Clo a), clorofila
b (Clo b) e carotenoides (Car) em funcdo de diferentes niveis de
deficiéncia Hidrica e épocas de avaliacdo em plantas de milho doce

Fontes de Graus de F calculado

variagao Liberdade CRA PE Clor a Clor b Car
Blocos 3 0.7151 0.7617 0.7156 0.0769 0.3674
LAM 2 0.0005** 0.0000** 0.0002** 0.0008** 0.0000**
RES (A) 6 - - - -
EPO 2 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
LAM*EPO 4 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
Res (B) 18 - - - - -
Total 35 - - - - -
CV (%) Parcela 3.62 2.67 6.06 8.14 3.85
CV (%) 2.40 3.32 351 1045  2.99
Subparcela

**: significativo (p<0,01); CV: coeficiente de variagdo; LAM: Laminas de irrigacédo; EPO: Epoca de

coleta.

4.5.1 Conteudo relativo de agua

Andlise do conteudo relativo de dgua (CRA) indica houve efeito significativo da
interacdo entre laminas e época (Figura 15). Observou-se que o maior CRA foi
encontrado nas plantas bem irrigadas (controle), variando de 80, 78 e 79% relativo as
épocas de avaliacdo, ndo havendo diferenca significativa entre elas.

Analisando as laminas de irrigacdo com efeito estressante, na primeira época de
avaliacdo, ndo houve diferenca significativa. Entretanto, sob DHM e DHS houve
decréscimo de CRA em 15 e 20% na segunda época, respectivamente, quando
comparadas ao tratamento controle. Para a terceira época de avaliacdo o decréscimo
foi mais acentuado, com reducao de 22 e 26% para DHM e DHS, respectivamente.

De modo geral as plantas submetidas aos tratamentos de DH apresentaram
reducgdes significativas na segunda e terceira época de avaliagdo. Souza et al. (2015)
notaram que o conteudo relativo de agua (CRA) nas folhas de milho foi afetado pela
deficiéncia hidrica, observando valores do CRA para as plantas submetidas a DH de
60%.
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Figura 15 — Conteudo relativo de agua nas folhas (%) em funcédo da época de
avaliacdo e tratamentos hidricos C, DHM e DHS em plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para as laminas e mindsculas para as épocas néo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repeti¢des.

Rios (2017) estudando gramineas sob deficiéncia hidrica encontrou resultados
semelhantes a este trabalho. Segundo o autor, a deficiéncia hidrica causa decréscimo

no CRA das folhas e em seguida diminui¢cdo da condutancia e fechamento estomatico.

45.2 Perdade eletrélitos

7

A perda de eletrolitos em tecidos foliares € um parametro que tém sido
amplamente utilizado para estimar danos causados por estresses em varias culturas
(ZHAO et al., 2009).

Os valores de perda de eletrélitos estdo apresentados na Figura 16, os quais
indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos aplicados. No inicio
dos tratamentos quando as plantas estavam sob capacidade de campo, a perda de
eletrolitos variou de 7,09 a 8,74%.

Os tratamentos sob DHS na segunda e terceira época de avaliacdo apresentaram
resultados de danos nas membranas mais acentuados (32 e 36% respectivamente).
No entanto as plantas submetidas a DHM indicaram valores menores em relagéo a
DHS, entre 21 e 28% na primeira e segunda epoca de avaliacéo, respectivamente. As
plantas submetidas ao tratamento controle mostraram integridade das membranas
celulares ao longo das trés épocas de avaliacdo, com valor maximo de perda de

eletrolitos de 10,83% na segunda época de avaliacao.
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Vidal (2015) observou que a DH aplicada em plantas de milho foi suficiente para
causar danos celulares nas folhas, indicando que a cultura € sensivel ao DH de maior

intensidade.

Figura 16 — Perda de eletrélitos (%) em funcéo da época de avaliacéo e
tratamentos hidricos C, DHM e DHS em plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para as laminas e mindsculas para as épocas néo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrao da média de quatro repeticdes.

Alteragcbes na permeabilidade da membrana celular causada por estresses
abidticos séo indicadores fisioldgicos muito utilizados para determinar estresses em
plantas. A DH pode causar rompimento da membrana celular, o que em geral, resulta
em extravasamento da seiva celular e aumento da condutividade elétrica relativa (LU
et al., 2017).

Quando a permeabilidade da membrana celular é alterada pela ruptura das
mesmas, pode haver perda de eletrdlitos, resultando na morte de células vegetais.
Maior perda de vazamento eletrolitico implica em menor toleréncia das células a
determinados estresses (WIJEWARDANA et al., 2016).

4.5.3 Teor de pigmentos

Os resultados das anélises de teor de pigmentos estdo apresentados na Figura

17. As maiores taxas de clorofila a e b e carotenoides foram verificados na primeira
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época de avaliacdo. Com o inicio dos tratamentos de DH, houve decréscimo
acentuado dos teores de pigmentos, principalmente para clorofila b.

Analisando-se o tratamento DHM, nota-se que n&o houve diferenca significativa
entre a segunda e a terceira época de avaliacdo para clorofila b e carotenoides. Os
mesmos apresentaram variacao de 2,6 a 3,8 ug cm2 de folha para clorofilab e 2,8 a
2,9 ug cm2 de folha para carotenoides (Figura 17A e C).

Para DHS os teores de pigmentos foram influenciados pela duragéo do estresse,
observando que houve diferencga significativa entre as trés épocas. A clorofila b se
mostrou mais sensivel a DH em que as plantas foram submetidas (Figura 17B).

Segundo Streit et al. (2005) as clorofilas podem ser facilmente degradadas por
possuirem estrutura quimicamente instavel. Portanto, plantas submetidas a DH tém
0s pigmentos afetados, apresentando como impacto direto decréscimo da eficiéncia
fotossintética.

Em diversas culturas como trigo (ZAEFYZADEH et al., 2009), cana-de-acgucar
(SILVA et al, 2013), girassol (MANIVANNAN et al., 2014) e milho (MIRI e ARMIN,
2013) tém sido observado reducéo nos teores de clorofilas quando as plantas sé&o
submetidas a DH.

Meher et al. (2017) estudando diferentes tipos de estresses em plantas de sorgo
observaram que os maiores valores de clorofila a e b e carotenoides foram
encontrados no tratamento controle e as variaveis foram afetadas com a intensidade
do estresse, influenciando a capacidade fotossintética do sistema vegetal. O
decréscimo no teor de pigmentos foliares podem interferir diretamente na capacidade
fotossintética maxima e, por consequéncia na producédo das culturas (TERZI et al. al.,
2010).

Segundo Silva, et al. (2014) a analise dos pigmentos foliares torna-se um indicador
eficaz para verificar a integridade e sanidade das células no decorrer do processo da

fotossintese.
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Figura 17 — (A) Clorofila a (ug cm2de folha); (B) Clorofilab (ug cm2de folha) e
Carotenoides (ug cm2de folha); (C) em funcado da época de avaliagao e
tratamentos hidricos C, DHM e DHS em plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para as laminas e mindsculas para as épocas ndo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrdo da média de quatro repeticdes.

4.6Trocas gasosas

Durante a imposicdo dos tratamentos com DH, realizou-se trés avaliagbes de
parametros fotossintéticos, de maneira ndo destrutiva, com auxilio de um analisador
portétil de trocas gasosas (IRGA). A partir da andlise de variancia dos resultados
(Tabela 10), foi possivel diagnosticar que os fatores lamina de irrigagdo e época de
avaliagdo, tiveram influéncia sobre os parametros fotossintéticos, além de eventos

como a condutancia estomatica, concentracao interna de COz2 e transpiragao.
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Tabela 10 — Andlise de variancia para parametros de trocas gasosas: fotossintese (A),
condutancia estomatica (gs), concentragdo interna de CO:2 (Ci), e
transpiracédo (E) em resposta a diferentes niveis de deficiéncia Hidrica e
épocas de avaliacdo em plantas de milho doce

Fontes de Graus de F calculado

variagdo Liberdade A Os Ci E
Blocos 3 0.4471 0.1666 0.0486 0.4355
LAM 2 0.0000**  0.0000**  0.0000**  0.0000**
RES (A) 6 - - - -
EPO 2 0.0000** 0.0000**  0.0000**  0.0000**
LAM*EPO 4 0.0000**  0.0000**  0.0000**  0.0000**
Res (B) 18 - - - -
Total 35 - - - -
CV (%) Parcela 1.86 3.33 7.62 4,77
CV (%) Subparcela 2.35 5.68 4.81 3.74

**: significativo (p<0,01); CV: coeficiente de variagdo; LAM: Laminas de irrigacdo; EPO: Epoca de
coleta.

Com os dados obtidos, construiu-se graficos para distribuicdo dos diferentes
parametros avaliados (Figura 18). Houve comportamento semelhante das plantas na
primeira época de avaliacdo, ndo havendo diferenga entre as laminas de irrigacédo
para as variaveis analisadas. Este resultado reflete que as plantas estavam com bom
nivel de hidratacdo, em etapa imediatamente anterior ao inicio dos tratamentos,
apresentando apenas pequenas diferencas, sem significancia.

As plantas do tratamento controle apresentaram comportamento fotossintético (A,
Fotossintese liquida) semelhante para segunda e terceira época de avaliagdo, com
acréscimo de 11 e 13% em relacdo a primeira época de avaliacdo, respectivamente
(Figura 18A). Por outro lado, quando as plantas foram mantidas sob DHM e DHS,
houve diferenca significativa entre as trés épocas analisadas com decréscimo de 31
e 74% respectivamente, para a terceira época analisada em relacéo a primeira.

Plantas de milho doce cultivadas sob DHS apresentaram na terceira época de
avaliacdo, reducdo acentuada de 82% da condutancia estomatica (gs) em relacéo a
primeira época de avaliacdo (FIGURA 18B). Houve também decréscimo nos valores
de conduténcia estomatica nas plantas sob DHM e DHS, havendo diferenga
significativa entre elas.

A transpiragao (E) sofreu aumentou gradualmente para o tratamento controle nas

trés épocas analisadas (Figura 18C). Entretanto, plantas mantidas sob DHM e DHS



66

aumentaram E, em comportamento semelhante ao observado para condutancia
estomatica. Assim, os resultados mostram que o decréscimo de gs pode promover
reducdo nas taxas transpiratorias das plantas.

Assim como pode ser observado para diferentes respostas a estresses fisicos, o
decréscimo de condutancia estomatica no presente ensaio, pode ter influenciado as
taxas de concentracéo interna de CO2 (Figura 18D) devido ao estresse por DH. Desta
forma é possivel inferir, face aos resultados alcancados, que as variaveis analisadas
séo interdependentes, exercendo influéncia na capacidade fotossintética das plantas.

De maneira geral, a melhor atividade fotossintética foi encontrada nas plantas do
controle, com acréscimo gradual da fotossintese liquida, acompanhada pela
transpiragdo. Ja para a condutancia estomatica e concentragdo interna de COz, as
plantas submetidas a este tratamento apresentaram resultados semelhantes para as
trés épocas de avaliacao.

Brito et al. (2013) estudando plantas de milho doce sob diferentes regimes de
irrigacdo corroboram com os resultados deste ensaio. Os autores observaram
decréscimo nas variaveis de trocas gasosas em funcdo da DH. Peloso et al. (2016)
argumenta que plantas sob condicfes mais severas de DH, tendem a diminuir taxas
fotossintéticas devido a inibicdo de processos metabdlicos especificos.

Silva et al. (2015) destacam que 0 aumento nos valores de concentracao interna
de CO:2 pode estar relacionado com o incremento da condutancia estoméatica. Desta
forma, o principal fator da reducdo do desempenho fotossintético seria a condutancia
estomatica, pois quanto maior a abertura estomatica maior a difusdo de CO:2 para a
camara subestomatica. Esse processo causa reducdes na fotossintese e promove o
decréscimo de acumulo de biomassa pela planta (TATAGIBA et al., 2015).

Plantas submetidas a DH apresentam como uma de suas principais respostas a
reducdo das taxas transpiratérias. Assim, ocorre o decréscimo da condutancia
estomatica pelo fechamento dos estdbmatos, colaborando para a manutencdo do
potencial hidrico celular (RONCHI et al. 2015).
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Figura 18 — (A) Fotossintese liquida (A; ymol CO2 m? s1); (B) condutancia

estomatica (gs; mol H20 m? s1); (C) transpiracdo (E mmol H20 m s1); (D)

concentracdo interna de CO2 (Ci; pmol CO2mol ar''), em funcdo da época de

avaliacdo e tratamentos hidricos C, DHM e DHS em plantas de milho doce.
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4.7 Analises bioquimicas

Assim como discutido para as trocas gasosas, 0s parametros bioquimicos sédo de
grande importancia para o entendimento da capacidade de resposta das plantas frente
a deficiéncia hidrica. No presente ensaio, avaliou-se teor de proteinas e trés enzimas
relacionadas com o SRA — Sistema de resposta antioxidativo, a SOD, CAT e POD.
Além disso, monitorou-se a atividade da NR — Nitrato redutase, relacionada ao
processo de reducao assimilatéria do nitrato.

Conforme resumido na Tabela 11, os fatores lamina de irrigacdo e época de
avaliacdo influenciaram os teores de proteina soluvel total (PTS) bem como a

atividade das enzimas antioxidativas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
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peroxidase (POD) em tecido foliar das plantas de milho doce. Igualmente, a enzima
NR também foi induzida pelo estresse fisico de forma temporal e em funcdo da
severidade do estresse. Houve interacdo entre os fatores para todas as variaveis
analisadas.

Tabela 11 — Analise de variancia para teor de proteina soluvel total (PTS), atividade
das enzimas Nitrato redutase (NR), Superéxido dismutase (SOD),
Peroxidase (POD) e Catalase (CAT) em funcdo de diferentes niveis de
deficiéncia Hidrica e épocas de avaliacdo em tecido foliar de milho doce

Fontes de Graus de F calculado

variacao Liberdade PTS NR SOD POD CAT
Blocos 3 0.2281 0.5188 0.2911 0.4169 0.0434
LAM 2 0.0002** 0.0006** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
RES (A) 6 - - - - -
EPO 2 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
LAM*EPO 4 0.0001** 0.0000** 0.0000** 0.0000** 0.0000**
Res (B) 18 - - - - -
Total 35 - - - - -
CV (%) Parcela 8.26 10.85 7.87 8.79 9.94
CV (%)

9.04 10.82 5.92 7.06 8.43

Subparcela

**: significativo (p<0,01); CV: coeficiente de variagdo; LAM: Laminas de irrigacédo; EPO: Epoca de
coleta.

No inicio dos tratamentos as plantas apresentaram teores de proteinas em média
de 18,1 mg g* MF, ndo havendo diferenca significativa entre as laminas de irrigacdo
(Figura 19A). No entanto, na segunda época de avaliacdo as plantas sob DHM e DHS
apresentaram valores de 13,9 e 13,7 mg g' MF, com decréscimo de 22 e 24%
respectivamente, em relacdo ao tratamento controle. Plantas do controle
apresentaram média de 18,26 mg g* MF nas trés épocas de avaliacdo. Assim, de
maneira geral, houve decréscimo nos teores de proteinas em plantas sob DHM e DHS,
porém, ndo houve diferenca significativa entre a primeira e a segunda época de
avaliagéo.

A atividade da SOD foi semelhante para a primeira e terceira época de avaliacao
para o tratamento controle, havendo diferenca apenas para a segunda época (Figura
19B). Sob DHM as plantas apresentaram acréscimo de 64% na atividade da enzima
na terceira época de avaliagdo em relacdo a primeira época. Plantas cultivadas sob
DHS exibiram acréscimo acentuado da atividade da SOD, apresentando aumento de

115%, havendo diferenca significativa entre as épocas avaliadas.
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A atividade da peroxidase nas folhas sob DHS foi 130% superior na terceira época
de avaliagdo comparando com o tratamento controle na mesma época de avaliacao
(Figura 19C). Houve aumento da atividade da enzima em todos os tratamentos
hidricos. No entanto sob tratamento controle as plantas apresentaram valores de
1229,79 a 1510,13 pkat yg proteinal, enquanto as plantas sob DHM apresentaram
aumento de 98% na terceira época de avaliacdo. Sob DHS apresentaram acréscimo
de 172% em relacéo a primeira época.

Durante o periodo experimental a atividade da catalase nas folhas sob tratamento
controle foi em média 83 pkat ug proteina™, havendo diferenca significativa apenas
para a primeira época de avaliacdo (Figura 19D). Porém, sob DHM e DHS na terceira
época de avaliacdo, as plantas apresentaram acréscimo de 200 e 347% em relacao a
primeira época de avaliacao.

Houve reducao na atividade da enzima nitrato redutase em funcéo da intensidade
da DH impostas as plantas. Sob tratamento controle houve um aumento de 10 % da
atividade da enzima na terceira época de avaliacdo quando comparada com a primeira
época (Figura 19E). No entanto sob DHM houve reducédo de 39% na terceira época
de avaliacdo e 57% para as plantas submetidas a DHS quando comparadas a primeira
época de avaliacao.

O estresse hidrico causa diversos efeitos negativos ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, alterando as relacdes agua-planta, capacidade de
trocas gasosas e turgor celular. Estudos frequentes em vérias culturas tém sido
observado que sob DH as plantas acumulam solutos com intuito de reduzir o potencial
osmotico e manter o turgor celular (PERVEEN et al., 2016).

No entanto, no presente ensaio, verificou-se reducao nos teores de proteinas nas
folhas de acordo com a intensidade e severidade do estresse. Souza et al. (2014)
explica que a DH diminui as concentracdes de proteinas soluveis nas folhas pelo
aumento da atividade das enzimas proteoliticas, que degradam as proteinas,

diminuindo a sintese das mesmas.
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Figura 19 — (A) Teor de proteina solavel total (PTS); (B) atividade das enzimas
superéxido dismutase (SOD); (C) atividade da peroxidase (POD); (D) catalase (CAT);

(E) Nitrato Redutase (NR) em funcéo da época de avaliacao e tratamentos hidricos C,

DHM e DHS em plantas de milho doce.
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Médias seguidas pela mesma letra mailsculas para as laminas e mindsculas para as épocas ndo diferem entre
si pelo teste Tukey (p<0,05). As barras indicam o desvio padrao da média de quatro repeti¢des.
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As plantas tém desenvolvido respostas bioquimicas para sobreviver em meio a
DH e essas respostas, que sao formadas por um sistema antioxidativo (SRA), tém
sido estudadas como indicadores/marcadores de estresse em plantas. O aumento da
atividade de enzimas como SOD, CAT e POD em plantas sob condi¢ées de DH tem
contribuido a tolerancia em trigo (ZAEFYZADEH et al., 2009) e milho (CHUGH et al,
2013), reduzindo os impactos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO).

Diversos estudos tém demonstrado o papel dos mecanismos antioxidativos
enzimaticos na protecdo contra o estresse oxidativo induzido pela deficiéncia hidrica
em diferentes culturas como soja e milho (VASCONCELOS et al., 2009), de acordo
com os autores 0 aumento da atividade de enzimas como SOD, CAT e PODs estao
associadas com a manutencdo dos niveis de peroxidacéo de lipidios sob condicdes
de estresse.

Anjum et al. (2017), observaram aumento da atividade das enzimas catalase e
superéxido dismutase em plantas de milho sob deficiéncia hidrica severa (DHS).
Avramova et al. (2017) estudando os mecanismos de defesa antioxidante contra o
estresse oxidativo causado pela DH concluiram que o acréscimo na atividade das
enzimas como SOD, CAT e POD esta relacionado com a manutencao do equilibrio
oxidativo sob condicdes de estresse.

No presente estudo, houve aumento da atividade das enzimas analisadas em
resposta a intensidade e severidade do estresse. Estudos indicam que a atividade de
uma ou mais enzimas antioxidantes, como SOD e POD é observada em plantas
expostas a condicbes estressantes e o aumento de suas atividades podem estar
relacionados ao aumento da tolerancia ao estresse (NUNES et al., 2017). Juntamente
com outros processos fisiolégicos, a eficacia do sistema antioxidativo aumenta a
tolerancia da planta ao estresse, diminuindo os efeitos das ERO.

Verificou-se que a maior atividade da SOD nas condi¢des de estresse promoveu
maiores atividades da CAT e POD. Isto pode ser explicado pelo fato de a SOD ser a
primeira enzima envolvida no sistema de defesa das plantas, atuando na dismutacao
do radical superéxido ("O27) em peroxido de hidrogénio (H202), substrato de catalise
da peroxidase (Gill e Tuteja, 2010).

No entanto, dentre as enzimas avaliadas nas folhas, a DH promoveu aumentos
substanciais na atividade da CAT. Jaleel et al., (2009) afirmam que o aumento da
atividade desta enzima ocorre em virtude da mesma ser a principal enzima a catalisar

a eliminacdo do H202. Akcay et al. (2010) inferem que a CAT € uma das enzimas mais
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eficazes na defesa contra processos oxidativos. Assim, elevadas atividades das
enzimas em milho doce sob condicbes de estresse representam uma melhor
capacidade de aclimatacdo da espécie.

A enzima nitrato redutase é a principal enzima responsavel pela assimilagdo de
nitrogénio pelos vegetais, nutriente importante para o desenvolvimento das plantas.
No entanto, a atividade desta enzima sofre influéncia negativa da disponibilidade de
agua no solo (RHEIN et al., 2011).

A atividade da nitrato redutase é sensivel a condutancia estomatica, ao passo que
o fechamento dos estdmatos, decorrente da DH nas plantas prejudica tanto a taxa
fotossintética quanto a atividade da enzima (ANDRADE NETTO, 2005). Nota-se no
presente ensaio que a medida que aumentou a intensidade da DH nas plantas, houve
decréscimo na atividade da nitrato redutase e condutancia estomatica.
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5 CONCLUSOES

. Tratamentos com deficiéncia hidrica alteraram drasticamente todas as taxas de

crescimento das plantas de milho doce, em funcéo da severidade;

. A deficiéncia hidrica causou alteracdes fisiol6gicas que interagiram entre si,
como os parametros de rela¢des hidricas, trocas gasosas e teor de pigmentos;

. Plantas de milho doce cultivadas sob deficiéncia hidrica, apresentaram perfil
bioquimico distinto, com indug&o de enzimas antioxidativas e prejuizo na assimilagédo

do nitrato, devido a diminui¢do da atividade da Nitrato redutase;

. Concluiu-se por fim, com base em todos os parametros avaliados, que a cultura
do milho doce é muito sensivel a deficiéncia hidrica e que, na fase em que foi aplicada

(V7), provavelmente exercera forte influéncia sobre a producéo vegetal.
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