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RESUMO

O déficit hidrico ocorrendo juntamente com a desfolha sdo tipos de estresses nos quais as
plantacdes de milho (Zea mays L.) estdo suscetiveis, € ndo ha estudos na literatura
investigando ambos os estresses nos estdgios iniciais de desenvolvimento do milho.
Mudangas climéaticas tém aumentado nas ultimas décadas trazendo consigo a secas e chuvas
de granizo, levando a perdas de producdo. A fim de amenizar os efeitos que estes estresses
causam no milho destacam-se as poliaminas como a putrescina, que ajuda na prote¢ao contra
danos oxidativos e auxilia no desenvolvimento celular. Assim, o objetivo deste estudo foi
determinar as alteragcdes morfofisioldgicas e bioquimicas na aplicacdo exdgena de putrescina
50 uM em plantas sob desfolha submetidas ao déficit hidrico. O experimento foi realizado em
vasos, € as plantas foram submetidas a quatro tratamentos com a desfolha no estdgio de quatro
folhas totalmente expandidas: irrigado sem putrescina e irrigado com putrescina, déficit
hidrico sem putrescina e déficit hidrico com putrescina. Parametros morfométricos, como
trocas gasosas, fluorescéncia da fotossintese, morfologia das raizes e conteudo de nutrientes,
foram avaliados aos sete dias apds o déficit hidrico. As plantas de milho desfolhadas e
irrigadas, em comparacdao com as plantas desfolhadas sob déficit hidrico apresentaram menor
altura, diametro do caule, comprimento, nutrientes € menores valores em dados morfologicos
das raizes. A aplicagdo da putrescina gerou valores menores na concentragdo de alguns
nutrientes, porém sua aplica¢do ndo apresentou diferencas na producdo nem efeitos deletérios
nas plantas, ndo demonstrando grandes beneficios na recuperacdo do milho desfolhado sob o

déficit hidrico.
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ABSTRACT

Water deficit occurring together with defoliation are types of stress to which maize (Zea mays
L.) crops are susceptible, and there are no studies in the literature investigating both stresses
during the early stages of maize development. Climate change has increased in recent
decades, bringing droughts and hailstorms that lead to yield losses. To mitigate the effects
these stresses cause in maize, polyamines such as putrescine stand out, as they help protect
against oxidative damage and assist cellular development. Thus, the objective of this study
was to determine the morphophysiological and biochemical changes resulting from the
exogenous application of 50 uM putrescine to defoliated plants subjected to water deficit. The
experiment was conducted in pots, and the plants were subjected to four treatments with
defoliation at the four fully expanded leaves stage: irrigated without putrescine, irrigated with
putrescine, water deficit without putrescine, and water deficit with putrescine. Morphometric
parameters such as gas exchange, chlorophyll fluorescence, root morphology, and nutrient
content were evaluated seven days after the onset of the water deficit. Defoliated and irrigated
maize plants, compared with defoliated plants under water deficit, showed lower height, stem
diameter, root length, nutrient content, and lower values for root morphological traits.
Putrescine application produced lower concentrations of some nutrients; however, its
application did not result in differences in yield nor cause deleterious effects on the plants,

showing no significant benefits for the recovery of defoliated maize under water deficit.

Keywords: Putrescine; Water deficit; Mechanical stress; Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma commodity ¢ um dos cereais de maior produtividade em
todo mundo. Esta cultura desempenha um papel de destaque, sendo predominantemente
empregada na producgdo de ragdes, especialmente para o setor de producdo animal e também
para a alimenta¢do humana. No Brasil, a produ¢do da safra 2022/2023 chega a 131.865,9 mil
toneladas (CONAB, 2023). Além disso, o milho brasileiro estd ganhando crescente
proeminéncia no cenario internacional de comércio agricola. O Brasil ocupa a terceira posi¢ao
como produtor mundial de milho e detém o titulo de maior exportador desse cereal, que esta
entre os trés mais cultivados em todo o planeta (COELHO, 2023).

No decorrer do crescimento e desenvolvimento, as plantas de milho podem estar
susceptiveis a varios fatores ambientais, como os estresses bidticos e abidticos (ARSHAD,
2022). Dentre estes estresses, destacam -se o déficit hidrico e o dano mecanico. O déficit
hidrico pode levar a diminuicdo da produtividade e prejudicar o crescimento das plantas,
podendo provocar alteracdes em suas fungdes metabodlicas e resultar em uma redugdao na
capacidade de absor¢do de luz, devido a producdo reduzida de pigmentos fotossintéticos
(ARSHAD, 2022).

Segundo calculos da FAO (2021) o déficit hidrico resultou em prejuizos diretos de
cerca de US$ 29 bilhdes na agricultura de nagdes em desenvolvimento entre os anos de 2005
e 2015. A magnitude das perdas de rendimento do milho varia significativamente, entre 30%
e 90%, dependendo da intensidade e duracdo do déficit hidrico, bem como do estadio de
desenvolvimento da cultura. O primeiro estadio de desenvolvimento do milho € o vegetativo
que se inicia na emergéncia das folhas até o pendoamento, no qual o presente trabalho ira
avaliar o efeito do déficit hidrico e estresse mecanico. De acordo com Mi et al. (2018), o
estresse hidrico no crescimento vegetativo do milho reduz a matéria seca com diminui¢ao na
altura e no tamanho das folhas, atraso na emergéncia das pontas das folhas, no tamanho das
espigas e na formacao de graos, com maior impacto na producao de graos quando o estresse
ocorre na fase reprodutiva em comparagdo com a fase vegetativa. Tais impactos ocorrem
porque as plantas necessitam de dgua para a producdo de recursos fotossintéticos suficientes
para atingir o maximo desenvolvimento (ASLAM et. al, 2015). Os efeitos morfofisioldgicos
do déficit hidrico ocorrendo juntamente com o estresse mecanico de desfolha nos estadios
iniciais de desenvolvimento do milho ainda ndo sdo conhecidos.

O déficit hidrico desencadeia mudancas nas plantas, afetando a fotossintese, a

respiracdo e o crescimento celular (CAMPOS; SANTOS; NACARATH, 2021). As plantas,



quando expostas a esse estresse, reagem ajustando os niveis de proteinas e metabolitos como
acidos organicos presentes na respiragdo celular, a fim de aumentar os mecanismos de defesa
(PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018). E reconhecido que o caminho respiratorio
mitocondrial, incluindo o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), ¢ altamente suscetivel ao
déficit hidrico. Pesquisas realizadas com plantulas de milho indicam um aumento nos niveis
de metabolitos do ciclo do TCA, como malato e succinato, € com uma redugdo nos niveis de
chiquimato e fumarato como resposta ao déficit hidrico (SUN et al., 2016). A elevada taxa do
ciclo do TCA indica uma maior atividade metabodlica nas mitocondrias, resultando na
produgdo aumentada de redutores e trifosfato de adenosina (ATP) em situagdes de estresse
(CHE-OTHMAN et al., 2020).

Nesse contexto de intempérie climatica, os danos fisicos aos 6rgaos das plantas ¢ um
estresse que prevalece em todo o mundo, ocasionados por chuva de granizo, ventos e baixas
temperaturas. O trafego por maquinarios agricolas também pode gerar esses danos, além de
pragas e doengas, caracterizando uma perda na parte aérea denominada desfolha.
Normalmente, essas consequéncias indesejaveis durante o ciclo de crescimento da cultura de
milho costumam afetar negativamente o rendimento final (SOAVE; WETZEL, 1987;
COPETTI, 2021). No entanto, ha outras pesquisas que indicam que o desfolhamento precoce
das plantas de milho pode permitir a retomada do crescimento, sem resultar em perdas
significativas de produtividade (KARAM, 2020). O impacto do estresse mecanico varia de
acordo com o estddio de desenvolvimento em que ocorre, na intensidade do estresse e na
condicdo ambiental em que a planta se encontra, uma vez que o milho ¢ mais sensivel durante
a fase de florescimento, resultando em perdas no desenvolvimento das espigas, no nimero e
na massa dos graos (LI; LIU; GU, 2010; NEIVERTH, 2021).

Segundo Ferreira (2022) a recuperagdo das plantas de milho apods a desfolha precoce
em estadio V4 (quarta folha totalmente desenvolvida) apesar de apresentarem menor altura e
diametro de colmo tiveram boa recuperagao, apresentando curva de crescimento semelhante
as plantas nao desfolhadas. Isso pode ser explicado pela alta produgdo de fitormonios devido
ao prevalecimento da zona meristematica foliar abaixo do nivel do solo até o estadio
vegetativo V6 (sexta folha totalmente desenvolvida), fazendo com que as reservas energéticas
sejam direcionadas a recuperacao da parte aérea.

Sangoi et al. (2014) relata que diferentes genotipos de milho, estagios de desfolha e
sua relagdo com o rendimento de graos revelou que danos significativos ocorrem quando a
desfolha ocorre durante a fase de floragdo do milho, especialmente no estadio R1 (estadio

reprodutivo de enchimento dos graos). O aumento na desfolha prejudica a relagdo entre as



partes da planta responsaveis pela producdo de energia e aquelas que consomem energia,
levando a uma redu¢do no rendimento de graos. As fases de floragdo e enchimento de graos
sdo as mais suscetiveis a esses danos.

Com isso, espera-se que o déficit hidrico e o estresse mecanico causem grandes
influéncias na mofofisiologia vegetal, podendo gerar perdas de produtividade significativas.
Compreender as respostas das plantas de milho a esses estresses ¢ fundamental para
desenvolver estratégias de manejo eficazes que minimizem tais perdas de produtividade e
garantam a resiliéncia da cultura diante de condi¢des climaticas adversas. Isso inclui o
monitoramento das plantas em diferentes estdgios de desenvolvimento e a implementagao de
medidas para mitigar os impactos negativos do déficit hidrico e do estresse mecanico.

Desta forma, quando as plantas de milho passam por dois fatores estressantes
simultaneamente, como déficit hidrico e desfolha, ¢ importante entender o impacto desses
fatores morfofisioldgicos e bioquimicos nessas plantas. Além disso, em paises com grande
diversidade climatica, estes fatores podem ocorrer concomitantemente afetando sua producao.
Assim, como as plantas responderiam a estes fatores ainda precisa de estudo e elucidagao dos
mecanismos envolvidos na resposta a estes estresses.

Baseado neste contexto, existem diversos trabalhos que visam diminuir o impacto de
estresses abioticos nas plantas, como a aplicagdo direta de bioestimulantes (NANDY, 2023).
As poliaminas s3o consideras bioestimulantes e estdo relacionadas com o direcionamento de
proteinas, estabilizagdo e protecdo das membranas bioldgicas, que sdo suscetiveis a danos
oxidativos causados por diversos tipos de estresses abioticos (CHEN, 2019). A putrescina ¢
um composto organico naturalmente presentes em todas as células das plantas e
desempenham papéis essenciais em diversos processos fisiologicos como desenvolvimento
radicular, floragcdo e frutificagdo, divisdo celular, inducdo da dobradura de proteinas, sintese
de DNA, mecanismo fotossintético e de defesa e o principal alvo deste trabalho, a capacidade
de induzir resposta a estresses (SANTANEN, 2000; CHEN, 2019; KAMIAB, 2020). A
quantidade total de putrescina presente nas plantas estd correlacionada diretamente com sua
capacidade de tolerar o déficit hidrico independentemente da concentracdo de outras
poliaminas, indicando que a putrescina desempenha um papel crucial na melhoria da
resisténcia das plantas ao déficit (ALCAZAR, 2010). A administra¢io externa de poliaminas,
como a putrescina, pode contribuir para aumentar a resisténcia do milho ao déficit hidrico e a
desfolha. Isso ocorre por meio da ativagdo de mecanismos de defesa antioxidante, da indugdo
da produgdo de fitohormonios e da regulagdo do metabolismo interno de poliaminas (LI,

2015; 2018). Em Ctenanthe setosa (Rosc.) Eichler, a aplicagdo externa de poliaminas causou



uma mudanca nos efeitos do déficit hidrico sobre os danos teciduais e o enrolamento foliar
induzido pela desidratagdo. Nesse processo, as poliaminas desempenharam um papel
significativo ao aumentar a tolerancia osmotica e melhorar a concentragdao de prolina, ao
mesmo tempo em que reduziram os niveis de agucares e proteinas soliveis (SARUHAN,
2006).

Desta forma, como as plantas de milho sob déficit hidrico e desfolha responderiam
com a aplicacdo de putrescina? Este bioestimulante atenuaria o efeito destes estresses na
morfofisiologia, bioquimica e produtividade do milho? Quais os mecanismos a putrescina
induziria nas respostas das plantas em ambos os estresses? Estas perguntas precisam ser
elucidadas e este projeto possibilita responder cada uma delas. Ademais, na literatura, sao
escassos os trabalhos envolvendo este bioestimulante na resposta de milho com déficit hidrico
e desfolha no metabolismo dos 4cidos organicos.

Assim, o milho desempenha um papel de destaque na agricultura, sendo uma cultura
essencial para a producdo de alimentos e ra¢cdes em todo o mundo. Com a producdo brasileira
atingindo niveis significativos e o pais ocupando uma posicao de destaque no cendrio global
de exportagdes, a pesquisa que visa entender como o milho responde a estresses ambientais,
como o déficit hidrico e a desfolha, torna-se crucial para a seguranga alimentar ¢ a
sustentabilidade agricola em escala global. O uso de bioestimulantes, como a putrescina,
oferece promissoras solugdes para mitigar os impactos negativos desses estresses, destacando
a relevancia dessa pesquisa para a agricultura tanto no Brasil quanto no mundo. O estudo
busca ampliar o entendimento sobre o metabolismo do carbono em plantas, contribuindo para
o desenvolvimento de sistemas agricolas mais sustentaveis e resilientes. Considerando a
escassez de pesquisas que avaliem simultaneamente os efeitos do déficit hidrico, do estresse
mecanico e da aplicacdo de bioestimulantes, a investigagdo concentra-se em preencher essa
lacuna. Seus objetivos principais sdo: analisar as alteracdes morfofisiologicas em plantas de
milho submetidas aos dois tipos de estresse e avaliar a atuacdo da putrescina quando ambos os

fatores estressantes estiao presentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MILHO

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das culturas agricolas mais importantes do mundo,
sendo cultivado em larga escala em praticamente todos os continentes. Originario da América
Central, o milho foi domesticado ha cerca de 9 mil anos por civilizagdes indigenas, tendo
desempenhado papel central nas culturas pré-colombianas. Atualmente, o grao ¢ considerado
um dos pilares da seguranga alimentar global, ao lado do trigo e do arroz (SOUZA et al.,
2020).

Sua versatilidade ¢ um dos principais fatores que explicam sua ampla difusdo e
importancia econdmica. O milho pode ser utilizado na alimentagdo humana, na nutri¢do
animal, na produ¢ao de biocombustiveis, na induastria alimenticia e farmacéutica, além de
outras aplicagcdes industriais. No Brasil, o milho ocupa posi¢do estratégica tanto no
abastecimento interno quanto nas exportacdes, sendo o segundo maior produtor mundial, atras
apenas dos Estados Unidos (CONAB, 2024).

A produgdo brasileira de milho se concentra, principalmente, nas regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste, sendo influenciada por fatores como clima, tecnologia empregada e
politicas agricolas. Nos ultimos anos, o avango tecnoldgico no setor agropecuario, incluindo o
uso de sementes geneticamente modificadas e sistemas de plantio direto, tem contribuido
significativamente para o aumento da produtividade (EMBRAPA, 2023).

Além de sua relevancia econdmica, o milho também possui valor social,
especialmente para pequenos produtores e comunidades tradicionais, que dependem da
cultura para subsisténcia e renda. Em contextos internacionais, o milho ¢ considerado uma
commodity estratégica, com impacto direto nos pregos globais de alimentos e na politica
agricola de diversas nagdes (FAO, 2022).

Diante disso, compreender a importancia do milho no Brasil e no mundo exige uma
abordagem multidimensional, considerando fatores agrondmicos, econdmicos, sociais €
ambientais. A andlise dessa cultura permite ndo apenas avaliar seu papel na cadeia produtiva
global, mas também refletir sobre os desafios da agricultura contemporanea, como a

sustentabilidade, a seguranga alimentar e a inovagao tecnolégica.
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2.2 MUDANCAS CLIMATICAS

As mudancas climaticas contemporaneas sao caracterizadas por alteracdes duradouras
nos padroes climaticos globais, impulsionadas principalmente pelo aumento das
concentragdes de gases de efeito estufa oriundos de atividades humanas, como queima de
combustiveis fosseis, desmatamento e agropecuaria intensiva, resultando em aquecimento da
superficie terrestre e maior frequéncia de extremos climaticos (secas, ondas de calor,
precipitacdes intensas). Essas alteragdes ja vém modificando regimes pluviométricos e
térmicos, tornando eventos de seca mais prolongados e calor extremo mais comuns em varias
regides agricolas do mundo, o que dificulta o planejamento de safras e aumenta a incerteza
sobre condi¢cdes adequadas de cultivo e disponibilidade hidrica para irrigacdo. Estudos
recentes apontam que combinagdes de secas e calor extremos podem reduzir
significativamente a produtividade de culturas essenciais, como milho, com quedas estimadas
em dezenas de porcentagem em algumas regides quando ambos os estresses ocorrem
simultaneamente, e com tendéncia a piorar a medida que o aquecimento prossegue.

Esses impactos ndo se restringem as perdas de rendimento; mudangas climaticas
afetam também a distribuicdo espacial da agricultura, a incidéncia de pragas e doencgas, a
erosdao do solo e os ciclos de nutrientes, gerando riscos adicionais a seguran¢a alimentar e a
estabilidade socioecondmica de comunidades rurais. A variabilidade climatica crescente
dificulta a manutencdo de calendérios agricolas estidveis e exige adaptacdes técnicas e
institucionais, como desenvolvimento de cultivares mais resistentes ao estresse térmico €
hidrico, praticas de manejo de solo e dgua eficientes, sistemas de alerta precoce e politicas
climaticas que reduzam emissdes e fortalegam a resiliéncia de sistemas produtivos. Sem
respostas adaptativas eficazes, projecdes indicam que a intensifica¢do de secas, ondas de calor
e eventos extremos tornard o cultivo agricola mais vulneravel, ameagando metas de producao
suficientes para atender a demanda por alimentos de uma populacao global em crescimento

(FARAH et al., 2025)
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2.3 ESTRESSE MECANICO

O estresse mecanico em plantas refere-se aos danos fisicos e as alteragcdes
morfofisiologicas causadas por forcas externas, tais como ventos fortes, chuvas intensas,
granizo, manuseio no campo € o proprio peso da parte aérea quando associado a solos
encharcados (BRASIL et al., 2010). No milho (Zea mays L.), esses estresses resultam em
acamamento radicular ou por quebra de colmo, reduzindo a interceptacao luminosa das
folhas, prejudicando trocas gasosas e culminando em perdas expressivas de produtividade
(SANGOIL, 2001; TORRES et al., 2015).

Do ponto de vista anatdmico e bioquimico, o estresse mecanico estimula o acimulo de
lignina na parede celular e altera a relag@o entre celulose e hemicelulose, de modo a reforcar a
rigidez do colmo (ALMEIDA et al., 2017). Em nivel molecular, genes que codificam enzimas
da via da fenilproponoide — fundamentais para a biossintese de lignina — sdo up-regulados
em resposta a cargas mecanicas, fortalecendo o eixo da planta (PEREIRA et al., 2018).

No manejo agrondmico, a época de semeadura e a densidade de plantas sdo estratégias
classicas para minimizar o risco de acamamento: semeaduras muito adiantadas podem expor a
planta a ventos e chuvas de alta intensidade durante a fase reprodutiva, enquanto populagao de
plantas acima do ideal eleva a competicdo por luz e nutrientes, fragilizando o colmo
(CARGNELUTTI FILHO et al., 2012; SANGOI, 2001).

Para enfrentar tais desafios, a EMBRAPA Milho e Sorgo desenvolveram a tecnologia
ANTECIPE, que consiste na semeadura do milho de segunda safra antes da colheita da soja,
por sobresemeadura direta na palhada ainda em campo (EMBRAPA, 2023). Essa abordagem
antecipa o ciclo de desenvolvimento em até 20 dias, permitindo que o milho atravesse as fases
criticas de elongacdo e espigamento fora do pico de eventos meteorologicos adversos do final
da estacdo chuvosa, reduzindo significativamente a ocorréncia de acamamento (SILVA et al.,
2023).

Estudos conduzidos em Mato Grosso do Sul demonstraram que lavouras plantadas
com ANTECIPE apresentaram reducao de 35% nas frequéncias de colmos quebrados e 15% a
menos de acamamento radicular, quando comparadas a semeadura convencional de safrinha
(SILVA et al., 2023). Além disso, a antecipacdo favoreceu o estabelecimento de sistema
radicular mais profundo, aumentando a resisténcia a forca de arrancamento ¢ melhorando a
absorcao hidrica em periodos de estiagem (PENHA et al., 2024).

Portanto, o entendimento dos mecanismos de resposta ao estresse mecanico — desde

alteragdes na composi¢do da parede celular até ajustes no manejo agrondmico — em conjunto
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com inovagdes tecnologicas como o ANTECIPE, mostra-se fundamental para garantir a
estabilidade produtiva e a sustentabilidade dos sistemas de produ¢do de milho no contexto

brasileiro de dupla safra.

2.4 ESTRESSE HIDRICO

O estresse hidrico em plantas ocorre quando a disponibilidade de agua no solo ¢
insuficiente para atender a demanda transpiragao—fotossintese, levando a alteragdes
fisiologicas, bioquimicas e morfolégicas (TAIZ; ZEIGER, 2017). No milho (Zea mays L.), as
fases de maxima sensibilidade ao déficit hidrico sdo a do florescimento e do enchimento de
graos, quando ha forte reducdo na taxa de fotossintese e na mobilizacdo de fotoassimilados,
resultando em perdas de rendimento (COELHO et al., 2011; SILVA et al., 2019).

Em nivel celular, o estresse hidrico induz o acimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), causando peroxidagdo lipidica e danos a proteinas, o que ativa rotas de sinalizacdo
envolvendo 4cido abscisico (ABA) e outras moléculas mensageiras, refor¢cando respostas
adaptativas como fechamento estomatico e sintese de osmoprotetores (MARTINS et al., 2016;
PEREIRA et al., 2020). Anatomicamente, observa-se aumento na espessura da epiderme foliar
e na densidade de tricomas, reduzindo a perda de agua por transpiracdao (OLIVEIRA et al.,
2018).

O déficit hidrico afeta o milho por véarios mecanismos integrados como fechamento
estomatico e a redugdo da fotossintese. A resposta estomatica diminui a entrada de CO.,
reduzindo a taxa fotossintética e, consequentemente, a assimilacdo de carbono. Isso impacta
diretamente a fixagdo de carbono e o aporte de fotoassimilados aos o6rgdos de reserva. A
menor assimilagdo de carbono, combinada com maiores perdas respiratorias e com alteragdes
no transporte de elétrons, reduz o enchimento de graos e aumenta a incidéncia de graos
vazios. Ja na fase de florescimento (reprodutivo) o déficit hidrico reduz a duracdo da emissao
de polen, afeta a viabilidade de graos femininos e causa falhas na polinizag¢do, essas etapas
sdo altamente determinantes para a produtividade final.

No manejo agrondmico, praticas como irriga¢do suplementar em pontos criticos do
ciclo, ajuste da populacdo de plantas e uso de cultivares tolerantes sdo fundamentais para
mitigar os efeitos do déficit hidrico (CARGNELUTTI FILHO et al., 2012). A EMBRAPA
desenvolveu tecnologias de manejo de irrigagdo por gotas e pivot central adaptadas para o
milho safrinha, com protocolos que otimizam o uso da dgua, garantindo até 25% de economia

no consumo hidrico sem comprometer o rendimento (EMBRAPA, 2022).
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Além disso, estudos com mulching e cultivo em faixas sob plantio direto mostram
melhor retengdo de umidade no solo e maior estabilidade produtiva em condigdes de
irregularidade pluviométrica (SANTOS et al., 2021). Dessa forma, a integragdo de respostas
fisiologicas, melhoramento genético e técnicas de manejo hidrico constitui abordagem
essencial para assegurar a produtividade e a sustentabilidade das lavouras de milho em regides

com restri¢cdes de agua.

2.5 ANTECIPE

O Sistema Antecipe da Embrapa ¢ uma técnica de cultivo intercalar antecipado para
milho safrinha em que a semeadura do milho ¢ realizada mecanicamente nas entrelinhas da
soja antes da colheita desta ultima (até cerca de 20 dias de antecedéncia), permitindo que o
milho avance nos estadios fenologicos em periodo climatico mais favoravel. Para viabilizar
essa operagdo sem comprometer a soja, a tecnologia incluiu o desenvolvimento de uma
semeadora-adubadora especifica (em parceria com a industria) e protocolos de manejo que
evitam danos mecanicos as plantas hospedeiras e ajustam época e cultivares ao contexto
regional.

Ao antecipar a emergéncia e o ciclo do milho, o Antecipe desloca os estadios criticos
(florescimento e enchimento de graos) para um periodo com maior probabilidade de
precipitagdo e temperaturas mais amenas, reduzindo a exposi¢ao da cultura a déficits hidricos
tardios e ao risco de geadas; esse ajuste fenoldgico traduz-se em maior eficiéncia no uso da
agua e aumentos significativos de produtividade em testes regionais, tornando-se, portanto,
uma ferramenta pratica de mitigagdo do estresse hidrico em sistemas soja-milho.

Além disso, a Embrapa disponibiliza orientagdes técnicas e ferramentas de apoio a
decisdo para que produtores escolham o momento e a drea mais adequados para a adog¢do do
sistema, o que amplia sua aplicabilidade como estratégia de reducao de riscos climaticos na
safrinha.

Entretanto, no sistema Antecipe, a passagem das colhedoras de soja pode provocar
desfolha mecanica em plantulas de milho semeadas nas entrelinhas quando estas ainda se
encontram em estddios iniciais de desenvolvimento; a acdo das plataformas e rodados da
maquina tende a cortar ou rasgar laminas foliares. Essa perda de area foliar ocorre por volta
do estddio V4 do milho (quatro folhas completamente expandidas), a gema apical permanece
abaixo da superficie do solo, protegida, e a diferenciacdo floral estd comegando a se iniciar.

Assim, o milho ndo sofre tanto com a perda da parte aérea pois a gema apical ird reestabelecer



15

seu crescimento através da indugdo hormonal de crescimento (EMBRAPA, 2022).

2.6 PUTRESCINA

As poliaminas s3o moléculas de baixo peso molecular, presentes em todas as células
vivas, que participam de processos fundamentais ao desenvolvimento vegetal, como divisao
celular, elongagdo e respostas a estresses abioticos e bidticos (BAGNI; WILLIAMS, 1994).
Dentre elas, a putrescina (1,4-diaminobutano) destaca-se por seu papel precursor na via de
biossintese de spermidina e espermina, além de atuar diretamente na estabilizagdo de
membranas e na regulacdo osmética (KUSANO et al., 2008).

Em plantas submetidas a condigdes adversas, como déficit hidrico ou estresse salino,
observa-se aumento na concentragdo de putrescina endogena, sugerindo seu envolvimento em
mecanismos de tolerancia (PELEG; BLUMWALD, 2011). A aplicacdo ex6gena de putrescina
tem sido relatada como bioestimulante, pois pode atenuar o acimulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (como superoxido dismutase
e catalase) e manter a integridade das membranas celulares (LI et al., 2017).

No milho (Zea mays L.), estudos demonstram que a pulverizagdo foliar de putrescina
em estadios criticos — florescimento e enchimento de graos — promove maior viabilidade
dos cloroplastos, eleva a eficiéncia fotossintética e resulta em aumento de area foliar e massa
de graos (JAHAN et al., 2015). Em condicdes de estresse hidrico, a putrescina exdgena reduz
a perda de 4gua através de regulagem estomatica e estimula a sintese de osmoprotetores,
contribuindo para a manutencao do potencial hidrico da planta (SOUZA; OLIVEIRA, 2020).

Além dos efeitos fisiologicos, o uso de putrescina tem impacto agrondmico positivo,
com relatos de incremento de até 12% na produtividade de grdos em comparagdo a
testemunhas ndo tratadas (GOMES et al.,, 2019). A aplicagdo pode ser realizada por
pulverizagao foliar ou via fertirrigacdao, devendo-se ajustar a concentragdo (geralmente entre
0,5 e 2mM) e o estddio de desenvolvimento para maximizar os beneficios (FERREIRA;
COSTA, 2018).

Dessa forma, a putrescina se configura como um potente bioestimulante para o manejo
do milho, auxiliando na melhoria da tolerancia a estresses € no incremento produtivo, o que

contribui para sistemas agricolas mais resilientes e sustentaveis.
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RESUMO

O déficit hidrico ocorrendo juntamente com a desfolha sdo tipos de estresses nos quais as
plantagdes de milho (Zea mays L.) estdo suscetiveis, ¢ ndo ha estudos na literatura
investigando ambos os estresses nos estdgios iniciais de desenvolvimento do milho.
Mudangas climaticas t€ém aumentado nas ultimas décadas trazendo consigo a secas e chuvas
de granizo, levando a perdas de producdo. A fim de amenizar os efeitos que estes estresses
causam no milho destacam-se as poliaminas como a putrescina, que ajuda na prote¢do contra
danos oxidativos e auxilia no desenvolvimento celular. Assim, o objetivo deste estudo foi
determinar as alteragdes morfofisioldgicas e bioquimicas na aplicagdo exdgena de putrescina
50 uM em plantas sob desfolha submetidas ao déficit hidrico. O experimento foi realizado em
vasos, € as plantas foram submetidas a quatro tratamentos com a desfolha no estagio de quatro
folhas totalmente expandidas: irrigado sem putrescina e irrigado com putrescina, déficit
hidrico sem putrescina e déficit hidrico com putrescina. Parametros morfométricos, como
trocas gasosas, fluorescéncia da fotossintese, morfologia das raizes e conteudo de nutrientes,
foram avaliados aos sete dias apds o déficit hidrico. As plantas de milho desfolhadas e
irrigadas, em comparacao com as plantas desfolhadas sob déficit hidrico apresentaram menor
altura, didmetro do caule, comprimento, nutrientes € menores valores em dados morfoldgicos
das raizes. A aplicacdo da putrescina gerou valores menores na concentragdo de alguns
nutrientes, porém sua aplicagdo nao apresentou diferencas na producdo nem efeitos deletérios
nas plantas, ndo demonstrando grandes beneficios na recuperagao do milho desfolhado sob o

déficit hidrico.

Palavras-chave: Antecipe; Estresse hidrico; Estresse mecanico; Zea mays L.;
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ABSTRACT

Water deficit occurring together with defoliation are types of stress to which maize (Zea mays
L.) crops are susceptible, and there are no studies in the literature investigating both stresses
during the early stages of maize development. Climate change has increased in recent
decades, bringing droughts and hailstorms that lead to yield losses. To mitigate the effects
these stresses cause in maize, polyamines such as putrescine stand out, as they help protect
against oxidative damage and assist cellular development. Thus, the objective of this study
was to determine the morphophysiological and biochemical changes resulting from the
exogenous application of 50 uM putrescine to defoliated plants subjected to water deficit. The
experiment was conducted in pots, and the plants were subjected to four treatments with
defoliation at the four fully expanded leaves stage: irrigated without putrescine, irrigated with
putrescine, water deficit without putrescine, and water deficit with putrescine. Morphometric
parameters such as gas exchange, chlorophyll fluorescence, root morphology, and nutrient
content were evaluated seven days after the onset of the water deficit. Defoliated and irrigated
maize plants, compared with defoliated plants under water deficit, showed lower height, stem
diameter, root length, nutrient content, and lower values for root morphological traits.
Putrescine application produced lower concentrations of some nutrients; however, its
application did not result in differences in yield nor cause deleterious effects on the plants,

showing no significant benefits for the recovery of defoliated maize under water deficit.

Keywords: Putrescine; Water deficit; Mechanical stress; Zea mays L.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma commodity ¢ um dos cereais de maior produtividade em
todo mundo. Esta cultura desempenha um papel de destaque, sendo predominantemente
empregada na alimentacdo humana e na producao de ragdes para o setor de produgdo animal.
No Brasil, a produgdo da safra 2022/2023 chega a 131.865,9 mil toneladas (CONAB, 2023).
Por seu cultivo abrangente, o milho ¢ uma cultura considerada global, e o milho brasileiro esta
ganhando crescente proeminéncia no cendrio internacional de comércio agricola ocupando a
terceira posi¢do como produtor mundial de milho e o maior exportador desse cereal
(COELHO, 2023).

No decorrer do crescimento e desenvolvimento, as plantas de milho podem estar
susceptiveis a varios fatores ambientais, como os estresses bidticos e abidticos (ARSHAD,
2022). Dentre estes estresses, destacam-se o déficit hidrico e o dano mecanico. O dano
mecanico pode ser ocasionado por intempéries climdticas ou o trdfego por maquindrios
agricolas, além de pragas e doencas, causando perda na parte aérea denominada desfolha
(SILVA et al, 2021). Normalmente, estes estresses costumam afetar negativamente o
rendimento final do milho. No entanto, milhos desfolhados no estddio V4 (quarta folha
totalmente desenvolvida) conseguem recuperar o crescimento € acumular biomassa, mesmo
apresentando menor altura e didmetro de colmo o que demonstra certa resiliéncia nessa
espécie. Essa recuperagdo ocorre devido a produgdo de fitormodnios e a preservagdo da zona
meristematica foliar abaixo do solo até o estddio V6 (sexta folha totalmente desenvolvida), o
que direciona as reservas energéticas de desenvolvimento radicular para a regeneragdo da
parte aérea (FERREIRA et al., 2024).

A EMBRAPA Milho e Sorgo desenvolveu a tecnologia ANTECIPE, que antecipa em
até 20 dias o plantio do milho de segunda safra ao permitir a sobressemeadura direta sobre a
palhada de soja ainda em campo, deslocando as fases criticas do ciclo para fora do pico de
eventos adversos e reduzindo o acamamento (EMBRAPA, 2023; SILVA et al., 2023). Em
Mato Grosso do Sul, esse manejo diminuiu em 35 % os colmos quebrados e em 15% o
acamamento radicular, além de estimular raizes mais profundas, com maior resisténcia ao
arrancamento ¢ melhor absor¢do de agua em estiagens (PENHA et al., 2024; SILVA et al.,
2023). Essa inovagdo, aliada ao entendimento das respostas ao estresse mecanico, ¢ crucial
para a estabilidade produtiva e a sustentabilidade da dupla safra de milho no Brasil.

O déficit hidrico pode levar a diminui¢do da produtividade devido a alteracdes em

suas fungdes metabolicas resultando em uma reducao na capacidade de absor¢do efetiva de
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luz, devido a produgdo reduzida, de pigmentos fotossintéticos e emissdo de fluorescéncia
pelas clorofilas (ARSHAD, 2022). O déficit hidrico desencadeia mudancas nas plantas,
afetando a fotossintese, a respiracdo e o crescimento celular (CAMPOS; SANTOS;
NACARATH, 2021). As plantas, quando expostas a esse estresse, reagem ajustando os niveis
de proteinas e metabolitos como agucares, dcidos organicos presentes na respiracao celular, a
fim de aumentar os mecanismos de defesa (PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018).

Os efeitos morfofisiologicos do déficit hidrico ocorrendo juntamente com o estresse
mecanico de desfolha nos estadios iniciais de desenvolvimento do milho ainda ndo sdo
conhecidos. Compreender as respostas das plantas de milho a esses estresses ¢ fundamental
para desenvolver estratégias de manejo eficazes que minimizem perdas de produtividade. Isso
inclui a implementacdo de medidas para mitigar os impactos negativos do déficit hidrico e do
estresse mecanico.

Baseado neste contexto, existem diversos métodos que visam diminuir o impacto de
estresses abiodticos nas plantas, como a aplicagao direta de bioestimulantes (NANDY, 2023).
As poliaminas sao bioestimulantes e estdo relacionadas com a estabilizacdo e prote¢ao das
membranas biologicas, que sdo suscetiveis a danos oxidativos causados por diversos tipos de
estresses abidticos (CHEN, 2019). A putrescina ¢ um bioestimulante organico naturalmente
presentes em todas as células das plantas. Desempenha papéis essenciais em diversos
processos fisiologicos como desenvolvimento radicular, divisdo celular, mecanismo
fotossintético e de defesa e a capacidade de induzir resposta a estresses (SANTANEN, 2000;
CHEN, 2019; KAMIAB, 2020). A aplicagdo externa de putrescina, pode contribuir para
aumentar a tolerancia do milho ao déficit hidrico e a desfolha. Isso ocorre por meio da
ativacdo de mecanismos de defesa antioxidante, da indu¢do da producdo de fitohormonios e
da regulagdo do metabolismo interno de poliaminas sob estresse hidrico (AHANGIR et al.,
2020).

Pensando no papel crucial de seguranga alimentar e a sustentabilidade agricola em
escala global, a presente pesquisa visa entender como o milho responde a estresses
ambientais, como o déficit hidrico e a desfolha, e se 0 uso bioestimulantes como a putrescina
poderia amenizar esses estresses nas plantas. O estudo avanga o entendimento do
metabolismo do carbono, abordando a escassez de pesquisas sobre a interagdo entre estresses

combinados e os efeitos de bioestimulantes na fisiologia e bioquimica das plantas.
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2. METODOLOGIA

2.1. Condig¢oes de crescimento, imposicio dos estresses e delineamento

experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na Unidade Educacional Santa
Clara da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG, localizada na cidade de Alfenas,
no estado de Minas Gerais, Brasil, altitude de 818 m, coordenadas geograficas 21° 25’ 20°°S e
45°59° 00" W.

As plantas de milho foram cultivadas em 6 vasos por tratamento com capacidade de 20
litros. O solo utilizado foi coletado em até 20 cm de profundidade a partir da superficie e
submetido a analises de atributos quimicos e fisicos antes da implementacdo do ensaio
experimental. Foi realizada a corre¢do de macro e micronutrientes, segundo a recomendagao
de Ribeiro (1999) para esta cultura. Durante todo o ciclo do milho foi realizado os tratos

culturais e fitossanitarios necessarios para esta cultura.

Tabela 1 — Composi¢do quimica do solo coletado na camada de 0 a 20 cm utilizado para o
experimento.

pH P K Al Ca Mg HAl SB* T* V* M* OM.

HO0 - mg dm>3 s (S 0100) 15 o) —— —--%--—  dagkg!
55 1.0 0.3 0.0 10.0 5.0 18.0 153 333 46.0 0 13.0

Legenda; Métodos de extragdo: pH: agua; M.O.: S. Sulfurosa; P, K, Cu, Fe, Mn, Zn: Mehlich I; Ca, Mg, Al:
KCl; H+Al: Tampio SMP; B: Agua Quente.

*Soma das Bases (SB); capacidade de troca cationica — potencial CTC (T); indice de Saturagdo de Bases (V);
saturagdo de aluminio (M).

Com base nos resultados da andlise de solo e nas exigéncias nutricionais do milho, foi
feito uma adubagem de 18% de P-Os conforme descrito por Alvarez e Ribeiro (1999), e uma
formulacao de NPK na propor¢ao 20:5:20. Em cada vaso, foram plantadas quatro sementes de
milho; apds a emergéncia, realizou-se o desbaste, mantendo duas plantas por vaso. No
estadio V3 das plantas (MAGALHAES; DURAES, 2006), foi realizada a adubagio utilizando
100 mg dm? de fertilizante 11-52-00 e 156 mg dm?® de 00-00-60 (NPK), além de 1 mg dm? de
acido borico (P.A.), 2,5 mg dm? de cloreto de zinco (P.A.) e 5 mg dm?® de sulfato de manganés
(P.A.) por vaso. Realizaram-se trés aplicagdes de cobertura com 20 mg dm? de ureia (45-00-

00) e uma aplicacao com 1 mg dm? de acido borico (P.A.).
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O hibrido de milho selecionado para semeadura foi KWS 9606 desenvolvido pela
KWS SAAT SE & Co. KGaA®°, com alto vigor e potencial produtivo ji comercializados.
Foram semeadas 4 sementes em cada vaso e apds a germinacdao, houve o desbaste,
permanecendo somente 2 plantas de milho por vaso. A putrescina utilizada nos tratamentos
também ¢ de origem comercial, originada da Merck KGaA®.

Quando as plantas atingiram o estddio V4 (quarta folha totalmente desenvolvida)
dezesseis dias apds o plantio, as plantas de milho foram submetidas ao estresse mecanico por
desfolha. A desfolha foi realizada em todas as plantas do experimento com o auxilio de uma
tesoura adotando como altura de corte 5 cm acima da superficie do solo, eliminando toda a
parte aérea das plantas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, constando
duas condic¢des hidricas — com irrigagdo (IR) e déficit hidrico (WD) e duas condi¢des de
aplicagdo — com putrescina (PA) e sem aplicagdo de putrescina (WPA). O nimero de
repeti¢des para cada tratamento foram seis.

As aplicag¢des da putrescina ocorreram em dois momentos: no estadio V4 (quarta folha
totalmente desenvolvida), 24 horas antes da desfolha e doze dias apds a desfolha. A
concentragdo de putrescina foi de 50 uM (MOHAMMADI-CHERAGHABADI). A aplicacao
ocorreu através de um pulverizador manual de forma que toda a superficie foliar da planta
entrasse em contato com o bioestimulante.

O teor de 4gua no solo foi monitorado de sensores de umidade modelo GB Reader
N1535 (Measurement Engineering, Australia) instalados no centro de cada vaso, a uma
profundidade de 10 cm para calculos de reposi¢ao hidrica. Todos os tratamentos foram
mantidos em capacidade de campo (CC) (tensdo de dgua no solo de —18 kPa) durante o
periodo que antecedeu a imposicdo do déficit hidrico. Os vasos foram periodicamente
rotacionados para minimizar a influéncia do ambiente e mantidos com umidade
correspondente a 80% da capacidade de campo até que as plantas alcangassem o estadio V4
de desenvolvimento, caracterizado pela completa expansdao da quarta folha. Em seguida, as
plantas submetidas ao tratamento de déficit hidrico foram mantidas por 14 dias com umidade
reduzida a 50% da capacidade de campo. O monitoramento da umidade do solo (m?* de agua
por m? de solo) foi realizado diariamente entre 09:00 e 15:00 h, com auxilio de uma sonda
TEROS 10 (Meter Group, Inc.), conectada a um leitor do sensor ZSC Bluetooth® Sensor

Interface (Meter Group, Inc.).



24

2.2. Analise biométrica

As medi¢des biométricas ocorreram aos 26 dias apds a desfolha, correspondendo ao
estadio fenologico V8 (oitava folha totalmente expandida) das plantas. Durante a anélise,
foram avaliados os seguintes parametros: altura da planta (medida desde a superficie do solo
até a extremidade da folha mais jovem completamente expandida), diametro do caule

(avaliado no primeiro entren6 acima do solo).
2.3. Analise de macro e micronutrientes

A andlise de nutrientes foi conduzida seguindo os protocolos padrdo estabelecidos
para laboratorios de andlises foliares, conforme as orientagcdes descritas por Malavolta, Vitti e
Oliveira (1997). A coleta da parte aérea em cada tratamento ocorreu no estagio fenologico R6
(Maturidade Fisiologica). Os teores dos macros e micronutrientes nitrogénio, fosforo,
potéssio, célcio, magnésio, cobre, ferro, manganés, zinco, enxofre e boro foram determinados,
expressos em gramas de nutrientes por quilo de matéria seca. O teor de cada nutriente (mg
g') foi multiplicado pela biomassa seca total da parte aérea da planta para obter o teor

bioacumulado (g de nutriente x Kg de parte aérea™).
2.4. Analise de trocas gasosas foliares

As curvas da taxa fotossintética liquida (A) em resposta a densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (PAR) foram obtidas utilizando um analisador de trocas gasosas
por infravermelho (IRGA LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, EUA). As medi¢des foram
realizadas na mesma folha usada para as andlises pontuais, considerando trés plantas por
tratamento. Os valores de PAR aplicados foram 1800, 1000, 500, 200, 100, 50, 25 ¢ 0 pmol
m2 s, com cada nivel mantido por 5 minutos, sob temperatura de 28°C e concentracao
ambiente de CO: (aproximadamente 380 pumol mol™). As curvas foram registradas 20 dias
apos a desfolha.

Os dados foram ajustados a um modelo de funcao hiperbdlica retangular:

_A =g + (A?J"IRI x PARJ

(b+ PAR)
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Onde Anmax representa a taxa maxima de fotossintese liquida, enquanto a e b sdo
coeficientes de ajuste. A partir dessas curvas, foram determinados os seguintes parametros:
taxa maxima de fotossintese liquida (Amax), taxa de respiragao no escuro (Rg, obtida em folhas
previamente adaptadas ao escuro), ponto de compensagao de luz (LCP) e ponto de saturagao
de luz (LSP).

O rendimento quantico aparente (o) foi estimado por regressdo linear na regido inicial

da curva (0 < PAR <200 pmol m™2 s™'), utilizando a equagao:

A=c+(a X PAR)

Onde c e a sdo coeficientes de ajuste da equagdo.

As andlises de trocas gasosas, foram realizadas aos 26 dias apds a desfolha com o
mesmo analisador de trocas gasosas por infravermelho. As medi¢des ocorreram pela manha,
entre 8h e 11h, em uma area foliar de 6 cm?, com fluxo de ar na camara contendo CO: a uma
concentragdo de 380 mmol mol™'. A densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) foi
de 1300 pmol m? s™!, e a temperatura da camara foi mantida a 28 °C. Foram determinados a
taxa fotossintética liquida (A), a condutancia estomatica (gs), a concentracdo intercelular de
carbono (Ci) e a transpiracao (E). Com base nos valores de A e Ci, calculou-se a eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (A/Ci), enquanto os valores de A e E permitiram determinar a

eficiéncia no uso da dgua (A/E, WUE).

2.5.Analise de Fluorescéncia da Clorofila a

A avaliagdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila (a) foi realizada aos 26 dias
apos a desfolha utilizando um fluorometro modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich,
Alemanha). As amostras foram submetidas a 30 minutos de adaptagdo ao escuro antes das
medicoes. Nesse estado, a fluorescéncia minima (Fo) foi registrada sob luz de baixa
intensidade, suficiente para evitar reagdes fotoquimicas. Ja a fluorescéncia maxima (Fm) foi
obtida aplicando-se um pulso de luz saturante com intensidade de 7000 umol fétons m= s
durante 0,8 segundos. A eficiéncia méaxima do fotossistema II (PSII) foi calculada pela
relagdo Fv/Fm nas condi¢des de adaptacao ao escuro.

ApOs essa etapa, as folhas foram expostas a luz actinica com intensidade de 1500

pumol fotons m2 s7'. Durante essa iluminagdo, registrou-se a fluorescéncia constante (Fs), e
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um novo pulso de luz saturante foi aplicado por 1 segundo para determinar a fluorescéncia
maxima sob luz (Fm'). Em seguida, a luz actinica foi desligada, e as folhas foram irradiadas
com luz de extremo vermelho para medir a fluorescéncia minima adaptada a luz (Fo").

A partir desses dados, o quenching fotoquimico (qP) foi determinado pela formula qP
= (Fm'—Fs)/(Fm'-Fo'), enquanto o quenching ndo fotoquimico (NPQ) foi calculado como
NPQ = (Fm—Fm')/Fm’. Também foram analisados outros pardmetros, incluindo a taxa de
transporte de elétrons (ETR), obtida como [(Fm'—Fs)/Fm’] x PPFD x 0,5 x 0,84; o rendimento
quantico efetivo do PSII (YII), dado por (Fm'—Fs)/Fm’ ou AF/Fm’; o rendimento quantico de
dissipacdo de energia regulada no PSII (YNPQ), calculado como (Fs/Fm')—(Fs/Fm); ¢ o
rendimento quantico de dissipa¢do de energia nao regulada no PSII (YNO), representado por
Fs/Fm. Esses calculos seguem as metodologias propostas por van Kooten e Snel (1990) e

Genty et al. (1996).

2.6. Atributos morfologicos da raiz e parte aérea

As raizes foram coletadas em 26 dias ap6s a desfolha. Para a analise da morfologia do
sistema radicular foi utilizado o sistema de analise de imagens WinRhizo Pro 2007a (Regent
Instruments, Sainte-Foy, QC, Canadd) acoplado a um scanner profissional (Epson, Expression
10000 XL, Epson America, Inc., USA) equipado com unidade de luz adicional (TPU). Os
procedimentos para a obtencdo das imagens feitos de acordo com Marques et al. (2023) apds
sete dias das plantas submetidas ao estresse, em seis repetigdes por tratamento. Foram
determinadas as seguintes caracteristicas: comprimento de raiz (RL) (cm), area de superficie
de raiz (SA) (cm?), didmetro médio de raiz (RMD) (mm) e volume de raiz (RV) (cm?). O
comprimento radicular, area de superficie e volume de raiz também foram analisados por
classes de diametro sendo raizes muito finas (< 0,5 mm), raizes finas (> 0,5 < 2.0 mm) e
raizes grossas (< 2.0 mm) pelo mesmo software. Em seguida as raizes foram armazenadas em
sacos de papel e transportadas para uma estufa de circulagdo forcada de ar a 65 °C até
obten¢do de massa constante. Outros atributos envolvendo dados morfologicos e de massa
seca foram feitos: a relagdo entre massa seca radicular e massa seca da parte aérea
(RDW/SDW g g!), comprimento especifico de raiz (SRL cm g), finura de raiz (RF cm cm?)
e densidade de tecido de raiz (RMDe g cm?).

A parte aérea foi coletada aos 26 dias apds a imposi¢do da desfolha e no término do

ciclo do milho. Assim, esta parte aérea das plantas foi acondicionada em sacolas de papel e
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submetida a secagem em estufa com circulagdo forcada de ar, a 65°C, durante 72 horas, onde

depois foi avaliada a massa seca.

2.7. Componentes de producao

Na maturidade fisiologica, foram analisados: rendimento de graos (RY), peso de
espiga (EAW), diametro da espiga (ED), numero de graos por fileira (NGF), peso de 100
sementes (W100), peso de graos por espiga (PGE) e indice de colheita (HI) [peso seco do

grao/(peso seco da planta+peso seco do grao)*100 (Duraes et al., 2002).

2.8. Extracao e andlise de metabolitos primarios

As amostras de parte aérea e raiz para essa analise foram coletadas também aos 26 dias
apods a desfolha e armazenadas em freezer -80 °C. Posteriormente, 200 mg de cada material
vegetal foram triturados em 2 mL de uma solugdo MCW (metanol:cloroférmio:agua, 12:5:3
v:v:v) e incubadas em temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas por 30 minutos a 1.500 xg, e o sobrenadante foi misturado com
cloroformio e agua (4:1:1,5 v:viv). A fase aquosa foi coletada apds 24 horas e usada para a
analise de agticares soluveis e aglicares redutores e aminoacidos totais. O pellet precipitado no
tubo apos a centrifugacdo foi incubado em acido perclorico 30% (PCA) (MOCREADY et al.,
1950) para a quantificacdo de amido.

Para acucares redutores, foi utilizado uma reagao com acido 3,5 dinitrosalicilico na
presenca do tartarato de sodio e potassio (sal de Rochelle) em meio alcalino (MILLER, 1959).
A leitura foi realizada em espectrofotometro a 540 nm. Para os acutcares totais foi utilizado o
método de antrona baseado na agdo hidrolitica e desidratante do acido sulfurico concentrado
sobre os carboidratos es soliiveis totais e amido foi realizada conforme metodologia descrita
por Yemm e Willis (1955). A quantificagdo de proteinas seguiu o método proposto por
Bradford (1976) e a quantificacdo de aminoacidos foi realizada segundo Yemm e Cocking

(1955).

2.9. Analise da atividade enzimatica antioxidante

A realizag¢do da analise enzimatica nas folhas foi feita no material coletado aos 26 dias
apos a desfolha de acordo com Souza et al. (2012), e o sobrenadante resultante foi utilizado

nas analises das enzimas antioxidantes. As atividades das enzimas foram avaliadas em



28

espectrofotometro e expressas por miligramas (mg) de proteinas que foram determinadas pelo
método de Bradford (1976) utilizando uma curva padrdo de albumina de soro bovina (BSA).

A atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade em inibir a fotorredu¢do do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por
Giannopolitis e Ries (1977). A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pelo
consumo de H202 a 240 nm por 3 minutos (Havir e Mchale 1987). A atividade da peroxidase
do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada pelo acompanhamento da oxidagdo do
ascorbato a 290 nm por 3 minutos (Nakano ¢ Asada 1981). A atividade da peroxidase do
guaiacol (GPX, EC 1.11.1.7) foi determinada pela oxida¢do do guaiacol a 470 nm segundo
Lin e Wang (2002) com modificagdes. A glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) foi mensurada
com base na oxidagdo do NADPH, acompanhada a 340 nm por um periodo de 3 minutos,
utilizando um coeficiente de extincdo de 6,2 mM™' cm™!. As analises foram realizadas
conforme a metodologia descrita por Garcia-Limones et al. (2002). A redutase do
deidroascorbato (DHAR, EC 1.15.1.1) foi determinada por meio da conversdo do
deidroascorbato (DHA) em &cido ascoérbico, mediada pelo GSH, com deteccdo a 265 nm e
coeficiente de extingdo de 14 mM™ cm™, seguindo o protocolo estabelecido por Hossain e
Asada (1984).

A peroxidagdo lipidica foi avaliada por meio da quantificagdo das substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS), seguindo o método descrito por Cakmak & Horst (1991).
Para a andlise, 250 pL do sobrenadante foram misturados a 1 mL da solucdo de reagdo,
composta por 0,5% (p/v) de acido tiobarbiturico (TBA) e 10% (p/v) de acido tricloroacético
(TCA). A mistura foi incubada a 90°C por 20 minutos e, em seguida, resfriada rapidamente
em gelo por 10 minutos para interromper a reacdo. A absor¢do das amostras foi medida em
um espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 535 nm e 600 nm. O TBA reage com
aldeidos de baixa massa molecular, como o malonodialdeido (MDA), um subproduto da
peroxidagdo lipidica, formando complexos de coloragdo avermelhada. A concentragdo do
complexo MDA/TBA foi determinada pela equagdo: [MDA] = (A535— A600)/(&.b), onde & é
o coeficiente de extingdo = 1,56* 10-5 cm-1, e b: comprimento 6tico=1. A peroxidacao foi

expressa em pmol de MDA g-1 MF.
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2.10.Analise dos dados

As médias e o erro padrao das médias das 6 repeti¢cdes foram calculados para todos os
parametros avaliados. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), seguida
pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott, com nivel de significancia de 5%. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sisvar, versdao 5.8 - Build 92

(Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil).
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3. RESULTADOS

Nas andlises biométricas das plantas de milho desfolhadas percebe-se que o fator
condi¢do hidrica quando considerado isoladamente resultou em maiores valores de altura e
diametro de colmo nas plantas submetidas a irrigagdo (IR e IRPUT) em comparagdo as
plantas em déficit hidrico (Figura 1) (Tabela 2).

No que tange ao bioestimulante, a aplicacdo de putrescina sob déficit hidrico
(WDPUT) elevou significativamente a média de altura das plantas em relagdo ao tratamento
sem putrescina (WD), mas ndo alterou o didmetro do colmo entre esses dois niveis. Sob
irrigacdo, nao houve diferencas significativas na altura e didmetro de colmo entre os

tratamentos com (IRPUT) e sem putrescina (IR) (Figura 1) (Tabela 2).

Fig. 1: Dados morfolédgicos de altura e diametro das plantas de milho que foram desfolhadas
nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR)

e irrigado com putrescina (IRPUT) em 26 dias apds a desfolha.
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Tabela 2 — Altura e diametro das plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico
(WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina
(IRPUT) em 26 dias apos a desfolha.

BIOMETRIC ASSESSMENTS
WD WDPUT IR IRPUT
Heigth 41.08 £5.72 a1 48.62+2.44a2 7645+4.61a3 76.83+5.25a3

Steam diameter  12.02+0.59al 13.23+0.71 al  20.58 £1.24a2  20.69 + 2.92 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

A massa seca de folhas e raizes foi significativamente maior nos tratamentos sob
irrigacdo (IR e IRPUT) do que sob déficit hidrico (WD e WDPUT). Em ambos os tecidos, a
aplicagdo de putrescina sob déficit hidrico (WDPUT) ndo diferiu estatisticamente do
tratamento sem putrescina (WD), assim como, sob irrigacdo, IRPUT ndo se distinguiu de IR

(Tabela 3).

Tabela 3 — Massa seca de folhas e raizes em plantas de milho desfolhadas sob diferentes
condi¢des de irrigacdo: déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT),
irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT), material vegetal coletado 26 dias apds a

desfolha.

DRY MASS
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 19.40+2.32al 20.60+2.08 al 45.75 £7.30 a2 46.80 £ 6.56 a2
Root 9.12+0.63 al 9.31 £0.49 al 12.18 £ 3.51 a2 13.42+1.57 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

A concentragdo de fosforo (P) e potdssio (K) diminuiu progressivamente de WD,
WDPUT, IR e IRPUT, indicando efeito aditivo de irrigagdo e putrescina. O nitrogénio (N)
também foi menor sob irrigagdo com putrescina (IRPUT) em relacdo aos demais tratamentos.
Em contraste, o ferro (Fe) acumulou-se mais em IR do que em WD e, mesmo reduzido pela
putrescina (IRPUT), permaneceu acima dos niveis em WD e WDPUT. Para os outros
elementos (Ca, Mg, S, B, Cu, Mn e Zn) ndo houve diferengas estatisticas relevantes entre os

tratamentos (Tabela 4).



32

Fig. 1: Nutrientes bioacumulados na parte aérea das plantas de milho desfolhadas na
condicdo irrigado (IR) e déficit hidrico (WD), com aplicagdo de putrescina (PA) e sem
aplicacdo de putrescina (WPA). Fosforo (A), enxofre (B), cobre (C), ferro (D) e zinco (E).
Letras mintsculas comparam a condi¢ao de aplicacdo de putrescina dento de cada condigao
hidrica. Letras maiusculas comparam os tratamentos de condi¢do hidrica dentro de cada

condicdo de aplicacdo de putrescina (n = 6).
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Tabela 4 — Concentracdo dos nutrientes nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn)
bioacumulados na parte aérea em plantas de milho desfolhadas sob as condigdes déficit

hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com

putrescina (IRPUT).
BIOACCUMULATED MACRO AND MICRONUTRIENTS
WD WDPUT IR IRPUT
N 4.29 +0.50 a2 431+0.29 a2 3.89+£0.39 a2 3.36+0.25 al
P 0.81+0.08 a4 0.67 £ 0.06 a3 0.51£0.08 a2 0.34 +£0.06 al
K 8.77+0.57 a2 8.14 £0.48 a2 7.47 £1.00 a2 5.82+1.07 al
Ca 3.45+0.49 al 3.03+0.27 al 4.02 +0.60 a2 3.09+0.62 al
Mg 1.35+0.19 al 1.31+0.11 al 1.89 +£0.26 a2 1.53+0.27 al
S 0.41 +£0.04 a2 0.35+0.03 al 0.38 £ 0.08 a2 0.30+0.05 al
B 19.20 £ 1.91 al 17.16 + 1.57 al 17.08 + 1.46 al 15.96 £ 2.33 al
Cu 2.10+0.15 a2 1.88+0.18 al 1.73+£0.31 al 1.66 +0.20 al

Fe 603.40+42.50a2 348.92+2745al
Mn  46.05+4.63 al 41.62+3.12 al 46.13 £6.98 al 41.28 £6.49 al
Zn 11.53 £ 0.86 a2 8.41 +£0.99 al 12.02 +£2.13 a2 9.96 + 1.75 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel nao diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrao
da média (n = 5).

1470.20 £ 218.75 a4 830.34+116.97 a3

Sob irrigagido (IR e IRPUT), fotossintese (A), condutdncia estomatica (gs),
concentracdo intercelular de CO: (Ci) e transpiragdo (E) foram significativamente maiores
que em WD e WDPUT. A aplicagdo de putrescina em déficit hidrico (WDPUT) elevou a
eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) em comparacdo a WD, mas ndo afetou A, gs, Ci nem E. Ja
em IR, IRPUT e IR ndo se diferenciaram em nenhum parametro. A eficiéncia instantanea do

uso de agua (WUE) foi superior em WD e WDPUT em relacao a IR e IRPUT (Tabela 5).
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Tabela 5 — Fotossintese (A), condutincia estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO:
(Ci), transpiracdo (E), eficiéncia instantdnea de carboxilagdo (A/Ci) e eficiéncia do uso da
agua (WUE) em plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit
hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).
ECOPHYSIOLOGICAL ANALYZES

WD WDPUT IR IRPUT
A 10.00 + 3.23 al 14.15+2.55 al 2691 +3.12 a2 28.61 +3.85 a2
gs 0.05+0.02 a1 0.07£0.02 a1 0.19 £ 0.04 a2 0.21 £0.04 a2
Ci 81.50+13.44a1 73.29+23.38 al 13529+ 14.52a2  138.02 + 18.60 a2
E 0.80+0.24 a1 1.10+£0.23 al 2.41 £0.31 a2 2.54+£0.36 a2
A/Ci 0.12+0.05 a1 0.20 £0.06 a2 0.20 £ 0.02 a2 0.20 £ 0.04 a2
WUE  12.44+0.36 a2 12.82 +£0.51 a2 11.18 £ 0.61 al 11.28 +£0.48 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrdo
da média (n = 7).

A massa quantica aparente (AQY), taxa fotossintética liquida maxima (Am.x), taxa de
respiragdo no escuro (Rd) e o ponto de compensagdo de luz (LCP) ndo variaram entre os
tratamentos. Por outro lado, o ponto de saturacdo de luz (LSP) foram maiores em IR e IRPUT
do que em WD e WDPUT. Sem efeitos significativos da putrescina dentro de cada condi¢do

hidrica (Tabela 6).

Tabela 6 — Rendimento quantico aparente (AQY), taxa fotossintética liquida maxima (Amax),
taxa de respirag¢do no escuro (R.), ponto de compensacgdo de luz (LCP) e ponto de saturagdo
de luz (LSP) em plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit
hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

LIGHT CURVE

WD WDPUT IR IRPUT
AQY 0.03 +£0.02 al 0.04 +0.00 a1 0.05+0.00 a1 0.04 +0.00 a1
Amax 23.58 £6.80 al 18.54 +£3.89 al 30.93 £3.78 al 2833+ 1.41 al
Rd 0.64 +0.09 al 1.30+0.19 a1 2.30+0.01 a1 1.80+0.17 al
LCP 13.34+£2.01 al 26.96 £4.10 al 3738 £0.34 al 47.81 £3.55al

LSP  1381.6+£295.6al 1170.0+216.5a1  1880.0 £ 120.0 a2 1770.0 £ 60.0 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento =+ erro padrao
da média (n = 3).

Os parametros de fluorescéncia (F, Fm’, Fo', Fo, Fm, Fv/Fm), bem como Yno € Ynro,
ndo se alteraram com irrigagdo ou putrescina. Em contrapartida, o rendimento efetivo de

fotorreator (YII), a taxa de transporte de elétrons (ETR), o quenching fotquimico (qP) e o
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quenching aberto (qL) aumentaram sob irrigacdo (IR e IRPUT) em relacio a WD e WDPUT,

sem efeito adicional da putrescina (Tabela 7).

Tabela 7 — Parametros de fluorescéncia da clorofila @ em plantas de milho desfolhadas nos
tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e
irrigado com putrescina (IRPUT).

a CHLOROPHYLL FLUORESCENCE
WD WDPUT IR

IRPUT

F 420.50 £ 68.12a1  424.50+92.13 al 426.00 + 36.12 al 482.50 + 72.47 al
Fm’ 447.00+81.71al  451.50+97.31 al 498.00 + 45.52 al 548.50 £ 52.36 al
PAR 353.50+236.84a1 183.66+71.78 al 32140+ 119.33a1  174.50+103.59 al
Y(II) 0.05 £ 0.06 a1 0.06 +0.07 al 0.14 +0.04 a2 0.12+0.07 a2
ETR 6.58 £ 7.58 al 4.00 +4.38 al 19.40+9.29 a2 9.68 +9.85 al
Fo’ 215.16 £ 56.87 al 197.00 + 25.35 al 209.20 + 39.18 al 217.00 + 50.32 al
qP 0.10+£0.08 al 0.10+0.11 a1 0.24 +0.05 a2 0.22+0.14 a2
gN 0.86 +0.04 al 0.85+0.05 al 0.84 +0.02 al 0.81+0.03 a1
qL 0.05+0.04 a1 0.04 +0.05 a1 0.12+0.02 a2 0.12+0.08 a2
NPQ 362533 + 3805.83 £ 3268.40 + 2903.66 +
665.63 al 1373.7 al 431.21 al 340.47 al
Yvo 0.20 £0.03 a1 0.20+0.04 a1 0.20+0.02 a1 0.22£0.03 al
YNPQ 0.73 £ 665.63 a2 0.73 £1373.70 a2 0.65+431.21 al 0.65 +340.47 al
Fo 370.16 £ 141.83 a1  312.33 £57.23 al 313.20 £ 78.29 al 316.83 £98.08 al
Fm 2024.16 + 2059.50 = 2106.40 + 2127.00 +
124.73 al 40.01 al 48.85 al 59.64 al
Fv/Fm 0.82+£0.07 al 0.85+0.03 a1 0.85+0.04 a1 0.85+0.05 al

Legenda: *Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro
padrdo da média (n =5).

Do conjunto de varidveis de morfologia de raizes, apenas a area superficial foi maior
em WDPUT versus WD e em IRPUT versus IR, indicando estimulo da putrescina a area de
absor¢do. A razdo raiz-folha (RF), a densidade de tecido de raiz (RMDe), o comprimento
especifico de raiz (SRL) e o didmetro médio permaneceram inalterados. A relagdo
RDW/SDW (razdo de peso seco parte aérea/raiz) elevou-se com irrigagdo (IR e IRPUT) em
comparacdao a WD e WDPUT (Tabela 8).
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Tabela 8 — Morfologia de raizes em plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit
hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com
putrescina (IRPUT).

ROOT MORPHOLOGY
WD WDPUT IR IRPUT
Length 30505.4 + 34590.2 + 30350.9 = 422222 +
3692.7 al 7822.6 al 8182.7 al 8258.6 al
Surface ared 3864.2 + 5001.4 + 3926.81 + 6170.4 +
447.1 al 1148.7 a2 718.30 al 1236.3 a2
Diameter 331+ 3.02+ 2.10+ 3.66 +
0.41 a1 0.97 al 0.89 al 0.59 al
Volume 39.22 + 58.06 + 46.80 + 72.34 £+
5.75 al 13.50 a2 6.95 al 15.29 a2
RF 7.90 £+ 6.85 + 6.92 + 6.85 +
0.52 a1 1.63 al 0.20 a1 0.23 al
0.23 + 0.20 + 0.24 + 0.17 +
RMDe 0.02 a1 0.02 a1 0.09 a1 0.02 al
SRL 335221 + 2975.41 + 273335+ 3439.3 +
414.21 al 1123.50 al 791.19 al 273.7 al
211+ 220+ 342+ 3.82+
RDW/SDW 0.28 al 0.21 al 0.07 a2 0.44 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

A irrigacao (IR e IRPUT) aumentou o comprimento das raizes muito finas (< 0,5 mm),
finas (0,5-2,0 mm) e grossas (> 2,0 mm) em relagdo a WD e WDPUT, sem diferenca entre os
niveis com e sem putrescina em cada condi¢do hidrica (Tabela9). A 4rea superficial das
raizes finas (> 0,5-2,0 mm) e grossas (> 2,0 mm) foi maior sob irriga¢do (IR e IRPUT) do que
em WD e WDPUT. Nas raizes muito finas (< 0,5 mm) ndo houve diferenca entre tratamentos.
A putrescina nao alterou a area dentro de cada condi¢ao hidrica (Tabela 10). O volume das
raizes finas (> 0,5-2,0 mm) e grossas (> 2,0 mm) foi significativamente maior em IR e IRPUT
versus WD e WDPUT, enquanto o volume das raizes muito finas (<0,5 mm) permaneceu
estavel. Além disso, a aplicacao de putrescina em déficit (WDPUT) elevou o volume de raizes

grossas em comparacdo a WD (Tabela 11).
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Tabela 9 — Comprimento das raizes muito finas (< 0,5 mm), finas (> 0,5 <2,0 mm) e grossas
(>2,0 mm) nas plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit

hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

ROOT MORPHOLOGY (LENGTH)

WD WDPUT IR IRPUT
Very Thin 24613.31 = 21748.02 = 27085.70 + 3293247 +
(< 0,5 mm) 3312.84 al 9268.31 al 6352.06 al 6432.09 al
Thin 5579.85 + 5338.26 + 6708.77 + 8273.52 +
(> 0,5 <2.0 mm) 489.85 al 1248.05 al 1346.23 al 1624.57 a2
Thick 297.99 + 498.70 + 777.00 + 993.37 +
(> 2.0 mm) 130.02 al 240.67 al 177.67 a2 281.20 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

Tabela 10 — Area superficial das raizes muito finas (<0,5mm), finas (>0,5<2,0 mm) e

grossas (> 2,0 mm) nas plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD),

déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).
ROOT MORPHOLOGY (SURFACE AREA)

WD WDPUT IR IRPUT
Very Thin 1607.75 £ 1417.63 + 1779.77 + 2125.57
(< 0,5 mm) 199.11 al 586.32 al 450.87 al 384.36 al
Thin 1527.02 + 1506.21 + 1961.76 + 2401.89 =
(> 0,5 <2.0 mm) 156.54 al 305.26 al 384.54 a2 448.24 a2
Thick 261.97 + 492.11 + 71232 + 92737+
(> 2.0 mm) 123.97 al 293.62 al 177.29 a2 287.32 a2

Legenda: *Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada varidavel ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro
padrdo da média (n =5).

Tabela 11 — Volume das raizes muito finas (<0,5 mm), finas (>0,5<2,0 mm) e grossas
(>2,0 mm) nas plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit
hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

ROOT MORPHOLOGY (VOLUME)

WD WDPUT IR IRPUT
Very Thin 10.56 = 9.29 + 11.82 £ 13.97 +
(< 0,5 mm) 1.25 al 3.70 al 3.14 al 2.40 al
Thin 38.20+ 39.00 + 53.54 64.92 +
(> 0,5 <2.0 mm) 4.79 al 6.63 al 10.41 a2 11.30 a2
Thick 20.19 + 45.81 = 57.61 + 77.39 +
(> 2.0 mm) 10.90 al 34.61 a2 16.00 a2 27.24 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrdo
da média (n =5).
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Considerando a condi¢do de irrigagdo, os tratamentos irrigados (IR e IRPUT)
mostraram respostas superiores aos tratamentos em déficit (WD e WDPUT) para varios
parametros. Em particular, diametro, nimero de fileiras, massa da espiga e massa de graos
foram significativamente maiores em IR e IRPUT do que em WD ¢ WDPUT (os irrigados
pertencem ao mesmo grupo de significancia). Os tratamentos em déficit (WD e WDPUT)
apresentaram, em geral, as menores médias para esses pardmetros. J& o comprimento € o
numero de graos por fileira ndo aumentaram com a simples irrigagdo (IR); apenas IRPUT
apresentou comprimento e nimero de graos por fileira significativamente maiores. Por fim, a
massa de cem graos ndo apresentou diferengas significativas entre os tratamentos.

Quanto ao efeito do bioestimulante (putrescina), os dados indicam que a putrescina foi
benéfica apenas quando aplicada sob irrigagdo: IRPUT foi a Unica condi¢do que aumentou
significativamente o comprimento da espiga e o nimero de graos por fileira em relacdo a IR.
Em relagdo ao diametro, massa da espiga e massa de graos, IR e IRPUT sdo estatisticamente
superiores a WD e WDPUT, porém ndo ha diferenca significativa entre IR e IRPUT nesses
parametros (embora IRPUT apresente as maiores médias numéricas). Na condi¢do de déficit
hidrico, WDPUT nao diferiu de WD, ou seja, a putrescina ndo compensou os efeitos
negativos do déficit. A massa de cem graos também ndo foi influenciada pela aplicacdo de

putrescina.
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Tabela 12 — Caracteristicas produtivas das plantas de milho desfolhadas nos tratamentos
déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com
putrescina (IRPUT).

PRODUCTIVITY
WD WDPUT IR IRPUT
Corn ear
117.61 £ 11.57a1 11401 £1036al 124.68+274al1 139.93 +4.90 a2
Length
Comear 420, 339a1  31.04+340al 4038422522  40.14+1.55 a2
Diameter
Nu?;tv’:’; of  1083+£270a1 1062=195a1 1480+ 1.69a2  14.40+ 1.02 a2
Grarl(‘)lvsvper 1755+ 4.04a1  16.09+5.05al  2040+291al 2620+ 1.44 a2
C‘r’lﬁsfar 5077+19.62a1 46.77+19.16al 8430+13.58a2 100.00 + 3.82 a2
Grain
- 4150+ 1498al 3147+1459a1 60.79+11.00a2 72.43 +2.83 a2
Hundred s 01 55701 2341+579a1  19.9944.03al  20.90+0.93 al
graln mass

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

A concentragdo de agucares totais nas folhas e raizes de plantas de milho desfolhadas,
apesar de apresentar médias ligeiramente maiores em condi¢do de déficit hidrico (WD), ndo
tiveram diferencgas significativas entre os tratamentos de irrigacdo (Tabela 13).

Quando a putrescina foi aplicada nas plantas desfolhadas, também ndo se obteve
diferencas significativas entre as médias entre déficit hidrico (WD) e déficit hidrico com
putrescina (WDPUT). Quanto ao tratamento de plantas irrigadas (IR), as médias foram
menores que as plantas com putrescina (IRPUT), entretanto, a diferenca nao foi considerada

significativamente de acordo com o teste estatistico (Tabela 13).

Tabela 13 — Concentracao de agucares soluveis totais nas folhas e raizes das plantas de milho
desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT),
irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

TOTAL SOLUBLE SUGARS
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 150.57+63.03 a1 11643+43.77a1 90.80+35.09a1 128.61+56.04 al
Roots 36.60 + 9.20 al 35.65+11.62 al 19.53 +£9.18 al 30.14 + 13.02 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrdo
da média (n =5).
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Considerando a condi¢do de irrigacdo, os dados mostram que, em média, as plantas
irrigadas apresentaram maior concentracdo de amido nas folhas (41,39 + 0,18 mg-g™') em
comparagdo aos tratamentos em déficit (WD = 23,95 + 0,10; WDPUT = 22,43 + 0,08) ¢ a
IRPUT (30,13 + 0,07). Nas raizes, as médias variaram entre ~11-61 (IR = 11,29 £+ 0,05;
IRPUT = 14,07 = 0,07; WD = 14,18 + 0,04; WDPUT = 60,90 + 0,65). No entanto, segundo a
legenda (teste Scott-Knott, 5%) todas as médias na mesma linha apresentam a mesma letra
(“al”), ou seja, nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos para a
concentracdo de amido nas folhas nem nas raizes.

Quanto ao efeito do bioestimulante (putrescina), numericamente a putrescina nao
elevou consistentemente o amido foliar (WDPUT = 22,43 < WD = 23,95; IRPUT = 30,13 <
IR =41,39) e mostrou um aumento numérico muito grande nas raizes em WDPUT (60,90) em
relagdo a WD (14,18). Ainda assim, esses contrastes numéricos nao se traduziram em
diferengas estatisticas. Portanto, com base na tabela apresentada, a aplicagdo de putrescina
ndo provocou alteracdes estatisticamente significativas na concentracdo de amido em folhas

ou raizes nas condigdes testadas. (Tabela 14).

Tabela 14 — Concentra¢do de amido nas folhas e raizes das plantas de milho desfolhadas nos
tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e
irrigado com putrescina (IRPUT).

STARCH
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 23.95+0.10 al 22.43 £0.08 al 41.39+0.18 al 30.13+£0.07 al
Roots 14.18 £ 0.04 al 60.90 + 0.65 al 11.29 £ 0.05 al 14.07 £ 0.07 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

Considerando a condi¢do de irrigacdo, os tratamentos ndo diferiram na concentragdao
de aminoacidos nas folhas (todas as médias com “al”: WD = 2,46 + 0,96; WDPUT = 2,35 +
0,91; IR = 1,83 = 0,51; IRPUT = 1,75 + 1,08), ou seja, ndo houve efeito estatisticamente
significativo da irrigagcdo sobre os aminoacidos foliares (teste Scott-Knott, 5%). Nas raizes,
entretanto, o tratamento em déficit hidrico sem putrescina (WD = 1,42 + 0,47, letra “a2”)
apresentou concentracdo significativamente maior de aminodcidos do que os demais
tratamentos (WDPUT = 0,94 + 0,23; IR = 1,00 = 0,14; IRPUT = 0,59 £ 0,09; todos “al”),
indicando que o déficit hidrico aumentou os aminoacidos radiculares quando comparado aos

outros tratamentos.
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Quanto ao efeito do bioestimulante (putrescina), ndo houve diferenca estatistica nas
folhas entre tratamentos com e sem putrescina (WD vs WDPUT; IR vs IRPUT — todos
“al”), ou seja, a putrescina nao alterou significativamente os aminoacidos foliares. Nas raizes,
a aplicacao de putrescina sob déficit (WDPUT = 0,94 + 0,23, “al”) reduziu numericamente —
e estatisticamente em relagdo a WD — a concentragdo de aminodacidos, aproximando-a dos
valores observados em tratamentos irrigados; sob irrigagdo a putrescina (IRPUT) ndo diferiu

de IR (Tabela 15).

Tabela 15 — Concentragdo de aminoacidos nas folhas e raizes das plantas de milho
desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT),
irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

AMINO ACIDS
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 2.46 +0.96 al 2.35+0091 al 1.83 +£0.51 al 1.75+1.08 al
Roots 1.42+£0.47 a2 0.94+0.23 al 1.00£0.14 al 0.59+0.09 a1

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padréo
da média (n = 5).

Considerando a condi¢do de irrigacdo, os tratamentos ndo diferiram na concentragdo
de proteinas nas folhas, ou seja, ndo houve efeito estatisticamente significativo da irrigagado
sobre as proteinas foliares. Nas raizes, também nao foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos, indicando que o déficit hidrico ndo alterou a concentracdo de proteinas
radiculares (Tabela 16).

Quanto ao efeito da putrescina, ndo houve diferencga estatistica entre tratamentos com
e sem putrescina, tanto nas folhas quanto nas raizes, ou seja, a aplicacdo de putrescina nao

modificou significativamente a concentragdo de proteinas nas plantas (Tabela 16).

Tabela 16 — Concentracao de proteinas em miligramas nas folhas e raizes das plantas de milho
desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT),
irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

PROTEINS
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 2.52+0.15al 2.35+0.24 al 241+£0.11 al 2.48 £0.43 al

Roots 2.50+£0.30 al 2.43+£0.20 al 2.41£0.56 al 2.41 £0.34 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrdo
da média (n =5).
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A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) nas folhas das plantas de milho
desfolhadas apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. O tratamento de Déficit
Hidrico (WD) resultou na maior atividade da enzima (2,40 + 1,04 U/mg), sendo
estatisticamente superior aos demais tratamentos (WDPUT, IR e IRPUT), que ndo diferiram
entre si (Tabela 17).

Nas raizes, a atividade da enzima APX ndo apresentou diferencas significativas entre
os tratamentos. As médias variaram de 0,58 = 0,21 (WD) a 0,83 + 0,19 (IRPUT), e todos os

tratamentos foram agrupados no mesmo grupo estatistico (Tabela 17).

Tabela 17 — Numero de micromols de ascorbato consumido por miligrama de proteina por
minuto (U/mg) nas folhas e raizes das plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit
hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com
putrescina (IRPUT).

APX ENZYME
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 2.40 £ 1.04 a2 0.98+0.73 al 0.89+0.38 al 1.52+1.05 al
Roots 0.58+0.21 al 0.73+£0.33 al 0.60 +0.28 al 0.83+£0.19 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrdo
da média (n = 3).

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPOX) nas folhas das plantas de milho
desfolhadas apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. O tratamento de Déficit
Hidrico (WD) foi estatisticamente diferente dos demais tratamentos, sendo a maior média no
agrupamento estatistico. Os tratamentos WDPUT (2696,80 + 6021,91 U/mg), IR (2939,04 +
5082,14 U/mg) e IRPUT (5838,99 + 7825,39 U/mg) ndo diferiram estatisticamente entre si
(Tabela 18).

Nas raizes, a atividade da enzima GPOX ndo apresentou diferencas significativas entre
os tratamentos de irrigacdo e aplicacdo de putrescina. As médias variaram de 135991 +
3032,23 (IRPUT) a 2693,71 + 4658,63 (IR), e todos os tratamentos foram agrupados no

mesmo grupo estatistico (Tabela 18).
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Tabela 18 — Numero de micromols de peréxido consumido por miligrama de proteina por
minuto (U/mg) nas folhas e raizes das plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit
hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com
putrescina (IRPUT).

GPOX ENZYME
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 5408.81 + 2696.80 + 2939.04 + 5838.99 +
5734.12 a2 6021.91 al 5082.14 al 7825.39 al
Roots 2183.75 + 1799.15 + 2693.71 + 135991 +
2986.11 al 4017.09 al 4658.63 al 3032.23 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significAncia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrao
da média (n = 5).

A atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas das plantas de milho desfolhadas nao
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. O tratamento Irrigado (IR) (281,62 +
252,33 U/mg), o Déficit Hidrico (WD) (61,86 + 35,64 U/mg), Déficit Hidrico com Putrescina
(WDPUT) (99,37 £ 75,34 U/mg) e o Irrigado com Putrescina (IRPUT) (128,15 + 35,62
U/mg) nao diferiram estatisticamente entre si, sendo agrupados no grupo al.

Nas raizes, a atividade da enzima CAT também nado apresentou diferengas
significativas entre os tratamentos de irrigacdo (WD, WDPUT, IR e IRPUT). As médias
variaram de 33,70 + 42,55 (WD) a 44,21 + 36,19 (IRPUT), e todos os tratamentos foram

agrupados no mesmo grupo estatistico (Tabela 19).

Tabela 19 — Milimols de H20: (peroxido de hidrogénio) consumido por mg de proteina por
min (U/mg) nas folhas e raizes das plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit
hidrico (WD), déficit hidrico com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com
putrescina (IRPUT).

CAT ENZYME
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 61.86+35.64al1 9937+7534al 281.62+252,33 al 128.15+35,62al
Roots 33.70+42.55a1 37.47+21.53 al 42.66 +5.74 al 44.21 +36.19 al

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrao
da média (n =5).

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) nas folhas das plantas de milho

desfolhadas apresentou diferenga significativa entre os tratamentos. Os tratamentos Déficit
Hidrico (WD) (635,56 + 69,84 U/mg), Déficit Hidrico com Putrescina (WDPUT) (650,20 +
159,72 U/mg) e Irrigado com Putrescina (IRPUT) (654,27 + 151,96 U/mg) foram

estatisticamente semelhantes com maiores médias (a2). O tratamento Irrigado (IR) (301,15 +
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52,97 U/mg) apresentou a menor atividade da enzima, sendo estatisticamente diferente dos
demais (Tabela 20).

Nas raizes, a atividade da SOD também apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Os tratamentos Déficit Hidrico (WD) (621,94 + 81,69 U/mg), Déficit Hidrico
com Putrescina (WDPUT) (593,26 + 107,26 U/mg) e irrigado (IR) (528,95 + 168,41 U/mg)
foram estatisticamente semelhantes com maiores médias (a2). O tratamento Irrigado com
Putrescina (IRPUT) (345,96 + 92,11 U/mg) apresentou a menor atividade da enzima, sendo

estatisticamente diferente dos demais (Tabela 20).

Tabela 20 — Unidades de superdxido dismutase por miligrama de proteina (U/mg) nas folhas e
raizes das plantas de milho desfolhadas nos tratamentos déficit hidrico (WD), déficit hidrico

com putrescina (WDPUT), irrigado (IR) e irrigado com putrescina (IRPUT).

SOD ENZYME
WD WDPUT IR IRPUT
Leaves 635.56+69.84 22 650.20 £ 159.72 301.15+£5297 654.27 +£151.96 a2
a2 al
Roots 621.94 £ 81.69a2 593.26+107.26 528.95+168.41 34596+92.11 al
a2 a2

Legenda: Médias seguidas da mesma letra na mesma linha, para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Cada valor indica a média do tratamento + erro padrdo
da média (n = 5).
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4. DISCUSSAO

Os resultados de biometria e de massa seca (Tabela 2 e Tabela 3) mostraram
diferencas significativas nos tratamentos sob diferentes condi¢des hidricas, evidenciando o
impacto do manejo da irrigagdo e do déficit hidrico no crescimento das plantas de milho
desfolhadas. O déficit hidrico reduziu significativamente o crescimento das plantas
desfolhadas, conforme evidenciado na diminui¢ao de 53,7% na altura e 58,4% no diametro do
colmo em comparagdo ao controle irrigado (IR). Esse impacto negativo ressalta a importancia
da disponibilidade hidrica para o desenvolvimento vegetal, uma vez que a irrigagdo adequada
favorece processos fisiologicos essenciais, como a fotossintese, a producdo de matéria
organica, o transporte de nutrientes e a elongacdo celular (MARQUES et al., 2023). Durante o
estresse hidrico, a concentracdo do hormonio ABA aumenta, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo interna que reduz o potencial osmotico das células-guarda por meio da perda de
ions K™ e CI, resultando no fechamento dos estomatos para evitar perda de agua, mas
impactando as trocas gasosas e consequentemente a fotossintese (SHEORAN et al., 2022).

Além do déficit hidrico, a desfolha também afeta diretamente a estrutura e o
crescimento das plantas, pois a remog¢ao das folhas reduz a disponibilidade de fotoassimilados
para as raizes e outros orgdos. A perda total da area foliar compromete o crescimento
vegetativo, diminuindo altura, didmetro e biomassa radicular at¢é que novas folhas sejam
formadas e a planta retome seu desenvolvimento (FERREIRA et al., 2024). As plantas
submetidas a desfolha, apresentam uma reducdo nos acUcares redutores, aminodcidos e
proteinas, comprometendo seu desenvolvimento. Para compensar a perda de folhas, as plantas
mobilizam assimilados das raizes para a parte aérea, evidenciado pela redistribuicdo de
biomoléculas e pelo menor crescimento radicular (QUENTIN et al., 2011; LIU et al., 2007).
Esse mecanismo exige um alto consumo energético para a regeneragao das folhas, essenciais
para a producdo de novos fotoassimilados.

A putrecina quando aplicada de forma exdgena ou por meio de priming de sementes,
apresenta varios efeitos benéficos em diversos tipos de plantas, auxiliando em seu
crescimento e na resposta a diversos fatores de estresse para a protecdo e sobrevivéncia
(GONZALEZ-HERNANDEZ et al., 2022; BAZVAND et al., 2024). As plantas quando
submetidas a estresses bioticos ou abiodticos, produzem a putrescina de forma intracelular
naturalmente para estimular seus sistemas antioxidantes (ZHAO et al., 2021). Nos resultados

aqui obtidos percebe-se que a putrescina ndo causou grande impacto na morfofisiologia das
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plantas, isso pode dar pela intensidade dos estresses aqui submetidos e ou pela concentracao
da putrescina aplicada.

Calcio (Ca), magnésio (Mg), boro (B) e manganés (Mn) foram menores nos
tratamentos sob déficit hidrico (Tabela 4). Isso refor¢a a condi¢do de baixa absor¢do das
raizes devido ao déficit hidrico que comprometeu seu crescimento concomitante com a
desfolha, fazendo com que a planta mobilize recursos das raizes para a parte aérea. O aumento
da concentracao de fosforo (P) em plantas de milho desfolhadas e sob déficit hidrico pode ser
consequéncia da ativacdo de respostas fisioldgicas ao estresse. Esses fatores refletem uma
adaptacao da planta para lidar com a escassez de dgua, garantindo a manuten¢ao de processos
vitais e aumentando sua capacidade de tolerancia a seca. O fosforo também desempenha um
papel essencial na sinalizac¢ao celular e na ativagdo de mecanismos de defesa contra estresses
ambientais (SILVA et al., 2020). O aumento na sua concentracdo pode estar relacionado a
necessidade de manter a homeostase energética e ativar vias bioquimicas adaptativas, como a
produgdo de compostos osmoprotetores e antioxidantes (NUNES et al., 2019).

J& a aplicagdo da putrescina na condi¢do de déficit hidrico (WDPUT) exibiu efeito de
diminui¢cdo de Nitrogénio (N), Foésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg),
Enxofre (S), Ferro (Fe) e Zinco (Zn) quando comparados ao tratamento de déficit sem
aplicacdo de putrescina (WD). Esse resultado vai contra o relato de Cui, et al. (2020) e
Hassan; Bano (2016) que demonstram que a putrescina aumenta a quantidade de nutrientes
(exceto o sddio) a fim de se regular o equilibrio cationico. Ao que tudo indica, a baixa
concentragdo de nutrientes nas plantas de milho tratadas com putrescina 50 pM foi causada
pelo impacto do bioestimulante na absorcdo desses nutrientes e consequentemente, no
bioacumulo de cada nutriente por massa seca da planta. Estudos com diferentes concentracdes
e tipos de aplicagdo de putrescina sdo essenciais para compreender melhor seu efeito no
acimulo de nutrientes em milho submetido a desfolha e déficit hidrico.

O déficit hidrico ocorrendo simultaneamente com a desfolha afetou negativamente a
fisiologia do milho, resultando na redu¢ao dos niveis de clorofila, da taxa fotossintética (A),
condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO> (Ci), transpiragdo (E) e
eficiéncia instantanea de carboxila¢do (A/Ci). Como consequéncia, as plantas submetidas a
essa condicao apresentaram menor turgor celular e reducao do potencial hidrico (Reis et al.,
2018), o que comprometeu seu crescimento e desenvolvimento (ASLAM et al., 2022). O
déficit hidrico pode desencadear estresses secunddrios, como o estresse oxidativo,
promovendo a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que contribui

para a ocorréncia de clorose e murcha, intensificando os danos causados pela limitacdo
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hidrica (MARQUES et al., 2023; NOTONUNU et al., 2022). Esses impactos negativos
restringem o desempenho fisioldgico das plantas, reduzindo a taxa fotossintética, acelerando a
degradacao da clorofila e prejudicando o crescimento, a expansdo foliar e o acimulo de
biomassa.

Juntamente a isso, a area foliar desempenha um papel fundamental nos processos
fisiologicos essenciais das plantas, incluindo as trocas gasosas e a respiracdo (MONDO et al.,
2009). De acordo com o estudo de Pinkard, Eyles e O'Grady (2011), ha evidéncias de que as
trocas gasosas em FEucalyptus globulus sdo influenciadas por baixos niveis de agua e
nitrogénio, bem como pela desfolha, estando associadas as alteragdes nas relagdes entre fonte
e dreno. Segundo Ferreira et al. (2024) a desfolha precoce no milho ndo impacta
agressivamente nas trocas gasosas ao serem analisadas aos 7 e 14 dias apos a desfolha. Pelo
contrario, as plantas desfolhadas apresentaram maior gs, Ci e E, afetando apenas a eficiéncia
no uso da agua e a eficiéncia instantanea de carboxilagdo (A/Ci).

A redugdo do crescimento radicular do milho observada neste estudo pode ser
atribuida a diminui¢do na disponibilidade de fotoassimilados e a limitagdo hidrica, ambos
fatores determinantes para o desenvolvimento estrutural da planta. A desfolha compromete a
capacidade fotossintética ao remover as folhas, principais 6rgados responsaveis pela produgdo
de agucares e outros metabolitos essenciais. Com a menor produg¢do de fotoassimilados,
ocorre uma redistribuigdo desses compostos para a regeneragao da parte aérea, em detrimento
do crescimento radicular (FERREIRA et al., 2024). Esse processo evidencia um mecanismo
de compensacdo no qual a planta prioriza a recomposi¢do da superficie foliar para
restabelecer a fotossintese, resultando na redu¢do do didmetro, biomassa e comprimento das
raizes (QUENTIN et al., 2011; LIU et al., 2007). Dessa forma o déficit hidrico parece ter
impactado mais ainda os parametros morfologicos.

Além disso, o déficit hidrico intensifica os impactos negativos sobre o crescimento
radicular ao limitar a absor¢do de dgua e nutrientes nas plantas de milho com desfolhas. A
redugdo na disponibilidade hidrica provoca fechamento estomatico e, consequentemente, uma
diminui¢do na fixacdo de CO., reduzindo a taxa fotossintética e afetando diretamente a
producdo de carboidratos essenciais para o desenvolvimento das raizes (MARQUES et al.,
2023). Esse processo resulta em menor expansao e alongamento celular, refletindo na redugao
da biomassa radicular. A limitagdo hidrica também desencadeia modificacdes fisioldgicas
severas, como o0 aumento no tamanho das células meristematicas das raizes, além da
desintegracdo de membranas e organelas celulares, impactando negativamente a capacidade

de crescimento e absor¢do da planta (RASOOL et al., 2019).
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Em condicdes ideais, um sistema radicular composto por raizes muito finas e finas
bem desenvolvidas permite a exploragdo de camadas profundas do solo para captar agua e
nutrientes, conferindo vantagem adaptativa em situagdes de estresse hidrico (SOUZA et al.,
2016). Contudo, o déficit hidrico combinado com a desfolha impactou negativamente o
crescimento dessas raizes delicadas, prejudicando a absor¢do de A4gua e nutrientes,
especialmente nas plantas desfolhadas que passaram por seca. A redug¢do na densidade
radicular decorrente do estresse limita o transporte de seiva e, consequentemente, o
desenvolvimento da parte aérea (GUO et al., 2023). Enquanto as raizes grossas sao essenciais
para a sustentacdo da planta, o transporte de solutos e a expansdo do sistema radicular,
contribuindo para a fixagao e o crescimento em profundidade (RIBEIRO et al., 2024).

Por fim, a combinacdao da desfolha com o déficit hidrico levou a uma reducao
expressiva no crescimento tanto da parte aérea quanto do sistema radicular, comprometendo a
biomassa total da planta. A limitagdo hidrica restringiu o desenvolvimento de raizes finas
ilustrando a menor relacdo de peso seco parte aérea/raiz (Tabbela 8). Isso indica que, sob
condigdes adversas, a planta enfrenta dificuldades na redistribuicdo de recursos para manter
seu crescimento estrutural. A menor massa seca total reforca o impacto negativo do estresse
combinado sobre o milho, destacando a importancia de estratégias fisiologicas, como o uso de
bioestimulantes, para minimizar os danos causados pela desfolha e déficit hidrico. A
putrescina demonstrou ser um fator positivo para o crescimento radicular ao atuar no aumento
do comprimento, volume e area superficial principalmente das raizes finas e grossas. As
raizes grossas contém uma quantidade mais significativa de tecido lignificado e nao
apresentam tricomas nem pelos radiculares. Dessa forma, o desenvolvimento dessas estruturas
nao esta diretamente associado a eficiéncia na captacdo de dgua e nutrientes.

A putrescina exerce diversas fungdes nas plantas, incluindo a neutraliza¢do de espécies
reativas de oxigénio, a regulacdo do equilibrio osmético e a promog¢do da divisdo celular
(TOLEDO et al., 2024), o que favorece o alongamento do caule. No entanto, a variagdo nos
efeitos observados entre diferentes concentracdes pode ser influenciada por fatores como a
espécie avaliada, as condigdes experimentais € a severidade do déficit hidrico. Estudos
anteriores indicam que a putrescina pode estimular o crescimento vegetal em situagdes de
estresse hidrico. Hussein et al. (2023) relataram efeitos positivos no desenvolvimento de
plantas de trigo sob déficit hidrico quando tratadas com 1 mM de putrescina. Este
bioestimulante pode apresentar beneficios em diferentes concentragdes, sugerindo assim que a
putrescina pode atuar em uma ampla faixa de dosagens (DONEVA et al., 2021). No presente

estudo, verificou-se que a concentracao de 50 uM de putrescina modificou a concentracao de
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nutrientes, a eficiéncia instantdnea de carboxilagcdo, a taxa de transporte de elétrons e a
morfologia de raizes grossas, sendo o efeito positivo observado apenas na eficiéncia
instantanea de carboxilagao.

A aplicagdo do bioestimulante impactou negativamente na taxa de transporte de
elétrons (ETR) no tratamento irrigado (IR). A putrescina, como poliamina, tem um papel
importante na modulacdo de varios processos fisioldgicos em plantas, incluindo a fotossintese
e a taxa de transporte de elétrons (GONZALEZ-HERNANDEZ, 2022). A ETR é uma medida
da eficiéncia com que os elétrons sdo transferidos através da cadeia de transporte de elétrons
no fotossistema II durante a fotossintese, um processo essencial para a geracdo de energia na
planta. A diminuicdo de ETR nos tratamentos com putrescina reflete em uma menor
eficiéncia na cadeia de transporte de elétrons, o que indica um mecanismo de resposta ao
estresse (MOHAMMADI-CHERAGHABADI et al., 2022). Neste cendrio, a planta pode estar
diminuindo ETR a fim de evitar excesso de elétrons no fotossistema II e assim, evitar a
formag¢dao de EROs. Reduzir a producdo de EROs, preserva a funcdo do fotossistema II e
melhora a eficiéncia do transporte de elétrons (MOHAMMADI et al., 2018). Além disso, em
alguns casos, a putrescina tem sido associada ao aumento da fluidez das membranas celulares,
0 que também pode contribuir para uma melhor eficiéncia na transferéncia de elétrons durante
a fotossintese. Assim, a putrescina pode atuar como um regulador da ETR, melhorando a
eficiéncia fotossintética ou diminuindo sua taxa para a adaptacdo das plantas a condic¢des
ambientais adversas, como estresse hidrico ou oxidativo.

Ao avaliar a concentracdo de metabdlitos primarios, percebe-se que os tratamentos de
condicdo hidrica, aplicagdo de putrescina e de desfolha ndo apresentaram efeitos
significativos na concentragdo de actcares totais, amido e proteinas. O teor de aminoacidos
foi maior na condicdo de déficit hidrico, que condiz com OBATA et al. (2015), onde 20 dos
41 aminoacidos analisados tiveram acumulo em condic¢do de estresse hidrico como isoleucina,
valina, treonina, glicina e serina e principalmente o aciimulo de prolina. Entretanto, no
presente estudo os aminoacidos foram acumulados em maior quantidade nas raizes do milho.
Esse acumulo sugere investimento da planta no potencial de crescimento radicular para a
busca de 4gua em meio ao déficit hidrico, concomitantemente o acimulo desses aminoacidos
também auxilia na protecdo das membranas (mantendo sua fluidez) e na manutencao do
potencial hidrico celular e regulagdao do potencial osmotico.

A desfolha em estadios iniciais (V4) ndo afeta bruscamente a concentragdo de amido,
proteinas, acUcares totais e redutores. Porém, em estddio V7 as plantas ndo desfolhadas

possuem maior concentracdo dessas biomoléculas e também de aminoacidos do que plantas
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desfolhadas (FERREIRA et al., 2024). A concentracdo de biomoléculas obtidas neste estudo
pode indicar que a combinacdo dos estresses hidrico e desfolha afetaram severamente os
parametros bioquimicos das plantas, pois ndo apresentaram acumulos significativos mesmo
apos o estadio V7. Nesse estadio a planta estd focada na recuperacao de area foliar para
producdo de fotoassimilados, entretanto, o déficit hidrico interferiu na sintese de biomoléculas
com excecdo dos aminoacidos que foram sintetizados em maiores quantidades a fim de
proteger a planta dos estresses ¢ perda de agua. O tratamento com 1mM de putrescina no
Triticum aestivum L., uma Poaceae semelhante ao milho, apresentou melhorias evidentes no
acumulo de aminoacidos, agucares, compostos fenolicos e na produtividade em um cendrio de
déficit hidrico (HUSSEIN et al., 2023). No presente estudo a aplicagdo da putrescina de forma
exdgena a 50 uM ndo apresentou os resultados desejados conforme a literatura consultada,
sendo que ndo interferiu o suficiente na resposta metabolica de forma que aumentasse a
sintese de biomoléculas a fim de proteger as plantas dos estresses submetidos.

A resposta de plantas de milho (Zea mays L.) ao déficit hidrico e a aplicagdo exdgena
de putrescina a 50 pM envolve complexas alteragdes bioquimicas, notadamente no
metabolismo de solutos osmoticos e no sistema de defesa antioxidante. Os resultados obtidos
nas Tabelas 17, 18, 19 ¢ 20 fornecem insights sobre a modulagcdo desses mecanismos em
folhas e raizes.

O sistema de defesa antioxidante, composto por enzimas como a Superdxido
Dismutase (SOD), Ascorbato Peroxidase (APX) e Peroxidase (GPOX), ¢ fundamental para a
eliminagdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) produzidas em excesso sob estresse
(ZHAO et al., 2021).

A atividade da enzima APX (Tabela 17) nas folhas foi significativamente maior no
tratamento WD (grupo a2) em comparacao com os demais (WDPUT, IR e IRPUT, grupo al).
Este aumento na atividade da APX sob déficit hidrico € uma resposta tipica de defesa, visando
a detoxificagdo do peroxido de hidrogénio (H20:) no ciclo ascorbato-glutationa. O fato de a
aplicacdo de putrescina sob déficit hidrico (WDPUT) ter reduzido a atividade da APX para o
nivel do controle (IR) sugere que a putrescina pode ter mitigado o estresse oxidativo,
diminuindo a necessidade de uma alta atividade enzimatica. Nas raizes, a APX ndo apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos, indicando uma resposta menos pronunciada ou
mais estavel neste orgao.

A atividade da enzima GPOX (Tabela 18) nas folhas também foi significativamente
maior no tratamento WD (grupo a2) em relacdo aos demais (grupo al). A GPOX, assim como

a APX, atua na eliminacdo de H20.. O aumento em WD e a redugdo nos tratamentos com



51

putrescina (WDPUT e IRPUT) reforcam a hipdtese de que a putrescina exdgena atua como
um agente protetor, reduzindo o acimulo de EROs e, consequentemente, a indugdo das
enzimas antioxidantes (AHANGIR et al., 2020). Nas raizes, a GPOX nao apresentou
diferenca significativa, similar ao observado para a APX.

A enzima CAT (Tabela 19) nas folhas apresentou a maior atividade no tratamento IR
(grupo al), juntamente com WDPUT e IRPUT, sendo o tratamento WD estatisticamente
diferente (grupo a2). A CAT ¢ responsavel pela decomposi¢ao direta de H.O:. em agua e
oxigénio. A menor atividade em WD pode indicar uma inativagdo da enzima sob estresse
mais severo ou uma preferéncia pela via APX/GPOX para a eliminag¢do de H.O. (HENDGES
et al., 2015). Nas raizes, a CAT nao apresentou diferenca significativa.

A SOD (Tabela 20) ¢ a primeira linha de defesa, convertendo o anion superdxido (O2)
em H:0.. Nas folhas, os tratamentos sob estresse (WD, WDPUT e IRPUT) apresentaram
maior atividade (grupo a2) do que o tratamento IR (grupo al). Este resultado indica que o
estresse hidrico, mesmo mitigado pela putrescina, induziu a producao de O-", ativando a SOD.
Nas raizes, a atividade da SOD foi maior nos tratamentos WD, WDPUT e IR (grupo a2),
sendo significativamente menor em IRPUT (grupo al). A reducdo da SOD em IRPUT nas
raizes pode sugerir que a putrescina, em condi¢des de irrigacao, pode ter um efeito regulatorio

mais eficiente, mantendo o estresse oxidativo em niveis mais baixos (TOLEDO et al., 2024).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o déficit hidrico imposto as plantas de milho
desfolhadas induziu um quadro de estresse que afetou negativamente a fisiologia, o acaimulo
de nutrientes e, consequentemente, a produtividade. O estresse foi caracterizado pela redugdo
dréstica das trocas gasosas (Fotossintese, Condutincia Estomatica e Transpiracdo) pela
limitagao do transporte de elétrons (ETR) e pelo aumento da dissipagdo de energia ndo
fotoquimica (Ynpq), além de um aumento na atividade das enzimas antioxidantes (APX,
GPOX e SOD) nas folhas, como mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo.

A aplicagdo exdgena de putrescina modulou a resposta da planta de forma complexa,
com efeitos mais notaveis em condigdes de irrigagdo e na mitigagdo do estresse oxidativo sem
induzir efeitos deletérios.

Na mitigacdo do estresse oxidativo a putrescina, quando aplicada sob déficit hidrico
(WDPUT), reduziu a atividade das enzimas APX e GPOX nas folhas para niveis semelhantes
aos das plantas irrigadas, sugerindo que a poliamina atuou na elimina¢do de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) ou na estabilizagdo celular, diminuindo a necessidade de uma alta
inducdo enzimatica.

O efeito promotor de crescimento radicular a putrescina em condigdes de irrigacao
(IRPUT) promoveu um aumento significativo no comprimento e volume total das raizes
(principalmente nas raizes finas e grossas), bem como na alocagdo de biomassa para o sistema
radicular (RDW/SDW), indicando um papel como bioestimulante do crescimento radicular, o
que ¢ crucial para a tolerancia a seca.

Na produtividade, um maior comprimento de espiga e graos por fileira foi observado
no tratamento IRPUT, sugerindo que a poliamina pode otimizar a produtividade do milho,
mesmo em condi¢cdes ndo estressantes, provavelmente devido a melhoria da arquitetura
radicular e da eficiéncia fotossintética. Entretanto, fica evidente que esses beneficios de
produtividade ndo atingiram de maneira eficaz o tratamento de déficit hidrico definindo a
importancia da irriga¢@o na resposta de aplicacdo do bioestimulante.

O bioestimulante também nado foi capaz de reverter o fechamento estomatico e a
consequente reducdo da fotossintese induzida pelo déficit hidrico. Além disso, a putrescina,
especialmente em IRPUT, resultou em um actimulo reduzido de Nitrogénio (N), Fosforo (P),
Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S), Ferro (Fe) e Zinco (Zn) na parte

aérea, o que merece investigacao adicional.
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Em suma, a putrescina exdgena 50 uM demonstrou potencial como agente mitigador
do estresse oxidativo e como promotor do crescimento radicular, especialmente em condigdes
de irrigacdo. No entanto, sua aplicagdo sob déficit hidrico ndo foi suficiente para reverter os
impactos negativos do estresse nas trocas gasosas ¢ na produtividade. Recomenda-se que
estudos futuros explorem diferentes concentracdes e métodos de aplicagdo da putrescina como
o priming de sementes que apresenta grandes resultados na literatura, a fim de otimizar sua

eficacia como bioestimulante e protetor contra o estresse hidrico e mecanico em milho.
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