UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

ALEXANDRA DOS SANTOS AMBROSIO

APLICACAO DE DERIVADOS DE TREALOSE EM FOLHAS DE MILHO SOB
DEFICIT HIDRICO: AVALIACAO ANATOMICA E FOTOSSINTETICA

ALFENAS/MG
2019



ALEXANDRA DOS SANTOS AMBROSIO

APLICACAO DE DERIVADOS DE TREALOSE EM FOLHAS DE MILHO SOB
DEFICIT HIDRICO: AVALIACAO ANATOMICA E FOTOSSINTETICA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de Alfenas
como parte dos requisitos para obtengéo do titulo de Mestre
em Ciéncias Ambientais pela Universidade Federal de
Alfenas. Area de concentragdo: Ciéncias da natureza.

Area de concentracdo: Tecnologia Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Thiago Corréa de Souza

ALFENAS/MG
2019



Dados Internacionais de Catalogacio-na-Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central — Campus Sede

Ambrosio, Alexandra dos Santos
Ad96a  Aplicacio de derivados de trealose em folhas de milho sob déficit hidrico:

avaliacio anatdmica e fotossintética. / Alexandra dos Santos Ambrdsio —
Alfenas, MG, 2020.
3£l —

Ornentador: Thiago Corréa de Souza.

Diszertacio (Mestrado em Ciénecias Ambientais) — Universidade Federal de
Alfenas, 2019,

Bibliografia.

1. Trocas gasosas. 2. Fluorescéneia - Clorofila A. 3. Zeamays L. 4. Quenching.

3. Anatomia foliar. 6. Densidade estomatica. 7. Epiderme. I. Souza, Thiago Corréa
de. II. Titulo.

CDD- 581

Ficha Catalografica elaborada por Marlom Cesar da Silva
Bibliotecario-Documentalista CRB6/2733




MINISTERIO DA EDUCACAO
Universidade Federal de Alfenas / UNIFAL-MG
Programa de Pés-graduacio — Ciéncias Ambientais 4
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714. Alfenas- MG CEP 37130-000 ? 0}

Fone: (35) 3701-9685 (Coordenagio) / (35) 3701-9268 (Secretaria) Unlfal =

http://www.unifal-mg.edu.br/ppgca/ Universi¢ade Federal de Alferas

ALEXANDRA DOS SANTOS AMBROSIO

“Aplicagédo de derivados de trealose em folhas de milho sob déficit hidrico: avaliagido
anatémica e fotossintética”.

Aprovada em: 29 de julho de 2019.

Prof-Dr. Thiago Corréa de Souza
Institui¢do: UNIFAL-MG

Prof. Dr. Adriano Bortolotti da Silva
Instituicdo: UNIFENAS

Dra. Kamila Rezende D4azio de Souza

Institui¢do: UNIFAL-MG

A Banca julgadora, abaixo assinada, aprova a
Dissertagdio apresentada como parte dos requisitos
para a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais pela Universidade Federal de Alfenas.
Area de Concentragdo: Ciéncias Ambientais.

Assinatura:

Assinatura:

Assinatura: :)(c\ MZOJ%(&OW(S\/



AGRADECIMENTOS

A minha familia, principalmente & minha mée, Claudia. Gragas ao seu apoio, conquistei
tudo o que almejava. Assim, espero te deixar orgulhosa e um conseguir retribuir tudo o que me
foi dado.

A0s meus amigos (novos e antigos) que me ajudaram a crescer e a atingir meus
objetivos. Yasmin, por ser minha melhor amiga, me suportar e me dar todo o apoio durante
todo esse tempo. Lais, Antonio, Carlos e Marcela, pela amizade criada durante a graduacéo que
pretendo levar para a vida. Pelos amigos distantes, alguns que nunca encontrei pessoalmente,
mas que certamente fizeram parte desta jornada. Matheus Pepe, quase 10 anos de amizade,
sempre me apoiando e criando memdrias divertidas e inesqueciveis. Aos novos amigos, Kamila,
Leticia e Valdir, por me proporcionarem muitos momentos de alegria, muitas risadas, me
ensinarem e contribuirem para o meu crescimento pessoal e profissional. Espero ser especial
para vocés da mesma forma que vocés séo para mim.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Thiago Corréa de Souza, por me acompanhar e me guiar
durante estes anos. Agradeco por ter sido paciente, compreensivo e ter compartilhado todo esse
conhecimento comigo.

Aos meus colegas Gisele e Pedro, por sempre me tratarem tdo bem, pelas pequenas
conversas engracgadas e divertidas que ja conseguiam animar o meu dia. Joice, por ser minha
amiga e parceira e ser essencial para a publicacao deste trabalho, fruto do nosso esforco.

A todos os membros do BIOGEN e aos que me ajudaram de alguma forma neste
trabalho: Prof. Dr. José Ricardo Mantovani, Prof. Dr. Plinio Rodrigues, Jéssika, André, Marcus,
Danilo, Gabriel, Willian, Gabi Ezequiel, Zé e Raphael.

A Universidade Federal de Alfenas e ao Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias
Ambientais pela oportunidade.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo
financiamento do projeto de pesquisa envolvido neste estudo (Processo 423584/2016-2,
chamada Universal 01/2016). O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento
001.

Muito obrigada!



RESUMO

O déficit hidrico é um dos principais eventos que comprometem o cultivo de cereais, como o
milho. Este apresenta grande importancia para 0 consumo humano e animal, tornando-se um
dos principais cultivos do mundo. A aplicagdo de substancias, como a trealose, tornou-se uma
das solugdes para mitigar os estresses abioticos e assim expandir a agricultura para diferentes
regides. Porém, o conhecimento sobre a sintese de derivados de trealose e analise dos seus
efeitos nas plantas ainda sdo desconhecidos. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo verificar se a pulveriza¢do da mistura dos derivados de trealose azididica e tosilada é
capaz de mitigar o estresse gerado pelo déficit hidrico em milho através da andlise da eficiéncia
fotossintética e da anatomia de folhas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em
vasos e foi utilizado milho hibrido sensivel ao déficit hidrico. Utilizou-se um pulverizador
mecanico de pressao para aplicar a mistura de derivados (30mM) nas faces foliares adaxial e
abaxial 12h antes da imposicdo do estresse e 5 dias depois. Quando as plantas alcangaram
estadio V5/V6, foi imposto o estresse, o qual persistiu por 12 dias seguido de reidratacdo. A
coleta de dados fisioldgicos ocorreu no inicio do estresse, no final e no restabelecimento hidrico.
Foram avaliados parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e teor relativo de
clorofila. Ao fim do experimento, as folhas foram coletadas e foram realizadas seccGes
transversais e paradérmicas para analisar os seguintes pardmetros anatdmicos: espessura da
nervura central, distancia entre os feixes da nervura central, diametro dos metaxilemas, area de
fibras da nervura central, area do floema, espessura do limbo, espessura da epiderme, indice
estomatico, nimero de células paradérmicas, densidade estomaética, diametro polar dos
estdbmatos, funcionalidade estomatica, e espessura das cuticulas. A pulverizagdo da mistura de
derivados aumentou a taxa fotossintética, mitigou os danos gerados no fotossistema I, elevou
a taxa de transporte de elétrons e o quenching fotoquimico. Ademais, gerou modificacGes
anatbmicas na folha visando aumentar a taxa fotossintética, como aumento da densidade
estomatica, diminuicdo da espessura do limbo foliar e da cuticula. Conclui-se que a mistura de
derivados de trealose é capaz de mitigar os danos causados pelo estresse no hibrido de milho,

exibindo a possibilidade de ser um estimulante para a tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Trocas gasosas. Fluorescéncia da clorofila a. Zea mays L. Quenching.

Anatomia foliar. Densidade estomatica. Epiderme.



ABSTRACT

Water deficit is one of the main events that can negatively affect cereal yield, such as maize.
This cereal variety has an enormous role for both human consumption and animal feed, turning
it into a staple food all over the world. The use of chemical substances, such as trehalose, has
been one of the main solutions to mitigate abiotic stress and expand agriculture into different
areas. However, the knowledge on the synthesis of trehalose derivates and the analysis of their
effects on plants are still unknown. Thus, the present study aimed to verify if the spray of a
trehalose derivates” mixture is capable of lessening the effect of water deficit in maize through
a photosynthetic efficiency and leaf anatomy analysis. The experiment was performed in a
greenhouse. A water deficit-sensitive hybrid maize variety was planted in vases. A mechanical
pressure spray was used to apply the derivates’ mixture (30mM) on the adaxial and abaxial leaf
surfaces 12 hours before stress imposition and 5 days later. When plants reached V5/V6 stage,
stress was imposed, which persisted for 12 days until rehydration. The physiologic data
collection occurred at the stress start, end and hydric reestablishment. Evaluated parameters
were gas exchange, chlorophyll a fluorescence and relative chlorophyll content. At the end of
the experiment, leaves were collected and transversal and paradermal sections were performed
in order to analyze the central mibrid thickness, distance between vascular bundles, metaxylem
diameter, mibrid area, phloem area, blade thickness, epidermis thickness, stomatic index,
paradermic cell number, stomatic density, stomata polar diameter, stomatic functionality and
cuticle thickness. Derivates’ mixture spraying increases photosynthetic rate, mitigating damage
in the photosystem I, increased electrons transport rate and photochemical quenching. Besides,
generated anatomical modifications on leaves, which increases photosynthetic rates such as
increased stomatic density and decreased leaf blade and cuticle thickness. It is possible to
assume that the trehalose derivates’ mixture is capable of reducing damage caused by the stress

in maize, thus being a possible water deficit tolerance stimulant.

Keywords: Gas exchange. Chlorophyll a fluorescence. Zea mays L. Quenching.

Leaf anatomy. Stomatic density. Epidermis.
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1 INTRODUCAO

A fome é uma realidade que atinge 770 milhGes de pessoas ao redor do globo e o
crescente aumento populacional somado aos efeitos das mudancas climaticas dificultam ainda
mais o progresso para se encontrar a solucdo (CHEESEMAN, 2015). Para conseguir suprir a
demanda alimenticia da popula¢do mundial, a agricultura deve ocupar uma érea de 4,15 bilhGes
de hectares em todo o globo (BOT et al., 2000). Entretanto, devido aos efeitos das mudangas
climaticas, a area disponivel a agricultura diminui gradualmente, ao contrario do crescimento
populacional mundial (OSPINA; ROSER, 2016). Assim, torna-se necessario a identificacdo de
tecnologias que busquem a tolerancia a diversos estresses para que se possa ampliar a area
agricola mundial.

O déficit hidrico ou seca corresponde ao caso onde a precipitacdo apresenta valores
menores do que a taxa evaporagdo da agua e de transpiracdo das plantas (KERBAUY, 2012).
E um fator limitante para a producéo agricola, ja que pode afetar a germinagéo, o crescimento,
o0 desenvolvimento e o rendimento das plantas. Consequentemente, a oferta de alimentos no
mercado pode ser comprometida, prejudicando a economia do pais e a qualidade de vida dos
agricultores familiares e consumidores.

O estresse hidrico é o fator adverso que mais prejudica uma plantacdo, ja que a agua é
essencial para todos os organismos. O milho, em geral, é tolerante ao déficit hidrico apenas em
parte de seu crescimento e desenvolvimento, sendo que a seca afetando apenas um estagio de
seu ciclo de vida, pode comprometer a sobrevivéncia e o rendimento de grios (MAGALHAES,
2002; RITCHIE; HANWAY; BENSON, 2003). Assim, torna-se necessario a identificacéo de
novas tecnologias para promover a tolerdncia ao estresse hidrico para evitar o
comprometimento da sociedade, economia e ambientes.

Uma alternativa para lidar com o déficit hidrico é a aplicacdo de biomoléculas que irdo
induzir a tolerancia a estresses no vegetal, como é o caso da trealose. Esta é um dissacarideo
presente em varios organismos e pode ser considerada essencial para a tolerancia a estresses
abioticos (FERNANDEZ et al., 2010; SOLTANIZADEH et al., 2014). Ja é conhecido o
potencial da trealose de auxiliar na tolerancia de plantas frente ao déficit hidrico, gerando
modificagdes morfologicas, anatémicas e fisioldgicas, porém modificacbes quimicas
(semissintese) da trealose podem gerar derivados com maior capacidade de induzir a toleréncia.

O milho é um dos principais cultivos do Brasil (IBGE, 2019) e apresenta grande
importancia econémica e social, sendo utilizado para a alimentagdo animal, consumo humano

e industrial e é a atividade que garante a sobrevivéncia de pequenos produtores (DUARTE;



MATTOSO; GARCIA, 2010). Estudos para ampliar a produgdo de um dos cereais mais
consumidos do pais sd0 necessarios para que se possa atender as demandas e consequentemente

seja possivel melhorar a qualidade de vida da populacéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Anualmente, ha a perda de centenas de milhGes de ddlares devido ao comprometimento
das plantacdes devido a fatores abidticos (MAHAJAN; TUTEJA, 2005), como por exemplo, 0
déficit hidrico — seca. A seca € um dos principais eventos naturais que comprometem a producéo
de alimentos, sendo responsavel por causar danos e até promover a perda de mais de 80% dos
cultivos agricolas (FAO, 2018). Geralmente, é associada a terrenos aridos, porém, muitos
lugares umidos também podem sofrer deste fenémeno, como é o caso da Amazonia brasileira,
a qual é mais vulneravel ao déficit hidrico do que o sudeste do pais, devido a atividades
antropicas (CARRAO; NAUMANN; BARBOSA, 2016). O déficit hidrico pode ser classificado
em trés grupos: induzidos pelo clima, pela atividade humana e o que pode ser modificado pela
acao humana, ou seja, a seca que pode ser intensificada ou aliviada pela acdo antropica (VAN
LOON et al., 2016). Para suprir a demanda alimenticia, € necessario desenvolver meios de se
expandir a atividade agricola para ambientes que antes ndo eram explorados, como lugares que

sofrem com o déficit hidrico.

2.1 Efeito do déficit hidrico nas plantas

Ao detectar o déficit hidrico, a primeira resposta do vegetal é o fechamento de seus
estdbmatos atraves da perda da turgescéncia dos mesmos, ja que esta € uma resposta rapida e
funcional (CHAVES, 1991). Apesar de acarretar em menor assimilagdo de carbono, o
fechamento dos estbmatos € eficiente em diminuir a perda de agua e, consequentemente, evitar
a cavitacdo e embolismo do xilema, processo responsavel por bloguear o transporte de dgua
através da formacdo de bolhas de ar nos vasos condutores (BRODRIBB; HOLBROOK, 2003;
ZHANG et al., 2016). Tais alteracGes reduzem a condutancia estomatica, promovendo aumento
da temperatura do solo, do ar e interna do vegetal. Consequentemente, ha maior demanda
evaporativa, intensificando e acelerando os efeitos negativos do estresse hidrico
(BERGAMASCHI; MARTZENAUER, 2014; BRITO, et al, 2013).

Em relacéo a resposta ao deficit hidrico, as plantas podem ser isohidricas (trigo, feijao,
pimenta) ou anisohidricas (milho, cana-de-aclcar e grdo de bico). Os vegetais isohidricos
fecham seus estdmatos rapidamente comprometendo a assimilacdo de carbono, enquanto os
anisohidricos mantém seus estdmatos abertos por mais tempo haja absorcéo de carbono, porém
sofrem com o embolismo (MARTIN-STPAUL et al., 2017). Além do fechamento estomaético,

ocorre a inibi¢do da expanséo foliar, ou seja, as folhas novas ficam menores (com menor area



foliar). Essa modificacdo é importante para diminuicdo da area transpiratéria (AVRAMOVA
etal., 2015).

Com a diminuicdo da assimilacdo do carbono, ndo sdo fornecidos adenosina trifosfato
(ATP) e NADPH suficientes para o funcionamento da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenasse (RuBisCo) devido a reducdo da taxa de transporte de elétrons, gerando a
fotoinibicdo (MATHOBO et al., 2017). Consequentemente, a proporcao de centros de reagédo
do fotossistema Il abertos (quenching fotoquimico) e a eficiéncia da fotossintese diminuem
(SOUZA et al., 2013). Sob déficit hidrico, a grande quantidade de energia sobre os pigmentos
fotoprotetores deflagra na formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) gerando um
estresse oxidativo, pois os carotenoides e xantofilas ndo conseguem dissipar o excesso de
energia na forma de calor. As EROs podem atacar as membranas lipidicas (peroxidacédo
lipidica), &cido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e clorofila (GILL; TUTEJA, 2010;
NIKOLAEVA et al., 2015). Também ocorre 0 aumento da producdo de agUcares para que
ocorra o balanceamento osmotico, estabilizagdo de macromoléculas e estocagem de carbono e
nitrogénio (MOHAMMADKHANI; HEIDARI, 2008).

Além das respostas fisioldgicas, a anatomia do vegetal também sofre modificacGes para
responder ao déficit hidrico. A larga producdo de aglcares promove aumento da area do floema,
ja que a alta concentracdo de solutos eleva a pressdo osmética a fim de diminuir o volume de
agua no xilema, que seria destinado a transpiracdo (SEVANTO, 2018). A falta de dgua também
pode promover a reducdo do xilema (area e nimero) e da area do parénquima celular (AKRAM
et al., 2016a). Em algumas espécies, ha aumento do nimero de estdmatos acompanhado da
reducdo do tamanho dos mesmos, para que haja assimilacdo de carbono com o minimo gasto
de 4gua (SOUZA et al., 2010; XU; ZHOU, 2008). Ademais, ocorre aumento da espessura das
epidermes, cuticulas e da parede celular para evitar a saida de 4gua (KAUR; ASTHIR, 2017;
NAWAZISH; HAMEED, 2006).

2.2 O estresse hidrico e o milho

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019), o milho é um
dos principais cultivos do Brasil, junto com a cana-de-acucar e soja. A producdo mundial de
milho dobrou nos ultimos 50 anos (VALIPOUR et al., 2015) e o Brasil € o terceiro maior
produtor de milho do mundo (USDA, 2019) com uma producdo total de aproximadamente 94
milhGes de toneladas (CONAB, 2019) em sua safra 2018/2019. Apresenta grande importancia

para 0 consumo humano e animal, visto que seus graos sao constituidos por um éleo altamente
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caldrico alem de serem importantes fontes de aminoécidos e proteinas (LARKINS, 2017).
Ademais, € matéria prima para outros alimentos, remédios, combustiveis, além de ser essencial
para a sobrevivéncia de agricultores locais (ADIAHA et al., 2016). Devido a seus diversos fins,
o milho tornou-se um dos principais produtos cultivados e trocados ao redor do globo
(VILLORIA; CHEN, 2018).

O milho pertence ao grupo das plantas C4, as quais sdo capazes de transferir o CO2 do
mesofilo para as células da bainha vascular e, com o intermédio da enzima fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPcase), sdo armazenados na forma de &cidos C4 (PEARCY; EHLERINGER,
1984). Quando necessario, tais &cidos C4 (como o malato) sdo quebrados em CO2 novamente
e a alta concentracdo interna de CO: limita a ligacdo do oxigénio ao sitio da RuBisCo,
reprimindo o processo de fotorrespiracdo (FODOR et al., 2017). Com uma maior concentracao
interna de CO3, ha redugéo da frequéncia de abertura dos estbmatos acompanhada da redugéo
do volume de &gua perdido para a atmosfera (transpiracdo) e aumento da eficiéncia do uso da
agua, promovendo uma maior atividade fotossintética quando comparadas com plantas C3
(ELLSWORTH; COUSINS, 2016; HETHERINGTON; WOODWARD, 2003).

As plantas desenvolveram algumas adaptacGes para sobreviverem ao déficit hidrico que
sdo acionadas através de seu metabolismo logo que elas sdo submetidas ao estresse. O ajuste
osmatico é uma resposta essencial para que as células ndo percam sua turgescéncia e assim
torna-se possivel evitar o mal funcionamento ou até mesmo a morte celular (BLUM, 2017).
Além disso, os solutos organicos (aminoacidos, agUcares, entre outros) também apresentam
importante papel na osmoprotecdo (HELALY et al., 2017) e podem agir como antioxidantes

junto com enzimas especificas (FURLAN et al., 2016).

2.3 Trealose e seus derivados

A trealose ¢ um dissacarideo natural ndo redutor formado a partir da liga¢ao a-o de duas
moléculas de D-glicose: 1-a-D-glicanopiranosil-a-D-glicanopiranosideo (Fig. 1) (MULLER;
BOLLER; WIEMKEN, 1995) e est4 presente em uma variedade de microrganismos, insetos,
plantas e fungos (LUYCKX; BAUDOUIN, 2011). Pode ser considerada a chave do processo
de tolerancia a estresse abidtico incluindo o déficit hidrico (FERNANDEZ et al., 2010;
SOLTANIZADEH et al., 2014). Desta forma, ha varias pesquisas relacionadas a transgénicos,
cujo objetivo é expressar genes que ativem enzimas participantes da biossintese da trealose,
acarretando no acimulo desse dissacarideo na planta para aumentar a sua tolerancia a diferentes
estresses (ASHRAF, 2010).
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Nas plantas, é sintetizada a partir de moléculas de UDP-glicose e glicose-6-fosfato
através de duas reacOes. Inicialmente, o residuo D-glicose da molécula UDP-Glicose é
transferido para glicose-6-fosfato, acoplando-as atraves da enzima trealose-6-fosfato sintase
(TPS), formando assim a molécula trealose-6- fosfato. Na segunda reacdo, esta molécula é
desfosforilada em trealose através da enzima trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) (LUNN et al.,
2014; VALLIYODAN; NGUYEN, 2006).

Esse dissacarideo possui diversos fins industriais. Na industria alimenticia, quando os
alimentos sdo rehidratados com trealose, hd preservacdo de seu aroma, sabor e textura
(COLACO; ROSER, 1994). Ademais, também ¢é utilizada para armazenar biomateriais e
vacinas, ja que evita a degradacdo das enzimas. J& na area farmacéutica, a trealose pode elevar
a eficiéncia do sistema imune, desempenhando funcgéo antitiumoral, antinflamatéria, antiviral
(MATSUMOTO et al., 2016; WU et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

Nas plantas, supde-se que a trealose apresenta funcdo protetora contra diversos
patdgenos e estresses abioticos. Ela € sintetizada por plantas e é capaz de promover a
vitrificacdo, onde ha a formacéo de um fluido pouco viscoso que protege a membrana celular
da desidratacdo (FEOFILOVA et al., 2014). Também é capaz de formar ligacGes de hidrogénio
e promove a estabilidade quimica das células (ROSER, 1991; ALMEIDA et al., 2007). Em
experimentos com rabanetes sob déficit hidrico, sua aplicacdo promoveu o aumento do
comprimento das raizes e da biomassa, reducéo da permeabilidade da membrana e do acimulo
de certos nutrientes essenciais para o crescimento, como o potassio, calcio e fosforo (AKRAM
et al., 2015). Resumidamente, a trealose é responsavel pela osmorregulacdo, resisténcia a
dessecagdo, fonte de armazenagem de energia (carbono), termotolerancia e regulagdo do
crescimento e desenvolvimento do vegetal (ILHAN; OZDEMIR; BOR, 2014).

Zhou et al. (2014) mostram gue a aplicacdo exdgena de trealose em milhos induziu uma
resposta satisfatoria em relacdo aos danos causados pelo estresse abiotico e bidtico, aumentando
a biomassa e posteriormente a producéo de gréos. A trealose é um dissacarideo muito apreciado
pelas inddstrias por ser um acgucar natural amplamente encontrado na natureza e que nao
apresenta toxicidade (BOSCH et al., 2016; MNIF; GHRIBI, 2016). Existem muitas literaturas
explorando a relacdo entre a trealose e a tolerancia ao déficit hidrico, mas ainda se faz necessario
uma maior contribuicéo cientifica sobre o assunto, principalmente envolvendo novos derivados.
Assim como o proprio dissacarideo, seus derivados também séo utilizados para diversos fins,

porém com foco na industria farmacéutica. Nesta, estdo relacionados ao tratamento de cancer e
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outras enfermidades (IM et al., 2013; LIU; JIANG, 2014) e sdo importantes devido a sua
atividade antioxidante (HSIEH et al., 2015).

Na agricultura, quando aplicados no vegetal em desenvolvimento, sdo capazes de
aumentar a biomassa, o vigor e a qualidade do produto (STOLLER; SALZMAN; LIPTAY,
2014). Ademais, os derivados de trealose foram propostos quimicamente para atuacdo na
inibicdo da enzima trealase, responsavel por degradar a trealose, sendo de importante aplicacdo
como inseticida e fungicidas (HADFIELD; HOUGH; RICHARDSON, 1979). Ainda ndo ha
estudos da aplicacdo em vegetais de derivados de trealose (pulverizacao foliar, por exemplo)

com o objetivo de aumentar a tolerancia a estresses.
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3 OBJETIVOS
Por meio deste estudo, buscou-se analisar as respostas fisioldgicas e anatomicas do

hibrido de milho em estresse hidrico com a aplicagao de derivados de trealose.

3.1 Objetivo geral
Verificar a influéncia da trealose e seus derivados sobre a fisiologia e anatomia de plantas de

milho sob déficit hidrico.

3.2 Objetivos especificos
a) Avaliar a efetividade das biomoléculas na mitigacdo do estresse hidrico;
b) Awvaliar as modificacGes na fisiologia e anatomia do hibrido ap6s a aplicacdo dos
derivados de trealose sob déficit hidrico;

¢) Avaliar o efeito dos derivados de trealose aplicados em milho em estagio vegetativo.
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4 JUSTIFICATIVA

Segundo o IBGE (2019), o milho é um dos principais cultivos do Brasil e apresenta
grande importancia econdmica e social. E utilizado para a alimentagao animal, consumo, como
matéria prima para diversos produtos industriais e é a atividade que garante a sobrevivéncia de
pequenos produtores (DUARTE; MATTOSO; GARCIA, 2010). At¢é o momento, o0 pais
produziu aproximadamente 98 milhdes de toneladas em sua safa 2018/19, sendo apenas o
estado de Minas Gerais responsavel pela producédo de 6 milhdes de toneladas.

De acordo com a Conab (2019), uma das principais causas da perda da produtividade
de milho é o déficit hidrico gerado naturalmente por periodos de estiagem. Como o Brasil € um
dos grandes produtores mundiais de milho (USDA, 2019), é necessario que haja a busca por
novas tecnologias para lidar com os diferentes estresses que possam prejudicar a producao
agricola e assim ndo comprometer a economia do pais.

O dissacarideo trealose tem sido utilizado na inducdo a tolerancia ao déficit hidrico,
sendo capaz de gerar modificacfes anatdmicas, morfolégicas e fisiologicas para a planta
conseguir sobreviver e manter sua produtividade alta frente ao déficit hidrico (AKRAM et al.,
2016a; AKRAM et al., 2016b). Entretanto, ainda ha uma lacuna nas pesquisas em relacédo a
aplicacdo dos derivados de trealose em plantas e a sua utilizagdo nos vegetais com o objetivo
de mitigar os efeitos causados por diferentes estresses.
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Resumo

O déficit hidrico é um dos principais eventos que comprometem o cultivo de milho e a
aplicacdode substancias, como a trealose, tornou-se uma das solugdes para mitigar estresses
abioticos e expandir a agricultura. Porém, sintese de derivados de trealose e analise dos seus
efeitos nas plantas ainda sdo desconhecidos. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo verificar se a pulverizacdo da mistura dos derivados de trealose azididica e tosilada é
capaz de mitigar o estresse gerado pelo déficit hidrico em milho através da analise da eficiéncia
fotossintética. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em vasos e foi utilizado um
milho hibrido sensivel ao déficit hidrico. Utilizou-se um pulverizador manual para aplicar a
mistura de derivados (30mM) nas faces foliares adaxial e abaxial 12h antes da imposi¢édo do
estresse e 5 dias depois. Quando as plantas alcancaram estadio V5/V6, foi imposto o estresse,
0 qual persistiu por 12 dias seguido de reidratacdo. A coleta de dados fisiol6gicos ocorreu no
inicio e fim do estresse e na reidratacdo. Foram avaliados parametros de trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a e teor relativo de clorofila. Ao fim do experimento, as folhas foram
coletadas para serem analisados 0s seguintes parametros anatdmicos: espessura da nervura
central, distancia entre os feixes, didmetro dos metaxilemas, area de fibras, area do floema,
espessura do limbo, espessuras das epidermes e das cuticulas. A pulverizacdo da mistura de
derivados aumentou a taxa fotossintética, mitigou os danos gerados no fotossistema I, elevou
a taxa de transporte de eletrons e o quenching fotoquimico. Ademais, gerou modificacdes
anatdmicas na folha visando aumentar a taxa fotossintética. Conclui-se que a mistura de
derivados de trealose é capaz de mitigar os danos causados pelo estresse no hibrido de milho,

exibindo a possibilidade de ser um estimulante para a tolerancia ao déficit hidrico.
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anatomia foliar; densidade estomatica

1. Introducao

O déficit hidrico € um dos principais eventos naturais que comprometem a producéo de
cereais, sendo responsavel por causar danos e até promover a perda de mais de 80% dos cultivos
agricolas (FAO, 2018). O milho apresenta grande importancia para o consumo humano e
animal, visto que seus graos sdo constituidos por um 6leo altamente calérico (Larkins, 2017).
Ademais, € matéria prima para outros alimentos, remédios, combustiveis, além de ser essencial
para a sobrevivéncia de agricultores locais (Adiaha et al., 2016). A producdo mundial de milho
dobrou nos ultimos 50 anos (Valipour et al., 2015) e o Brasil é o terceiro maior produtor de
milho do mundo, ocupando uma posigéo abaixo de China e Estados Unidos no ranque mundial
(USDA, 2019).

Em estadio vegetativo, constata-se que a falta de 4gua no solo (déficit hidrico) pode
acarretar em milho a reducdo do diametro do colmo, quantidade de agucares armazenados,
altura, area foliar e produtividade (Rufino et al., 2018; Magalhdes and Durdes, 2006; Ritchie et
al., 2003). Vale ressaltar que juntamente com os estadios de florescimento (VT) e de
enchimento de gréos (R3), o estadio vegetativo VV5/VV6 é um dos mais importantes de se estudar
o efeito do déficit hidrico em milho, pois nesta etapa ocorre a diferenciacdo floral (Magalhées
and Duraes, 2006; Souza et al., 2016; Yan et al., 2016). Em estadio V5/V6, Perdomo et al.
(2017) observaram que o déficit hidrico acarreta na limitacdo da fotossintese, através do
comprometimento da fase bioquimica com a reducdo da concentracdo de Ribulose-1,5-
bisfosfato (Rubisco). No mesmo estadio, também foi observado reducao do potencial hidrico,
taxa de transpiracdo, condutancia estomatica e massa seca (Riboldi et al., 2016).

Sob déficit hidrico, as plantas tem a sua atividade fotossintética reduzida e apresentam
maior producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) devido ao excesso de energia
absorvido e baixo consumo desta no Ciclo de Calvin (Zandalinas et al., 2018). A primeira
resposta a tal estresse é o fechamento estomatico, o qual diminui a perda de agua para a
atmosfera através do processo de transpiracdo, mas também reduz a taxa fotossintética no
vegetal (Lawson et al., 2018; Lawson and Vialet-Chabrand, 2019). A diminuicdo de agua
absorvida acarreta na fotoinibicéo, onde ha uma redugéo do quenching fotoquimico e aumento

do quenching ndo fotoquimico, ou seja, a planta esta destinando menos energia para 0 processo
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fotossintético e esta dissipando mais energia na forma de calor ou para a formagdo de EROs
(Hazrati et al., 2016; Liu et al., 2012; Mathobo et al., 2017).

Parametros ligados a eficiéncia fotossintética como trocas gasosas foliares (fotossintese,
condutancia estomatica, entre outros), fluorescéncia da clorofila a (avaliagdo dos quenchings,
entre outros) e anatomia foliar (densidade de estdmatos, espessura do limbo, da epiderme e da
cuticula) séo ferramentas morfofisiologicas primordiais e eficientes para a discriminacdo de
gendtipos sensiveis e tolerantes ao déficit hidrico (Efeoglu et al., 2009; Jabeen et al., 2008; Reis
etal., 2018; Souza et al., 2013a).

Frente a diferentes estresses, é necessario que haja desenvolvimento tecnoldgico a fim
de se criar novos métodos para lidar ou contornar essas barreiras a agricultura. Neste sentido,
tem-se os bioestimulantes, o qual referem-se a substancias (exceto nutrientes ou pesticidas) ou
microrganismos que promovem aumento no crescimento, por meio da melhora da absor¢édo de
nutrientes, tolerancia ao estresse abiotico e qualidade dos produtos (Calvo et al., 2014; Jardin,
2015). A aplicagdo de bioestimulantes com intuito de indugdo a tolerdncia tem como objetivo
melhorar a fisiologia da planta, aumentando o status hidrico foliar, a atividade enzimatica
antioxidante e a atividade fotossintética (Kaluzewicz et al., 2017; Souza et al., 2013b). Em
milho observa-se a aplicacdo de diversos bioestimulantes, os quais podem ser produzidos
naturalmente ou sintetizados em laboratério, tais como silicio, quitosana, &cido abscisico, &cido
ascorbico, trealose, entre outros (Ali and Ashraf, 2011; Reis et al., 2018; Van Oosten et al.,
2017; Yamauchi, 2018).

Ja é comprovado que a aplicacdo exdgena de trealose em milhos € capaz de induzir uma
resposta satisfatoria em relacdo aos danos causados pelo estresse hidrico, aumentando
parametros fisioldgicos, biomassa e posteriormente a producao de graos (Ali and Ashraf, 2011;
Zhou et al., 2014). A trealose (a-D-glicopiranosil-1,1-a-D-glicopiranosideo) € um dissacarideo
ndo reduzido muito apreciado pelas industrias por ser um acuUcar natural amplamente
encontrado na natureza (cogumelos, camardes, insetos, bactérias e plantas) e que ndo apresenta
toxicidade (Bosch et al., 2016; Mnif and Ghribi, 2016). Apesar de existir trabalhos explorando
a relacdo entre o acUcar natural trealose e a toleréncia ao deficit hidrico como relatado
anteriormente, assim como trabalhos explorando semissintese de derivados de trealose em areas
da saude (Hsieh et al., 2015; Oliveri et al., 2016) ainda se faz necessario uma maior contribuigédo
cientifica sobre o assunto, principalmente envolvendo pulverizacdo de novos derivados na
agricultura. Praticamente ainda ndo se estudou o efeito de aplicacbes de derivados

semissintéticos de trealose em plantas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar
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os efeitos da pulverizagdo da mistura dos derivados de trealose tosilada e azido na eficiéncia
fotossintética em milho sob déficit hidrico avaliando-se as trocas gasosas, fluorescéncia da

clorofila a e anatomia foliar.

2. Material e métodos

2.1 Sintese das biomoléculas

Os derivados de trealose utilizados foram: trealose tozilada, 6-O-[(4-
metilfenil)sulfonil]-a-D-glicopiranosideo de 6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glucopiranosila
—PM =650,13g/mol] (2) e trealose azidica, 6-azido-6-desoxi-a-D-glucopiranosideo de 6-azido-
6-desoxi-D-glucopyranosila — PM = 392,13) (3) (Fig. 1). Inicialmente, a trealose (Vetec-
Sigma®) (1) foi submetida a reacdo com cloreto de p-toluenossulfonila (cloreto de tosila) em
piridina anidra, seguida da adi¢do de anidrido acético para formar o derivado intermediario 4
(Menger and Mbadugha, 2001). O derivado intermediario azido 5 foi produzido por reacéo de
4 com azida de sédio em piridina (Menger and Mbadugha, 2001). A ultima reacdo foi a
desprotecdo das hidroxilas pela hidrolise basica dos ésteres acetilas com hidréxido de potéassio
em metanol para formar os derivados desprotegidos 2 e 3 (de Souza et al., 2015) (Fig.1).
Detalhes das reagdes dos derivados intermediarios e dos derivados de trealose utilizados neste
experimento e de suas caracterizacBes quimicas podem ser observados no Material

Suplementar.

2.2 Condicdes locais e material vegetal

O experimento foi conduzido na Unidade Educacional Santa Clara da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), situada na cidade de Alfenas, no estado Minas Gerais
(altitude de 818 m, latitude Sul 21°25°, longitude Oeste 45°58°) em casa de vegetacdo, cuja as
temperaturas minima e maxima foram de 25 e 30 °C respectivamente e a umidade relativa
média de 74,44%. A radiacédo global foi medida dentro da casa de vegetacdo atraves de um
radiémetro (Instrutherm/MES-100) obtendo-se um valor médio de 900 W m? ao meio dia.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em vasos com capacidade de 10
dm?® e foi utilizado a camada superficial (0 a 0,2m) de solo classificado, de acordo com a
Embrapa (2018) como Latossolo Vermelho distréfico. N&o foi necessario realizar a calagem do
solo. A adubacdo foi feita de acordo com a recomendagdo da analise quimica do solo,
aplicando-se no momento do plantio 11g de superfosfato simples por vaso (18% P»0s). Cada

vaso recebeu 4 sementes de milho hibrido BRS 1030, sensivel ao déficit hidrico (Souza et al.,
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2013a), oriundo do Programa de Melhoramento da Embrapa. Apos a emergéncia, foi efetuado
raleio para manter duas plantas por vaso. A seguir, foi realizada adubacéo, por meio de solucéo,
e foram aplicados 1 mg dm de boro e 2 mg dm™ de zinco, empregando-se as fontes p.a. HsBOs
(11% B) e ZnSO4 (20% Zn). Durante a conducdo do experimento foram realizadas adubacdes
com N e K, por meio de solucdo, semanalmente apos o raleio. Em cada adubagdo foram
aplicados 50 mg dm= de N e 117 mg dm™ de K, e as fontes utilizadas foram a ureia (45% N) e
0 KCI (50% K:0).

2.3 Imposicdo do déficit hidrico, aplicacdo da trealose e derivados e design experimental

O teor de &gua no solo foi monitorado através de pesagens dos vasos nos periodos da
manha e da tarde (8 e 18 h) com um auxilio de uma balanca digital 25kg (Modelo 200SS, Black
Bull, Sdo Paulo, SP). A reposicdo hidrica foi realizada com base nas leituras obtidas com a
diferenca de pesos dos vasos e a agua foi reposta até a capacidade de campo (CC) durante o
periodo que antecedeu a imposic¢do dos tratamentos. Esses calculos foram realizados com o
auxilio de uma planilha eletrénica.

Foram impostos dois tratamentos: irrigado (IRRI) e déficit hidrico (WD) no estadio de
4 folhas totalmente expandidas (\V4). O primeiro consistiu na irrigagdo diaria até o solo alcancar
70% da capacidade de campo (CC) e o segundo a irrigacao foi realizada aplicando-se 55 % da
agua total disponivel.

Ja que o potencial hidrico de base reflete o teor hidrico da planta e do solo (equilibrio)
(Bergonci et al., 2000), para caracterizar os tratamentos irrigados e estressados (déficit hidrico),
foi utilizado o potencial hidrico de base (pre-dawn, ¥pd) determinado antes do amanhecer (5h
a.m) através de uma camara de pressao do tipo Scholander (Soil Moisture Equipment Corp.,
Modelo SEC-3015G2, Santa Barbara CA, USA) em quatro folhas totalmente expandidas. O
tratamento irrigado consistiu em valores médios de -0,31 Mpa e o tratamento déficit hidrico
consistiu em valores de -1,7 Mpa. Ao todo foram 10 dias de déficit hidrico e a imposi¢do do
estresse iniciou-se de fato em plantas no estadio V5/V6, fase de maior suceptibilidade ao
estresse hidrico (Magalhées and Durédes, 2006).

Doze horas antes da imposicdo do déficit hidrico as plantas foram submetidas aos
seguintes tratamentos: trealose na concentragdo de 30 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA)
mistura dos derivados de trealose (azida + tosila) na concentracdo de 15 mM cada totalizando
30mM. As concentracOes foram baseadas pelo que foi recomendado por Ali e Ashraf (2011).

Uma segunda aplicagéo foi realizada no quinto dia de déficit hidrico. Os dissacarideos foram
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dissolvidos em &gua e etilenoglicol (20%) e pulverizados na parte aérea com um pulverizador
mecanico de pressdo (Guarani, PCP1P, capacidade de 2 litros) na propor¢do de 12,5 mL plantal
em cada aplicacdo e de acordo com o video (Material Muplementar S1).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
compreendendo 4 condigdes: déficit hidrico (WD), déficit hidrico com pulverizacéo de trealose
(WD+TRE), déficit hidrico com pulverizagdo da mistura dos derivados de trealose (WD+TD)
e irrigado (IRRI), cada um com 5 repeticbes. As analises foram realizadas 24h apos a
pulverizacdo (1dwd), no final do periodo de estresse hidrico (12 dias de déficit hidrico, 12dwd),
12h apo6s o reestabelecimento hidrico (rehy) até o solo atingir 70% da capacidade de campo.
Contudo ndo se procedeu a comparacao estatistica entre os dias, apenas entre os tratamentos.
Durante esse periodo foram analisadas as seguintes variaveis: trocas gasosas foliares, teor
relativo de clorofila e fluorescéncia da clorofila a. Ao fim do experimento, coletaram-se folhas

para analise anatdmica.

2.4 Medidas de trocas gasosas foliares e teor relativo de clorofila

As medidas de trocas gasosas foram feitas através de um sistema portatil de fotossintese
(IRGA, Model LI-6400 XT, Li-Cor, Lincoln, Nebrasca, USA). Todas as medidas foram
realizadas no periodo da manha entre 8:00 e 10:00 na ultima folha totalmente expandida. As
variaveis avaliadas foram taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E)
e eficiéncia do uso da agua (WUE). As medidas foram feitas em uma area foliar de 6 cm?, a
densidade de fluxo de fotons (PPFD) foi de 1500 umol m s com fonte de luz LED azul-
vermelho (6400-02B LED) e temperatura foliar controlada (30°C). O teor relativo de clorofila
(SPAD) foi determinado por um clorofildometro (modelo Minolta SPAD-502, Konica Minolta,
Chiyoda, Téquio, Japao) por meio da média de seis leituras por planta da parte média da ultima

folha totalmente expandida.

2.5 Medidas de fluorescéncia da clorofila

Na medicgéo dos pardmetros da fluorescéncia da clorofila a, foi utilizado um fluorémetro
modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Apds uma adaptacdo de 30 min no
escuro, foi medida a fluorescéncia minima (Fo) com uma luz suficientemente baixa evitando
reacOes fotoquimicas e a fluorescéncia maxima (Fm), aplicando-se por 0,8 segundos um pulso
de luz saturante de 7000 pm de fotons m2 s, Nas amostras adaptadas no escuro, a maxima

eficiéncia do fotossistema (FS I1) foi estimada pela razdo Fv/Fm. Em seguida as folhas foram
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iluminadas com luz actinica com intensidade de 1500 pmol de fétons m2s?. Entdo a
fluorescéncia constante (Fs) foi obtida e em seguida outro pulso de luz saturante foi aplicado
por 1s para obtencdo da fluorescéncia maxima emitida pelas folhas (Fm’). A luz actinica foi
removida e as folhas foram irradiadas com luz vermelho-distante, para obtencao de Fo adaptado
a luz (Fo’). O quenching fotoquimico foi calculado como qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), e o
quenching ndo fotoquimico foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’. Outros parimetros
também foram avaliados como: taxa de transporte de elétrons (ETR) = [(Fm’-Fs/Fm’) x PPFD
x 0,5x0,84; producéo quantica fotoquimica efetiva (Y1I) = Fm’-Fs/Fm’ = AF/Fm’, rendimento
quantico de dissipacdo ndo-regulada de energia ndo fotoquimica do FSII, YNO = Fs/Fm,
rendimento quantico de dissipacdo regulada de energia ndo fotoquimica do FSII, YNPQ =
Fs/Fm’-Fs/Fm (Snel and van Kooten, 1990).

2.6 Andlise da anatomia foliar

Para a anatomia, as folhas foram retiradas, lavadas com agua corrente e fixadas em uma
solucdo de etanol 70 % (Johansen, 1940), até o0 momento da realizacdo dos cortes anatdmicos.
Foram realizados sec¢des transversais a mao livre com o auxilio de uma lamina de aco e um
suporte (peciolo de embauba). As secgdesforam clarificadas com hipoclorito de s6dio 5% por
8 minutos, acido acético por 5 minutos, reidratados por 15 minutos, corados com Safrablau
(Azul de Astra e Safranina na propor¢do7,5:2,5) e montados em laminas com glicerina 50%.
As seccOes foram fotografadas em microscopio Optico de luz Axio Scope Al acoplado a uma
camara digital. As fotomicrografias foram utilizadas para as medic¢@es dos seguintes parametros
para as folhas: espessura da nervura central (LCT), distancia entre os feixes da nervura central
(DSS), diametro dos metaxilemas (XD), area de fibras da nervura central (FA), area do floema
(F), espessura do limbo (LBT), espessura da epiderme (ET) e espessura da cuticula (CT). As
medicdes de epiderme e cuticula foram realizadas em nas faces adaxiais e abaxiais.

Para a analise dos cortes paradérmicos, espalhou-se uma fina camada de cola (Super
Bonder®, Loctite, Sdo Paulo — SP) sobre a folha. ApGs a secagem, retirou-se a pelicula formada,
a qual continha a impressdo da superficie foliar e foram montadas ldminas para serem
fotografadas assim como os cortes transversais. Este procedimento foi realizado tanto na face
adaxial quanto na face abaxial da folha. Os parametros analisados em ambas faces foram: indice
estomatico (numero de estdmatos/nimero de células epidérmicas, Sl), nimero de células
paradérmicas (PC), densidade estomética (nimero de estdmatos/mm?, SD), diametro polar dos

estdmatos (PD) e funcionalidade estomatica (diametro polar/diametro equatorial, SF).
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2.7 Analise dos dados

Foram calculadas as médias e o + erro padréo (SE) para cada parametro. Para analise
estatistica dos resultados foi realizada uma comparacéo somente entre os tratamentos em cada
dia ap6s a aplicagdo (1dwd = um dia ap6s a aplicagdo, 12dwd — 12 dias ap0s a aplicacdo e
rehydration) e foi utilizada a anélise de variancia (ANAVA) e o teste de comparagdo de médias
Scott Knott, a 0,05 % de significancia (P < 0.05), no programa Sisvar versao 4.3 (Universidade

Federal de Lavras, Lavras, Brasil).

3. Resultados
3.1 Trocas gasosas foliares e teor relativo da clorofila

Ao observar a taxa fotossintética (A), pode-se constatar que no primeiro dia de estresse
(1dwd), o tratamento IRRI seguido do WD+TD apresentaram maiores médias. (Fig. 2A). Com
doze dias de estresse (12dwd) o tratamento irrigado apresentou maior taxa fotossintética A
seguido do restante dos tratamentos que ndo se diferenciaram. No periodo apos a reidratacdo
(Rehy), a maior média de A foi no IRRI seguido de WD+TRE e WD+TD.

Para a condutancia estomatica (gs), com 1 dia de estresse, o tratamento WD+TD
apresentou valores mais altos em relagéo aos tratamentos estressados (WD e WD+TRE, Fig.
2B). Com 12 dias, o tratamento WD+TRE apresentou os menores valores de gs. Mas quando
as plantas foram reidratadas, houve aumento na condutancia estomatica em relacdo ao
tratamento WD, principalmente nos tratamentos WD+TD seguido de WD+TRE. Nenhum dos
tratamentos alcancaram as médias das plantas irrigadas na reidratac&o.

Os valores de transpiracdo (E) com 1 dia de estresse apresentaram 0 mesmo
comportamento que os valores de fotossintese e condutancia estomatica (Fig. 2C). Com 12 dias
de estresse as menores taxas de transpiracdo foram encontradas nos tratamentos WD+TD e
WD+TRE. Ja na reidratacdo, observou-se um padréo crescente, tendo como menor média o
WD, seguido de WD+TRE, WD+TD e IRRI.

Os dados do primeiro dia de estresse (1dwd) e da reidratacdo (Rehy) apresentaram o
mesmo comportamento na analise da eficiéncia do uso da agua (WUE), sendo o tratamento
WD+TD com menor média. (Fig. 2D). Com 12 dias de estresse, os valores dos tratamentos
permaneceram estatisticamente iguais, exceto o irrigado, o qual se apresentou menor.

Em relacdo ao teor relativo de clorofila em 1ldwd, o tratamento WD apresentou 0s

menores valores e o restante dos tratamentos foram semelhantes ao irrigado (Fig. 2E). Com 12
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dias, o tratamento IRRI apresentou maior teor relativo de clorofila do que os demais

tratamentos, que nédo se diferiram estatisticamente.

3.2 Fluorescéncia da clorofila a

Ao avaliar a taxa de transporte de elétrons (ETR) em um dia de estresse, observou-se
que as plantas dos tratamentos WD+TD e WD+TRE tiveram maiores taxas que aquelas do
tratamento WD. Em 12 dias de estresse observou-se que o tratamento WD+TD ainda apresentou
maior ETR do que os outros tratamentos, com excecdo do IRRI. Na reidratacao, os valores dos
tratamentos com trealose e com derivados ndo apresentaram diferenga em relacao ao tratamento
irrigado (Fig. 3A) e foram superiores do que o tratamento WD.

Com 1 dia de estresse, os maiores valores de maxima eficiéncia quantica do FSII
(Fv/Fm) foram nos tratamentos IRRI e WD+TRE. Contudo aos 12 dias de estresse, apds o
tratamento IRRI, a maior Fv/Fm foi encontrada em WD+TD. Na reidratacdo, todos os
tratamentos apresentaram valores estatisticamente iguais (Fig. 3B).

O quenching fotoquimico (gP) no primeiro dia de estresse, mostrou-se superior no
tratamento irrigado, seguido do tratamento WD+TRE. Com 12 dias de estresse e na reidratacao,
as plantas sob WD+TRE e WD+TD apresentaram gP semelhantes ao IRRI (Fig. 3C).

A producdo quéantica fotoquimica efetiva do FSII (YIl) apresentou 0 mesmo
comportamento no periodo de 1 e 12 dias de estresse (1dwd e 12dwd), onde o tratamento
WD+TD foi superior aos demais tratamentos estressados, porém inferior ao irrigado. Na
reidratacdo, os tratamentos com trealose e mistura de derivados de trealose foram superiores ao
déficit hidrico (WD) e irrigado (IRRI) (Fig. 3D).

Apos 1 dia de estresse, 0 quenching nao fotoquimico (NPQ) apresentou maior valor no
tratamento WD e o menor valor no tratamento IRRI (Fig.4A). Em relacdo ao tratamento déficit
hidrico tanto a trealose quanto os derivados diminuiram NPQ. Aos 12 dias de estresse, essa
diminuicdo ocorreu apenas com o tratamento WD+TRE. No periodo de reidratacdo ndo houve
diferencga significativa entre os tratamentos (Fig. 4A).

O tratamento IRRI apresentou a maior media em relagdo aos demais tratamentos para o
rendimento quéntico de dissipacdo ndo-regulada de energia ndo fotoquimica do FSII (Y(NO))
apos 1 dia de estresse. Contudo com o aumento de dias de estresse (12dwd), apenas o tratamento
WD+TD se diferenciou apresentando médias menores que os demais. Posteriormente na

reidratacdo, somente o tratamento WD se diferenciou, apresentando um aumento de Y(NO).
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Ao analisar o rendimento quantico de dissipacao regulada de energia ndo fotoquimica
do FSII (Y(NPQ)), € possivel verificar que o tratamento IRRI apresentou as menores médias
em relacdo aos demais com 1 dia de estresse hidrico. Com 12 dias de estresse, observou-se que
o0 tratamento WD apresentou a menor média, porém na reidratacdo, este tratamento apresenta
um aumento. WD+TRE e WD+TD aos 12dwd resultaram em médias de Y (NPQ) semelhantes
ao IRRI.

3.3 Anatomia foliar

Ao avaliar os parametros das seccOes transversais, verificou-se que as médias da
espessura da nervura central, distancia entre os feixes da nervura central, didmetro dos
metaxilemas e area de fibras da nervura central sdo estaticamente iguais entre os tratamentos
(dados ndo mostrados). WD e IRRI obtiveram médias maiores de area de floema da nervura
central (FA) em relacdo a WD+TD e WD+TRE (Fig. 5A). Para a espessura do limbo foliar
(LBT), a maior média foi observada em WD+TRE, seguido de WD, enquanto em WD+TD e
IRRI apresentaram menores médias sem diferenca estatistica entre si. As médias da espessura
da epiderme (ET) adaxial dos tratamentos sdo estatisticamente iguais, enquanto que na ET
abaxial do WD+TD foram observadas médias superiores aos demais tratamentos. WD+TRE e
IRRI obtiveram as maiores médias de espessura da cuticula (CT) adaxial e, na parte abaxial, 0
unico tratamento que se diferenciou dos demais apresentando médias menores foi WD+TD.

A analise das sec¢Oes paradérmicas indicaram que ndo houve diferenca significativa nos
valores de numero de células epidérmicas e indice estomatico. As médias de densidade
estomatica (SD) adaxial (Fig. 6A) foram iguais, enquanto na abaxial, as médias de WD+TD se
sobrepuseram em relacdo aos demais tratamentos. Ao analisar o didmetro polar (PD) da face
adaxial, também observou-se maiores médiasno tratamento IRRI (Fig. 6B). WD+TRE
apresentou maior funcionalidade estomatica (SF) adaxial seguido de IRRI, ao passo que 0s
demais tratamentos apresentaram médias iguais (Fig. 6C). N&o houve diferenca estatistica entre
as médias de SF abaxiais.

4. Discussao

As raizes, ao detectarem a reducdo de agua no ambiente, sdo responsaveis pela
sinalizacdo inicial para ativar mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico (Arend et al., 2015).
A reducdo do turgor das células como produto da reducdo do potencial hidrico nestes érgdos

deflagra na producdo de &cido abscisico e consequente fechamento estomatico (Takahashi and
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Shinozaki, 2019). Este comportamento dos estdmatos é considerado a primeira linha de defesa
ao déficit hidrico, porém ¢é acompanhado da redugdo da assimilacdo de carbono,
comprometendo o processo fotossintético (A) em alguns casos (Chaves, 1991; Tounekti et al.,
2018). Sabe-se que a aplicacdo foliar de trealose promove aumento de A (Ali and Ashraf, 2011),
como foi verificado neste trabalho no periodo de reidratagdo (rehy), provavelmente devido ao
aumento da assimilacdo de CO2, como ocorre em plantas que expressam o gene para a producgéo
de trealose fosfato sintase (TPS) (Morgultti et al., 2019; Paul et al., 2001). Ja a pulverizacédo da
mistura de derivados de trealose (TD) mostrou-se mais eficiente em mitigar a reducdo de A
promovida pela falta de 4gua no solo no inicio do estresse (1dwd), aparentando desencadear
uma resposta mais rapida ao estresse do que a prépria trealose.

O fechamento estomatico acarreta na reducdo da condutancia estomatica (gs), a qual
pode ser considerada o indicador mais sensivel aos diferentes niveis de disponibilidade de dgua
no solo (Miyashita et al., 2005; Yan et al., 2016). Porém a reducdo de gs também diminui a
perda de &gua pela folha, diretamente relacionada ao resfriamento da mesma (Urban et al.,
2017), e limita a entrada de CO2 no mesofilo, comprometendo a produgdo de amido devido a
reducdo das atividades das enzimas ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (Rubisco),
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase), enzima malica dependente de NADP (NADP-ME),
frutose-1.6-bifosfatase (FBPase) e piruvato ortofosfato diquinase (PPDK) (Mohammadi et al.,
2018; Perdomo et al., 2017). No periodo de reidratacdo (ap0ds o estresse), a aplicacdo foliar de
trealose induziu o aumento de gs, como ocorreu previamente com cultivares de milho (Ali and
Ashraf, 2011), e o oposto foi observado em rabanetes (Akram et al., 2015). Sob déficit hidrico
existem duas limitagdes fotossintéticas no milho: limitacdo estomatica (relacionada a
condutancia estomatica) e ndo estomatica, como por exemplo o0 aumento da temperatura ou a
reducdo da concentracdo de CO> interno que compromete o funcionamento das enzimas do
aparato fotossintético (Chatterjee and Basu, 2011; Parry et al., 2007; Perdomo et al., 2017).
Observou-se que a mistura de derivados de trealose induziu um aumento significativo na
fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), na transpiracdo (E) e também na densidade
estomatica (SD) com médias superiores ao tratamento com apenas trealose. O maior nimero de
estdmato por area e a elevacdo de gs provavelmente levou ao aumento de A no tratamento com
a mistura de derivados, ja que uma maior condutancia estomatica promove maior assimilacao
de carbono para o processo fotossintético (Farquhar and Sharkey, 1982; Hubbard et al., 2001)
mostrando que a mistura de derivados de trealose alivia a limitacdo estomética das plantas de

milho sob déficit hidrico.
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Como gs é reduzida em plantas sob déficit hidrico, a taxa de transpiracdo (E) segue o
mesmo comportamento, j& que o fechamento estomatico € uma resposta para diminuir a perda
de 4gua para 0 ambiente e assim evitar a dessecacdo (Gu et al., 2012; Lawson et al., 2006). Ali
e Ashraf (2011) observaram que a aplicacdo de trealose em milho aumentou gs e,
consequentemente, intensificou E para que o processo fotossintético ndo fosse tdo prejudicado
pelo estresse hidrico imposto. Diversos mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico em
gendtipos de milho ja foram encontrados, como a tendéncia a abrir os estbmatos mais
rapidamente para resfriar as suas folhas além de realizarem ou retomarem a sua fotossintese
mais rapidamente (Reis et al., 2018; Souza et al., 2013a; Souza et al., 2013b) devido a um
melhor status hidrico nas folhas.

Essa resposta apds a pulverizacdo da trealose e principalmente pela mistura de derivados
de trealose poderia ser explicada pelo maior acimulo desse agUucar no citoplasma ja que diversos
autores demonstram aumento de trealose sob déficit hidrico devido a inducao de expressdo de
TPS genes que codificam enzimas responsaveis pela biossintese da trealose (Eleutherio et al.,
2015; Fernandez et al., 2010; lordachescu and Imai, 2008; Mu et al., 2016). Esse acumulo
poderia levar a uma modificacdo osmatica e melhor status hidrico foliar, pois sdo consideradas
como solutos compativeis de diversas plantas. Esses solutos compativeis séo moléculas nédo-
toxicas capazes de acumular em altas concentraces no citoplasma e participam na manutencao
do turgor e/ou na protecdo de estruturas macromoleculares contra os efeitos de seca (Anjum et
al., 2017b; Fang and Xiong, 2015).

Outra explicacdo poderia ser que a trealose (e com mais intensidade os derivados de
trealose) poderiam estar induzindo o sistema antioxidante das plantas (Kosar et al., 2018b;
Mostofa et al., 2015; Zhao et al., 2019) j& que as EROs acarretam grandes danos no processo
fotossintético de gendtipos de milho sensiveis sob déficit hidrico (Anjum et al., 2017a, 2017b;
Rohman et al., 2016). Zhao et al. (2019), confirmam que a trealose acarreta na reducdo de
EROs acumulados e aumenta a concentracdo de enzimas antioxidantes. De fato ja foi relatado
na literatura que a trealose pode induzir diversos genes associados ao etileno e ao metil-
jasmonato que estdo ligados na defesa contra o estresse abidtico (Bae et al., 2005). Assim a
aplicacdo da mistura de derivados mostrou-se mais eficiente que a trealose na mitigacdo do
estresse hidrico.

As medidas de eficiéncia do uso da agua (WUE) e teor relativo de clorofila (SPAD)
podem ser utilizadas para classificar a tolerancia de algumas espécies ao estresse hidrico, como

é 0 caso do amendoim e do milho (Arunyanark et al., 2008; Silva et al., 2007; Songsri et al.,
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2009). WUE ¢ utilizada para verificar a capacidade de “economizar” agua das plantas, ja que é
um parametro relacionado ao consumo de agua (transpiragdo ou condutancia estomatica) e
fotossintese (Chen et al., 2009). Quando a planta sofre com déficit hidrico, ocorrem alteracdes
nos valores de A, gs, T promovendo um aumento em WUE através da mudanca do
comportamento dos estdmatos para aumentar a assimilagdo de COa, diminuir a perda de agua e
minimizar os danos nos tecidos (Li et al., 2017; Liu et al., 2016; Nemali et al., 2015). A
pulverizacdo da mistura de derivados de trealose reduziu as médias de WUE em 1dwd e rehy,
como foi observado em girassdis com a aplicacdo foliar de trealose por Kosar et al. (2018a).
Isto sugere que a mistura de derivados € eficiente em minimizar os efeitos gerados pela falta de
agua permitindo maior status hidrico, o que reflete em melhores condic6es para o uso da agua,
pois mesmo sob seca mantém uma abertura estomatica, descartando a necessidade de se ter
valores altos de WUE para garantir a sobrevivéncia da planta. Desta forma, os derivados de
trealose agem permitindo maior Uso de agua (Water Use, WU) e ndo maior Eficiéncia do Uso
da Agua (Water Use Efficiency, WUE). Essa maior possibilidade de gastar agua pelas plantas
de milho que receberam os derivados de trealose pode ser justificado por uma possivel melhor
osmoprotecdo e osmorregulacéo por esses acucares derivados da trealose (Ali and Ashraf, 2011;
Anjum et al., 2017a; Fang and Xiong, 2015).

O déficit hidrico pode acarretar tanto no aumento, reducdo ou ndo gerar nenhuma
alteracéo no teor de clorofila (SPAD) (Dordas et al., 2018; Puangbut et al., 2017; Song et al.,
2018). Sabe-se que a aplicacdo de trealose aumenta o teor de clorofila sob tal estresse, devido
a sua capacidade de manter a estabilidade da clorofila e equilibrar o potencial osmético do
cloroplasto (Akram et al., 2015; Kosar et al., 2018b; Tarek et al., 2017). Provavelmente, a
trealose também é responsavel pela neutralizacdo de EROs, minimizando o dano nas células
responsaveis pela fotossintese, através do aumento do aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (Mostofa et al., 2015).

Sabe-se que plantas sob déficit hidrico que possuem as médias de gs reduzidas,
apresentam também baixos valores de ETR (Flexas et al., 2002; Naidoo and Naidoo, 2018).
Durante o déficit hidrico, as taxas de transporte de elétrons (ETR) nas folhas de milho tratados
com a mistura de derivados de trealose corroboraram com a gs e A, mostrando que, o transporte
de elétrons e o comportamento dos estdmatos funcionam em conjunto para suprir a demanda
de CO:z e 4gua no metabolismo das plantas (Gleason et al., 2017) e os derivados potencializam
0 processo fotossintético. Entende-se que em condi¢fes sem estresse, plantas que produzem

mais trealose apresentam maior ETR (Garg et al., 2002), mas ndo foram encontrados estudos
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relacionando este pardmetro com a aplicacéo de trealose ou derivados em plantas sob déficit
hidrico. Plantas de milho tolerantes ao deficit hidrico possuem maiores ETR sob estresse (Souza
et al., 2013b) e os derivados de trealose parecem mais uma vez mitigarem o estresse permitindo
este aumento e induzindo certa tolerancia.

A reducdo da eficiéncia da fotossintese (Fv/Fm) causada por deficit hidrico, ocorre
devido aos danos gerados no centro de reacdo do fotossistema Il. Assim, Fv/Fm pode ser
utilizado para verificar os danos no aparato fotossintético causados por estresses (Baker and
Rosenqvist, 2004; Souza et al., 2013b). A pulverizacdo da mistura de derivados de trealose
mostrou-se eficiente em mitigar a fotoinibigdo devido ao déficit hidrico A trealose também esta
relacionada a uma melhor protec¢éo da Proteina D1 aliviando a fotoinibi¢do em trigo sob estresse
por calor (Luo et al., 2018).

Sob deficit hidrico ocorre a reducdo do quenching fotoquimico (qP), indicando que
ocorre uma diminui¢cdo na abertura nos centros de reacdo do fotossistema Il das plantas
(incluindo o milho) (Reis et al., 2018; Guo et al., 2016). Tanto no inicio do estresse quanto no
fim, a pulverizacao dos dissacarideos acarretou em um aparato fotossintético mais eficiente do
gue o tratamento sem a pulverizacdo. Plantas transgénicas de tabaco que apresentavam alta
producdo de trealose, tiveram seus valores de Fv/Fm e gP maiores do que plantas nédo
transgénicas sob déficit hidrico (Pilon-Smits et al., 1998).

A fracdo de energia fotoquimicamente convertida pelo fotossistema Il pode ser medida
através da producdo quantica fotoquimica efetiva do FSII (Y1l) e o déficit hidrico também
promove a reducdo no Yl diminuindo a capacidade fotossintética (Sousa et al., 2017; Lima et
al., 2018; Wang et al., 2018). Apesar do déficit acarretar nesta diminuigdo nas plantas de milho,
os derivados de trealose amenizaram este efeito. Em trabalho com transgénicos de tabaco,
constatou-se que plantas que produziam mais trealose tiveram menor reducéo de Yl em relacdo
as demais sob déficit hidrico (Penna, 2003). Esse aumento da assimilacdo de CO2, do Fv/Fm e
ETR das plantas tratadas com trealose e os derivados de trealose pode ser explicado por uma
superexpressdo do gene OTsA envolvido na producdo de trealose-6-fosfato (precursor de
trealose) (Luo et al., 2018; Pellny et al., 2004; Zhou et al., 2014). Pode-se observar que a mistura
dos derivados tosila e azido parecem/poderiam estar influenciando mais este gene do que a
propria trealose.

O complexo antena possui um mecanismo para que o excesso de energia absorvido ndo
comprometa o funcionamento do aparato fotossintético. O quenching néo fotoquimico (NPQ)

representa a energia ndo utilizada no processo fotossintético, a qual é dissipada na forma nédo
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radioativa (calor) para evitar a formacdo de EROs (Misra et al., 2012; Serddio and Lavaud,
2011; Szafranska et al., 2016). Este mecanismo pode ser considerado uma medida fotoprotetora,
porém, em excesso, essa dissipacao de energia pode ser prejudicial para as plantas devido ao
menor investimento em uma dissipacéo fotoquimica (gP) (Berteotti et al., 2016). Um dos efeitos
amenizadores do déficit hidrico pela aplicacdo de trealose que observamos neste trabalho,
também foram verificados por Pilon-Smits et al. (1997) estudando tabaco e Gao et al. (2013)
com Vicia faba em que a aplicacédo de trealose reduziu NPQ e aumentou gP sob déficit hidrico

A energia nao correspondente a Y (Il) pode ser classificada como rendimento quantico
de dissipacdo ndo-regulada de energia ndo fotoquimica do FSII (Y(NO)) ou como rendimento
quantico de dissipacédo regulada de energia ndo fotoquimica do FSII (Y(NPQ)). A capacidade
dos derivados de trealose ao longo do estresse em dissipar o0 excesso dos elétrons e proteger 0s
fotossistemas fica bem evidenciada na analise da particdo do NPQ, ja que em 12 dias de estresse
essas moléculas resultaram, diferentemente do tratamento apenas sem aplicagdo, em
manutencdo de Y(NPQ) e diminuicdo de Y(NO). Este representa a energia ndo fotoquimica
dissipada passivamente na forma nédo regulada devido ao fechamento dos centros de reacdo do
fotossistema 11 (por exemplo energia que é canalizada para as EROs), enquanto Y(NPQ)
representa a energia dissipada na forma de calor do mecanismo regulado do NPQ (ciclo das
xantofilas, liberacdo de calor) (Cousins et al., 2002; Klughammer and Schreiber, 2008). Essa
inducdo dos derivados de trealose acarreta na liberagcdo de energia para reaces enzimaticas e
calor, o que evita a formacdo de Espécies Reativas de oxigénio (EROs) (Reis et al., 2018),
mostrando uma mitigacdo da pressdo gerada pela intensidade de energia sobre os centros de
reacdo (Khan et al., 2017).

O déficit hidrico pode acarretar no aumento da area do floema da nervura central das
folhas (F), porém em algumas cultivares de milho a falta de agua néo influenciou no tamanho
dos feixes vasculares foliares (Guha et al., 2018; Hoque et al., 2018) corroborando com o que
foi encontrado em nosso trabalho. O aumento da area do floema indica uma maior quantidade
de vasos que podem transportar agucares para regides em desenvolvimento (como novas folhas
e raizes) ou para promover a osmorregulagdo (Das et al., 2015), porém os agUcares aplicados
neste projeto diminuiram a area de floema.

A espessura do limbo (LBT) € um parametro com relacao direta a espessura do mesofilo
e das epidermes. Trabalhos com décifit hidrico mostraram resultados variados em relacdo a
espessura do mesofilo, onde ocorreu redugdo, aumento ou ndo houve diferenga (Chartzoulakis
et al.,, 2002; Hameed et al., 2002; Scoffoni et al., 2014; Souza et al., 2010). Souza e
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colaboradores (2013a) observaram aumento na espessura do mesofilo em milho sob déficit
hidrico, porém ndo houve diferenga entre o0 gendtipo sensivel e tolerante a seca. Em relacdo a
epiderme (ET), a mistura de derivados de trealose proporcionou um aumento da espessura da
face abaxial, tornando-se mais eficiente em evitar a perda de agua pela superficie foliar
(Nawazish and Hameed, 2006) do que a prdpria trealose. Neste trabalho, é possivel observar
que a LBT de WD+TRE foi maior do que em IRRI, porém a espessura das epidermes e das
cuticulas (CT) foram iguais entre os dois tratamentos. E interessante notar que a mistura dos
derivados de trealose conduziu a folhas de milho mais finas (LBT), com menor espessura de
cuticula (CT), caracteristicas anatbmicas estas semelhantes a folhas de plantas que estdo em
condigdes mais favordveis de umidade. Assim, novamente observa-se que a mistura de
derivados pode estar aliviando as plantas sob estresse hidrico deixando uma condi¢éo hidrica
tal que as plantas ndo investem em adaptacGes anatdmicas para ambientes secos.

Uma densidade estomética (SD) maior, ou seja, maior nimero de estbmatos por area,
pode favorecer as trocas gasosas foliares (Souza et al., 2010). A SD das folhas aumenta quando
a planta esta sob déficit hidrico moderado, porém decai sob estresse severo (Xu and Zhou,
2008). A falta de agua faz com que a planta controle o desenvolvimento dos estdmatos na
formagdo de uma nova folha, reduzindo SD para diminuir a perda de &gua (Bi et al., 2017;
Greco et al., 2012). Porém observa-se que a mistura de derivados aumentou a SD otimizando
maior trocas gasosas (Fig. 7) e corroborou com os valores de fotossintese, condutancia
estomatica e demais parametros encontrados neste tratamento.

O diametro polar dos estobmatos (PD) e a funcionalidade estomatica (SF) estdo ligados
ao tamanho dos estdmatos e consequentemente a area de abertura e a economia de agua
podendo melhorar o status hidrico das plantas (Zhao et al., 2015). A pulverizagdo da mistura de
derivados de trealose diminuiu a SF o que indicaria em um ndo uso eficiente de agua, levando
a uma modificacdo morfofisiologica que, embora acarrete em maior perda de agua (E), hd maior
otimizacgdo na assimilagdo de CO.. Diferentemente da mistura de derivados, a pulverizagao
apenas da trealose acarretou em maior investimento em espessura do limbo, cuticula, maior
funcionalidade estomatica (adaxial) o que corroborou com o seu maior uso eficiente da agua
(WUE) neste tratamento.

Sob déficit hidrico, é mais eficiente a planta desenvolver folhas com mais estdmatos,
porém menores, para minimizar a perda de dgua sem comprometer a atividade fotossintética
(Ozyligit and Akinci, 2009; Souza et al., 2013a). Isto pode ser visualizado pelo tratamento

WD+TD, onde a agdo dos derivados acarretou em médias menores de PD em relacdo a IRRI.
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5. Conclusao

A aplicacdo da mistura de derivados de trealose (azido e tosilada) séo eficazes em
mitigar os danos causados pelo deficit hidrico em relacdo a eficiéncia fotossintética
especificamente nos parametros fotossintéticos, de fluorescéncia da clorofila a e anatdmicos.
Conclui-se que a mistura de derivados age de forma diferente da trealose frente ao déficit
hidrico. Enquanto a trealose desencadeia modificagdes que buscam economizar agua, a mistura
de derivados deflagra em respostas em prol de manter uma alta atividade fotossintética mesmo
que haja maior perda de agua. Desta forma, a mistura dos derivados trealose azididica e tosilada
é capaz de mitigar os efeitos do déficit hidrico em milho e podem contribuir para pesquisas
futuras de bioestimulantes a fim de se expandir a atividade agricola.
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Fig 1. Reacdo de semissintese dos derivados de trealose. A figura mostra as estruturas
quimica da trealose (1); da trealose tosilada, 6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-
glicopiranosideo de 6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glucopiranosila (2); trealose azidica,
6-azido-6-desoxi-a-D-glucopiranosideo de 6-azido-6-desoxi-D-glucopyranosila (3); e o0s
derivados intermediarios 2,3,4-tri-O-acetil-6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-
glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-acetil-6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glucopiranosila
(4); e 2,3,4-tri-O-acetill-6-azido-6-desoxi-a-D-glucopyranosideo de 2,3,4-tri-O-acetil-6-
azido-6-desoxi-a-D-glucopiranolsila (5).
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Fig 2. Andlise das trocas gasosas durante a imposicao do déficit hidrico e reidratagdo em
milho com a aplicacdo da trealose e a mistura dos seus derivados. (A) Taxa fotossintética
(A), (B) condutancia estomaética (gs), (C) transpiracdo (T), (D) eficiéncia do uso da &gua
(WUE), (E) teor relativo de clorofila. Médias seguidas pela mesma letra entre os
tratamentos dentro de cada dia de estresse (1dwd; 12dwd; Rehydration) ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Deficit hidrico (Water deficit
- WD), déficit hidrico com pulverizacdode trealose (Water Deficit with trehalose
application — WD+TRE), déficit hidrico com pulverizacdo da mistura dos derivados tosila
e azido de trealose (Water deficit with trehalose derivateds application — WD+TD) e
irrigado (irrigated — IRRI). Barras correspondem ao + erro padrédo (SE) (n = 5).
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Fig 3. Andlise da fluorescéncia da clorofila a durante a imposi¢cdo do déficit hidrico e
reidratacdo em milho com a aplicagéo da trealose e mistura dos seus derivados. (A) Taxa
de transporte de elétrons (ETR), (B) Maxima eficiéncia quéantica do FSII (Fv/Fm), (C)
Quenching fotoquimico (gP), (D) Produgdo quantica fotoquimica efetiva do FSII (YII).



Médias seguidas pela mesma letra entre os tratamentos dentro de cada dia de estresse
(1dwd; 12dwd; Rehydration) ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (P<0.05). Deficit hidrico (Water deficit - WD), déficit hidrico com
pulverizacdode trealose (Water Deficit with trehalose application — WD+TRE), déficit
hidrico com pulverizagdo da mistura dos derivados tosila e azido de trealose (Water deficit
with trehalose derivateds application — WD+TD) e irrigado (irrigated — IRRI). Barras
correspondem ao * erro padrdo (SE) (n =5).
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Fig 4. Analise da fluorescéncia da clorofila a durante a imposicdo do déficit hidrico e
reidratacdo em milho com a aplicagdo da trealose e mistura de seus derivados. (A)
Quenching ndo fotoquimico (NPQ), (B) Rendimento quantico de dissipagdo ndo-regulada
de energia ndo fotoquimica do FSII (Y(NO)), (C) Rendimento quantico de dissipacao
regulada de energia ndo fotoquimica do FSII (Y(NPQ)). Médias seguidas pela mesma letra
entre os tratamentos dentro de cada dia de estresse (1dwd; 12dwd; Rehydration) nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Deficit hidrico
(Water deficit - WD), déficit hidrico com pulverizagdode trealose (Water Deficit with
trehalose application — WD+TRE), déficit hidrico com pulverizacdo da mistura dos



derivados tosila e azido de trealose (Water deficit with trehalose derivateds application —
WD+TD) e irrigado (irrigated — IRRI). Barras correspondem ao + erro padrdo (SE) (n = 5).
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Fig 5. Andlise das sec¢des transversais em folhas de milho com a aplicacdo da trealose e
mistura dos seus derivados ao fim da imposicdo dos tratamentos. (A) Area do floema da
nervura central (F), (B) Espessura do limbo (LBT), (C) Espessura das epidermes adaxiais
e abaxiais (ET), (D) Espessura das cuticulas adaxiais e abaxiais. Médias seguidas pela
mesma letra entre os tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (P<0.05). Deficit hidrico (Water deficit - WD), déficit hidrico com
pulverizagcdode trealose (Water Deficit with trehalose application — WD+TRE), déficit
hidrico com pulverizacdo da mistura dos derivados tosila e azido de trealose (Water deficit
with trehalose derivateds application — WD+TD) e irrigado (irrigated — IRRI). Barras
correspondem ao = erro padréo (SE) (n = 5).
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Fig 6. Andlise das seccOes paradérmicas em folhas de milho com a aplicacdo da trealose e
mistura dos seus derivados ao fim da imposicao dos tratamentos. (A) Densidade estomatica
(SD), (B) Diametro polar do estbmato (PD), (C) Funcionalidade estomatica (SF). Médias
seguidas pela mesma letra entre os tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Deficit hidrico (Water deficit - WD), déficit hidrico
com pulverizagdode trealose (Water Deficit with trehalose application —- WD+TRE), déficit
hidrico com pulverizagdo da mistura dos derivados tosila e azido de trealose (Water deficit
with trehalose derivateds application — WD+TD) e irrigado (irrigated — IRRI). Barras
correspondem ao * erro padréo (SE) (n =5).
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Procedimento de Sintese das biomoléculas detalhado:

Sintese do 2,3,4-tri-O-acetil-6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glicopiranosideo de 2,3,4-tri-O-acetil-6-
O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glucopiranosila 4 :

Em bal&o de fundo redondo de 100 mL, foi adicionada a 1g (2,92 mmol) de trealose e 10 mL de
piridina anidra. Em seguida, adicionou-se 2,299 (12 mmol) de cloreto de p-toluenossulfonila. O sistema
reacional foi deixado sob agitagdo magnética em temperatura ambiente por trés horas até que foi
verificado, por cromatografia em camada delagada (eluente: acetato de etila/metanol 7:3 viv
adicionando 3 gotas de &cido acético, revelador: solugao etandlica de acido sullfurico 5% v/v, seguido
de aquecimento), que a trealose tinha sido consumida por completo. Em seguida, foram adicionados 2,2
mL (20,4 mmol) de anidrido acético e o sistema foi deixado sob agitagdo magnética overnight. Apds
esse tempo, por CCD (eluente: acetato de etila/ hexano 8:2 v/v adicionando 3 gotas de acido acético,
revelador: solucdo etandlica de acido sullfurico 5% v/v, seguido de aquecimento), verificou-se que a
reacdo tinha sido completa. Assim, em seguida, verteu-se a mistura reacional em 150 mL de agua gelada
mantendo-se agitacdo manual. O precipitado branco foi filtrado a pressdo reduzida, lavado com agua
gelada. O sélido foi recristalizado em metanol. O derivado 4 foi obtido com 94% de rendimento.

Caracterizagdo quimica do 2,3,4-tri-O-acetil-6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glicopiranosideo de
2,3,4-tri-O-acetil-6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glucopiranosila 4 :

IV (Vmax, cm™®, ATR): 2961 (C-H, C sp3), 1752 (C=0), 1366 (5=0), 1215 (C-0).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg, d): 7,73 (d, 4H, J = 8,1 Hz, H-Ar), 7,31 (d, 4H, J=8,1 Hz, H-Ar),
5,43-5,37 (m, 2H, H-agucar), 4,97-4,87 (m, 6H, H-acucar), 4,11-4,0 (m, 4H, C-6), 2,44 (6H, s, CH3
tosila), 2,03 (m, 18H, CHjs acetila).

Sintese de 2,3,4-tri-O-acetill-6-azido-6-desoxi-a-D-glucopyranosideo de 2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-
desoxi-a-D-glucopiranolsila 5 :

Em um bal&o de fundo redondo adicionou-se 0,5 g (0,55 mmols) de 4 solubilizado em 9 mL de
N,N-dimetilformamida. Em seguida, adicionou-se 1,1 g (16,6 mmol) de azida de sodio. O sistema foi
deixado sob agitacdo magnética e em 90°C por 24h até que foi verificado por CCD (eluente:
hexano/acetato de etila 7:3 v/v; revelador: solucdo etandlica de acido sullfarico 5% v/v, ou solucdo
etandlica de ninhidirna 2% v/v, seguido de aquecimento) que ndo havia mais material de partida. A
mistura reacional foi vertida em 50 mL agua gelada mantendo a agitacdo. O precipitado formado foi

filtrado a pressdo reduzida e lavado com agua. Foi obtifo um solido branco com 91 % de rendimento.



50

Caracterizacao quimica de 2,3,4-tri-O-acetill-6-azido-6-desoxi-a-D-glucopyranosideo de 2,3,4-tri-O-
acetil-6-azido-6-desoxi-a-D-glucopiranolsila 5 :

IV (Vmax, cm™, ATR): 2960 (CH C-sp3), 2104 (N=N=N), 1753 (C=0), 1218 (C-O).

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds, 6): 5,50-5,44 (m, 4H, H-aclcar), 5,10-4,96 (m, 4H, aclcar), 4,10-
4,06 (m, 2H, acucar), 2,06 (m, 18H, CHs acetila), 3,35-3,15 (m, 4H, C-6 e C-6").

Sintese de 6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glicopiranosideo de 6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-
glucopiranosila 2 e 6-azido-6-desoxi-a-D-glucopiranosideo de 6-azido-6-desoxi-D-glucopyranosila 3 :

1g (2,92 mmol) de 4 ou 0,5 g (7,76 mmol) de 5 foi solubilizado em 10 mL de metanol sob
agitacdo, adicionando, em seguida, uma pastilha de KOH. O sistema foi deixado sob agitacdo magnética
em banho de gelo (0°C) por 1h até que foi verificado por CCD (eluente: Acetato de etila/ hexano 8:2
v/v; revelador: solugdo etandlica de acido sullfrico 5% v/v, ou solucdo etandlica de ninhidirna 2% v/v,
seguido de aguecimento) que ndo havia mais os regentes acetilados. Ent&o, adicionou-se resina IRA 120
a solucdo até verificar a neutralizacdo da solugdo. A solugdo foi filtrada e o solvente evaporado sob
aquecimento e a pressdo reduzida. Formou-se um solido branco; com rendimento de 95% para 2 e 97%

para 3.

Caracterizagdo Quimica de  6-O-[(4-metilfenil)sulfonil]-a-D-glicopiranosideo de 6-O-[(4-
metilfenil)sulfonil]-a-D-glucopiranosila 2 e 6-azido-6-desoxi-a-D-glucopiranosideo de 6-azido-6-

desoxi-D-glucopyranosila 3 :

Para 2:
IV (Vmax, cM?* ATR):.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds, 4):

Para 3:
IV (Vmax, cm™, ATR):
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg, d):.



