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“Influéncia da aplicacao de derivados de Trealose no metabolismo primario de
Milho em déficit hidrico”

RESUMO GERAL

A cultura do milho é uma das principais culturas prejudicadas pela falta de agua, o
que causa alteracées em seu metabolismo, desenvolvimento, reproducao refletindo
em sua produtividade. Dentro deste cenario, o hibrido simples BRS 1030%, criado
pela EMBRAPA MILHO e SORGO apresenta étima produtividade e estabilidade de
producdo em ambientes acima e abaixo de 700 metros de altitude, porém sensivel
ao estresse hidrico. Este hibrido é exigente a lavouras de alta tecnologia,
principalmente a protecdo contra ataques de patégenos comuns, como pulgao,
bactérias que causam o enfezamento, dentre outros. Neste sentido, analizou-se este
hibrido exposto ao estresse hidrico, recebendo tratamentos a base de
semissintéticos de trealose e trealose e seus derivados com a finalidade de
mitigacdo do estresse. Para posterior analise quantitativa da producao dos
metabdlitos primarios. Onde foi possivel observar os resultados benéficos, ou seja, a
trealose auxiliou a producdo e manutencao de metabdlitos primarios, com vistas a

protecéo celular do vegetal exposto ao estresse nas fases avaliadas.

Palavras chave: Milho; Inibidor; Estresse hidrico.



“Influence of the application of Trehalose derivatives on the primary
metabolism of corn in water deficit”

ABSTRACT

The corn crop is one of the main crops affected by the lack of water, which causes
changes in its metabolism, development, reproduction, reflecting on its productivity.
Within this scenario, the single hybrid BRS 1030®, created by EMBRAPA MILHO
and SORGO presents excellent productivity and production stability in environments
above and below 700 meters of altitude, but sensitive to water stress. This hybrid is
demanding for high-tech crops, mainly to protect against attacks by common
pathogens, such as aphids, bacteria that cause stunt, among others. In this sense,
this hybrid exposed to water stress was analyzed, receiving treatments based on
semisynthetics of trehalose and trehalose and their derivatives with the aim of
mitigating the stress. For further quantitative analysis of the production of primary
metabolites. Where it was possible to observe the beneficial results, that is, trehalose
helped the production and maintenance of primary metabolites, with a view to cellular
protection of the plant exposed to stress in the phases evaluated.

Keywords: Corn; Inhibitor; Water stress.
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1 INTRODUCAO

O milho é taxonomicamente classificado como uma monocotiledonea,
pertencente a familia Poaceae (antiga Gramineae), género Zea e é subdividido em
duas espécies: Zeamays L. spp. Mays (Milho) e Zeamays (Teosinto). Sua origem é
proveniente de selecdo genética pelas civilizacbes ocupantes da mesoamérica, que
compreende todo o México. Por possuir ambas estruturas sexuais, masculina e
feminina, separados na mesma planta, gineceu e androceu, respectivamente, a
reproducao cruzada € uma garantia em 100%, sendo desta forma denominada como
e inflorescéncia masculina, pendao e espiga o 6rgao reprodutor feminino. (Fageria,
1989).

Quando cultivado na América do Sul ha mais de 4000 anos, a finalidade usual
determinava sua forma de cultivo, obedecendo sistemas complexos. Atualmente
com o0s avangos tecnoldgicos voltados para promocdo de produtividade, o
melhoramento das sementes, tiveram somente em 2018/19 um aumento em 24%
em produtividade, enquanto que a area plantada, avangou somente 5%.

Ou seja, o levantamento da CONAB, de safra 2020/2021, estimou que a
producdo de milho estaria em 106,4 milhdes de toneladas, considerando um
aumento de 3,7% sobre a producédo de 2019/20. Sdo produzidas 24,7 milhdGes de
toneladas na primeira safra, e previsdo de 79,8 milhdes de toneladas na segunda
safra e 1,9 milhao na terceira safra(CONAB, 2020).

Sabe-se que 50% do rendimento final, resulta da cultivar, gracas ao plantio
comercial de sementes geneticamente modificadas para controle de insetos (Bt) e
de plantas invasoras (RR).

Considerado como principal cereal cultivado no mundo, o “Sustento da Vida”,
como era chamado pelos indios caribenha, é fonte de matéria prima para a
alimentacdo humana e animal, além de matéria-prima para diversos fins industriais.
(PAES, 2006). No Brasil é um dos cereais mais cultivados, com cerca de 54,37
milhdes de toneladas produzidas por ano (Cruz et al., 2010).

Em geral, a cultura do milho tem sido prejudicada pelas mudancas climaticas
principalmente pelo aquecimento global. Sofrendo danos diretos provocados com a

mudanc¢a do regime de chuvas e modificagdes do solo, assim como o aumento das
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temperaturas. Ocasionando uma perda da produtividade e consequentemente
causando prejuizos na alimentacao de muitas pessoas (Conrado et al.., 2019).

Considerando que a necessidade hidrica do milho durante seu ciclo
vegetativo, € em torno de 600 mm(Aldrich et al.., 1982).

Estudos indicam que a redug¢do no rendimento da producgédo, pode ocorrer
mesmo em anos considerados climaticamente favoraveis, uma vez que o déficit
hidrico ocorre em determinados periodos do ciclo vegetativo, considerados criticos
para a producdo, seja ele da pré-floragdo ao inicio do enchimentos dos graos
(Bergamaschi et al.. 2004).

Déficit hidrico, no periodo vegetativo, reduzira o desenvolvimento do milho,
devido diminuicdo da éarea foliar e da biomassa, apesar da formacao de todos os
componentes relativos ao rendimento ndo serem formados neste estadio, os efeitos
na produtividade final dos gréaos, serdo atenuados se as condi¢des hidricas foram
satisfatorias, garantindo bons rendimentos de graos. Temos também que
considerar,que uma vez este estresse ocorra no periodo que abrange a pré-floracao
ao inicio do enchimento de graos, a capacidade reprodutiva da cultura podera nao
ocorrer de forma satisfatéria, uma vez que eventos reprodutivos, na cultura do milho,
sdo mais rapidos dos que estadios vegetativos (Morizet & Togola, 1984). De modo
que, os processos de formacdo de zigoto e inicio de enchimento de graos, €
considerada a fase mais critica, para a cultura se expor ao estresse, podendo ser
causado por modificacdes climaticas, elevada transpiracdo, resultante da maxima
area foliar e da elevada carga energética natural da radiacdo solar(Shussler &
Westgate, 1991; Zinselmeier et al.., 1995).

Acgucar natural, a trealose, pode ser sintetizada por algumas bactérias,
fungos, plantas, animais, podendo ser encontrado em alimentos e cosméticos,
possui capacidade de protecdo celular, quando estas expostas a condi¢cdes de
estresse, tanto em animais, quanto vegetais. Embora possua tamanha
funcionalidade, os estudos empenhados em seus beneficios nos efeitos de estresse
em plantas ainda sao poucos. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o tratamento com pulverizacao da mistura de derivados de trealose
azidica e tosilada, em plantas de milho néo resistente a exposicdo em situacao de

déficit hidrico, para verificar a capacidade da trealose em mitigar o estresse gerado
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pelo déficit hidrico, nas fases iniciais da cultura, por meio da andlise da producao de

aminoacidos e poliaminas.
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivos gerais

Comparar o efeito mitigador da trealose e da mistura de seus derivados

(tosila e azidica) sobre o déficit hidrico em plantas hibridas de milho, suscetiveis ao

estresse hidrico.

2.1.2 Objetivos especificos

a) Quantificar estatisticamente a producdo de metabdlitos primarios pds

b)

coletas pré programadas, em exemplares do hibrido;

Avaliar niveis estatisticos produzidos por aminoacidos, acgucares
redutores e agucares totais, pds tratamento externo com trealose e
trealose e seus derivados em coleta, até o estadio V6, da cultura de

milho.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ACULTURA DO MILHO

Os 3 maiores produtores mundiais de milho sdo Estados Unidos, China e
Brasil, representando 378,5; 260 e 110 mil toneladas respectivamente, somando
65% de toda a producao mundial (Figura 01) (Kappes et al.. 2015, USDA e Siga/MS,
2020).

Figura 01- Ranking mundial de maiores produtores de milho do ano de
2020.

Producao de Milho - Relatério USDA -
Prev. Set.2020
Pais Em Mil Toneladas | Ranking
Estados Unidos 378,46 1
China 260,00 2
Brasil 110,00 3

(Fonte: USDA e Siga/MS, 2020.)

No Brasil o milho é cultivado em todo o territério nacional e tem grande
importancia social, econémica e alimentar, estando relacionado a agricultura familiar
(Brito et al., 2013). Essa importancia econémica ocorre devido as varias formas de
sua utilizacado suprindo desde a alimentagédo animal (criagcdo de aves e suinos) até a
producédo de embalagens biodegradaveis e medicamentos (Garcia et al.. 2006).

Sua producdo anual ocorre em duas etapas, a primeira realizada durante o
periodo chuvoso entre agosto e novembro e a segunda conhecida como safrinha
que ocorre entre fevereiro e marco (Garcia et al. 2006). O crescimento, a
produtividade de graos e de matéria seca € limitada pela disponibilidade de agua,
variacdo de temperatura, quantidade de radiagdao solar/luminosidade (Cruz et al.
2010). Por tratar-se de uma planta do grupo C4, a alta eficiéncia fotossintética e

grande aproveitamento da luminosidade em todo o ciclo vegetativo, resulta em maior
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sensibilidade a variacao fotossintética, no inicio da fase reprodutiva, ou seja, apds o
pendoamento, periodo entre 10 a 15 dias, uma vez que a reducado da luminosidade
resulta em diminuicao expressiva na densidade dos graos(massa verde), um periodo
de 25 dias nublados e até mesmo chuvosos, a perda dos graos pode chegar a 40%,
apesar de nesta situagcao a planta se apresentar vistosa. (Maldaner et al., 2014).

As plantas pertencentes ao grupo C4, sédo subdividas em 3 subgrupos em
conformidade com a enzima descarboxilativa, o milho pertence ao subgrupo de
maior eficiéncia de metabolismo fotossintético, onde o uso da radiacéo solar ou sua
eficiéncia quantica possui o valor médio entre 64,5 e 69 umol.m?s™; ao passo que
as demais estdo entre 52 e ymol.m™?s™'; Esta eficiéncia deve-se ao fato da anatomia
foliar, onde a area entre as nervuras e lamela suberizada, indicando déficit em perda
de CO, para o meio,(Harttersley, 1984), ocorrendo apenas a produgdao de
carboidratos, aumentando a concentracdo do CO, na bainha perivascular,
favorecendo a acao carboxilase da rubisco (Berg. et al.. 2002). Para expressao de
seu maximo potencial produtivo, a cultura requer temperatura alta, ao redor de 24 e
30°C, radiacdo solar elevada e adequada disponibilidade hidrica do solo, durante
todas as fases de seu desenvolvimento.

O periodo de germinacao/emergéncia das sementes, define o potencial
produtivo. Na fase vegetativa a estiagem, reduz a velocidade de crescimento inicial,
prejudicando o numero de folhas diferenciadas, a partir do periodo V6 (6 folhas
expandidas) até a fase VT (florescimento), o requerimento diario hidrico fica em
torno de 7mm/dia, em conformidade com aumento da area foliar (Figura 02). Neste
periodo, o tamanho da espiga (numero de fileiras e numero de évulos por fileira na

espiga), expandindo a area foliar bem como os entrends (Martin Weismann, 2007).
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Figura 02 - Evapotranspiragéo (ETc) diaria da cultura do milho de ciclo de 120
dias, com a apresentacdo dos graus-dias necessarios para atingir
cada estadio especifico. A linha continua (escura) representa a
variacao diaria da ETc, enquanto a linha continua (azul) representa

o consumo médio ao longo do ciclo.

Evapotranspiragao da cultura (mm/dia)

yi'hea f } } l e,
| v 1.4 - : il = il 'Sl B
0 190 380 570 760 950 1140 1330 1520

Graus-dias acumulados, GDA

(Fonte: Carless0,1998).

Todo equilibrio disponibilizado para a cultura, ou seja, condicdo ambiental
dentro dos paréametros, disponibilidade hidrica favoravel, sera ineficaz se a nutrigdo
mineral disponibilizada para absorcao nao for adequada. O nitrogénio por exemplo,
trata-se do micro nutriente indispensavel para o desenvolvimento saudavel da
cultura do milho (Fernandes et al., 2005). Estima se que a necessidade de N para
producédo de uma tonelada de graos de milho varie entre 20 a 28kg/ha (Argenta et
al., 2002). O N é absorvido pelo sistema radicular da planta, fazendo parte de alguns
dos principais constituintes das moléculas da clorofila (Carlin et al.., 2012),
compondo as mais importantes biomoléculas, tais como aminodcidos, proteinas e
nucleotideos (Hopkins, 1995). E sua deficiéncia afetard no crescimento (devido sua
influencia na fotossintese), sintese de clorofilas, formacao de cloroplastos, atividade
da enzima rubisco, dentre outras. (Carlin et al., 2012).

A planta em condig&o de déficit hidrico, desenvolvera prejuizos ndo somente
na absorcdo, assim como também na assimilacdo do N pela planta (Santos e
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Carlesso, 1998). Uma vez que, o estresse hidrico, aliado a solos com deficiéncia
nutricional em nitrogénio, especificamente, vai acarretar em reducao da fotossintese,
diminuicao da area foliar, desta maneira, antecipando a senescéncia foliar. Nos
graos, a reducao da producao pode chegar a 82%, uma vez exposta a estes dois
fatores(Khan et al.., 2018; Parajuli et al., 2018).

3.2 ESTRESSE HIiDRICO NA CULTURA DE MILHO

O aquecimento global vem causando diversas mudancgas climaticas, sua
atuacao na agricultura impacta ndo s6 as culturas, assim como também a vida
bioldgica do solo, devido alteragdes em regimes pluviométricos, assim com as
alteracdes nas temperatura.

Os regimes hidricos alterados ocasionam enchentes, devido o excesso ou
estresse hidrico, resultante da estiagem (Conrado et al.., 2019).

A deficiéncia hidrica é considerada a maior causa de reducdo na
produtividade de plantas cultivadas em regides de clima tropical (Magalhaes et al..
2002).

As plantas que sofrem estresse hidrico tem maiores concentragdes de solutos
nos tecidos e menores potenciais osmoéticos do que aquelas em condicdo osmotica
adequada (Vilela e Bull, 1999). As restricdes causadas pela baixa disponibilidade de
agua no solo ou pela alta demanda evaporativa ativa certos mecanismos fisiol6gicos
que permitem aos vegetais tolerar limitagdes climaticas (Magalhaes e Duraes, 2006).
A importancia da agua esta relacionada também com a fotossintese, uma vez que o
déficit hidrico interfere no crescimento das plantas implicando em menor
disponibilidade de CO; para a fotossintese (Magalhdes e Duréaes, 2006).

Caso o suprimento de agua seja reduzido a absorcao de agua pela planta se
torne menor, a sua transpiracdo, causara uma condicdo de déficit hidrico. (Costa et
al.,, 2008). Portanto, a agua sendo exsudada continuamente pelo processo de

evapotranspiracdo, resultard na geracdo de um balanco hidrico desfavoravel,
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aumentando perda de agua, ndo sendo reposta, ou seja, trata-se de uma condicao
necessaria e nao favoravel para a sua sobrevivéncia.

Nas suas células, a agua estd quimicamente associada aos constituintes do
protoplasma e esse déficit hidrico representa um impacto negativo substancial no
crescimento e desenvolvimento, bem como altera¢gdes em seu comportamento. A
irreversibilidade desse estresse pode depender do gendtipo, da duracdo, da
severidade e do estagio de desenvolvimento da planta.

A planta ao identificar a deficiéncia hidrica, inicia o processo onde o potencial
hidrico (W) do apoplasto aos poucos se torna mais negativo que o do simplasto,
resultando assim nas reducdes do potencial de pressao (turgor) (WYP) e no volume
(TAIZ et al.., 2017). Como resultado inicial deste processo, ocorre a diminuicdo da
turgescéncia, sendo esta a primeira e mais sensivel resposta a deficiéncia hidrica.
Posteriormente, o metabolismo das proteinas e dos aminoacidos vai se limitando,
uma vez que a sintese de nitrato redutase diminui, por ser a enzima mais inibida em
condicoes de déficit hidrico. Esta reducao da sintese no metabolismo de proteinas
causa a interrupgao da divisdo celular. Mesmo um estresse moderado causado pela
seca diminui a velocidade do processo mitético, sendo a fase S a mais afetada
(Larcher, 2004).

A produtividade do milho diminui muito sob estresse hidrico (Costa et al.,
2008), principalmente pelo fato do efeito da agua, que associada a producao de
graos, torna-se é importante em trés estagios — iniciagcdo floral, periodo de
fertilizacdo e enchimento dos grdos (Magalhdes e Duraes, 2006). A quantidade de
agua consumida pela planta de milho durante o seu ciclo estd em torno de 600 mm3
(Aldrich et al., 1982). Dois dias de estresse hidrico no florescimento diminuem o
rendimento em mais de 20%. Quatro a oito dias diminuem em mais de 50%.
(Fancelli, 2000). Em torno de 95% do cultivo do milho em regides tropicais é
realizado em areas sujeitas ao déficit hidrico (Magalhaes et al.).

3.3 TREALOSE
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A trealose, é um dissacarideo natural nao-redutor formado a partir da ligacéo
a-a de duas moléculas de D-glicose (1-a-D-glicanopiranosil-a-D-glicanopiranosideo)
(Figura 03) (Muller; Boller; Wiemken, 1995).

Figura 03 - Estrutura Quimica Da Trealose.

Fonte: Muller; Boller; Wiemken, 1995

Este dissacarideo € isbmero quimico de outros dois compostos com
estruturas diferentes (Almeida et al,, 2007). Esta presente em uma variedade de
microrganismos,como insetos, plantas e fungos.

A trealose considerada a chave do processo de tolerancia a estresse abiotico
incluindo a seca (Fernandez et al.., 2010).

Com relagdo a rota metabdlica, a trealose nas plantas € oriunda de moléculas
de UDP-glicose e glicose-6-fosfato. O residuo D-glicose da molécula UDP-Glicose é
transferido para glicose-6-fosfato, acoplando-as através da enzima trealose-6-fosfato
sintase (TPS), formando assim a molécula trealose-6- fosfato, a qual é
desfosforilada em trealose através da enzima trealose-6-fosfato fosfatase (TPP)
(Lunn et al., 2014).

Podendo ser utilizada no armazenamento de células, tecidos ou 6rgaos
(vegetal ou animal) na forma desidratada, facilitando o transporte (Guo et al., 2000;
Crowe, 2014; Lee; Moon; Kang, 2015). Existem trés mecanismos e acao da trealose
em plantas em deficiéncia hidrica: (1) formagéao interna de ligagdo de hidrogénio, (2)
a hiperidricidade e (3) estabilidade quimica (Roser, 1991; Almeida et al., 2007).

As propriedades fisicas das membranas celulares e das organelas sao
totalmente alteradas pela desidratacdo celular. Devido a composicao da bicamada
lipidica das membranas a falta de agua pelo estresse de seca pode modificar seu
estado de fluido cristalino para sélido-gel, ficando desestabilizada. A estabilidade
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das estruturas protéicas sao importantes para preservacao das membranas
celulares, sobretudo, quando em déficit hidrico, para evitar danos estruturais

irreversiveis (Crowe; Crowe; Chapman, 1984).

3.4 HIBRIDO BR 1030

A demanda por maior rendimento das lavouras, em uma mesma area
produtiva, leva pesquisadores em busca de gendtipos melhorados, mais resistentes
a seca, susceptiveis as pragas e doencgas entre outras praticas culturais mais
modernas, minimizando intempéries que a cultura possa em algum momento se
expor, prejudicando assim sua produtividade.

Os hibridos apresentam maior tolerancia as intempéries abidticas a que estao
expostos. Seu potencial produtivo, quando avaliado com variedades tidas como
convencionais, é geneticamente melhor e maior. Na teoria os hibridos simples, sao
consideravelmente mais produtivos e uniformes (Silva et al., 2014).

Como uma das principais caracteristicas do hibrido BRS 1030, esta a alta
produtividade e maior capacidade de sanidade foliar em relagédo aos demais hibridos
comuns do mercado.

Cultivo comum em areas acima e abaixo de 700m de altitude, possui
estabilidade produtiva e resisténcia ao acamamento e quebramento de colmo,
possuindo ainda, porte baixo, tipo de grdo semiduro e coloragdo laranja,
caracteristicas atrativas ante ao produtor e ao mercado. (Parentoni et al.., 2004).
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGCAO DOS DERIVADOS DE TREALOSE

Serao utilizados 11 derivados de trealose, destes sendo 7 derivados do tipo
triazdéis, 2 do tipo amida e 2 do tipo sulfonamida. Estes 11 compostos serdo obtidos
a partir da rota a seguir, na figura 04:

Figura 04 - Obtengéo da Trelose - Reagédo 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 os 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).

~ TsO TSD_\: TsO. TsO__
HO,, ~_OH AcO, i __OAc i HO S _OH
o o i “« "0 0 N0 0
‘ —— | —
HO™ ~~ 'O OH AcO” ™10 OAc HO” ™0 “OH
OH 14 OH OAc OAc OH , OH

P 3

Reagents: i- 1) TsCl, Py; 2) Ac,0; ii-
NaN4, DMF; iil- MeOH, KOH
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Fonte:(Lisa, et al., 2017).
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4.2 APLICACAO DA TREALOSE E IMPOSIGAO DO ESTRESSE

O experimento foi realizado na Casa De Vegetacao No Campus I, integrante
da Universidade Federal De Alfenas-MG. Utilizamos o genétipo de milho BRS 1030,
classificado como sensivel as seca, de acordo com o programa de melhoramento da
EMBRAPA, o genétipo BRS 1030.

Para o cultivo, as sementes foram plantadas em vasos de 10 litros
preenchidos com solo do tipo Latossolo Vermelho Distréfico Tipico, comum na
regiao. Por vaso semeou-se quatro sementes BRS 1030, onde posteriormente foi
necessario a realizacado de desbaste, onde conduzimos somente dois exemplares
desse hibrido.

A radiacédo global e o espectro da radiacdo dentro da casa de vegetacao
foram medidos com auxilio de um radidmetro (Instrutherm/MES-100) e de um
espectroradiometro (Model SPR 4002, Luzchem Research, Canada).

Foi utilizado adubacéo planejada de acordo com a recomendacao obtida da
andlise quimica do solo, e os tratamentos fitossanitdrios que se mostraram
necessarios a cultura reparados. Diariamente foi feito o monitoramento do teor de
agua no solo nos periodos da manha e tarde (9 e 15 horas), respeitando-se o peso
inicial dos vasos quando estes estivessem em 100% na capacidade de campo.

Todas as mudas foram conduzidas, recebendo irrigacao normal e diaria, até
que perfizessem o estdgio V4. Nesta fase foi feito o desbaste das mudas
consideradas inferiores e iniciada a implantacdo do déficit hidrico em todas as
plantas, até que o solo em seu vaso alcangcasse a capacidade de campo de 50%.
Para os tratamentos hidricos foi seguido os protocolos sugeridos por (Souza e
colaboradores 2013).

Na primeira etapa o estresse hidrico imposto foi pelo periodo de 12 horas. E
em uma fase posterior, tratamos o milho com trealose ou trealose seus derivados na
concentragdo de 50 mmol/L, ficando 10 dias sob estresse, de acordo como
recomendado por Ali e Ashraf (2011). Ap6s o quinto dia de estresses, realizamos a
segunda aplicacdo da trealose com seus derivados. Sendo estes dissacarideos

dissolvidos em agua e Tween-20 (0.1 %) e pulverizados na parte aérea.
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Posteriormente ao estresse, os vasos foram selecionados de maneira
aleatoria e depois pesados. Com essa diferenca entre peso inicial e peso atual foi
realizado uma média aritmética, para que a quantidade hidrica em todos os vasos
fosse igual. (Souza et al., 2013). No cultivo a umidade do solo foi mantida por meio
da pesagem dos vasos em balangcas analdgicas, repondo da agua

evapotranspiragéo.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ensaios foram esquematizados em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 métodos de conducao, sendo eles: (déficit hidrico (D.H.), déficit
hidrico + trealose (D.H.+TREA), déficit hidrico + dois derivados (D.H.+A+B), e

Irrigado (IRRI)), em 4 repetigcbes cada e 4 vasos, totalizando 64 vasos.

4.4 APLICACAO DA TREALOSE E DERIVADOS

No experimento, a aplicacdo da trealose e da trealose + derivados, foi
conduzido com o auxilio de um pulverizador manual com capacidade para 2l, os
tratamentos foram administrados nas faces foliares adaxial e abaxial 12h antes da
imposicao do estresse e 5 dias depois. Apds atingirem o estagio V5/V6, foi imposto o

estresse, 0 qual persistiu por 12 dias seguido de reidratagao.

4.4.1 Cultivo

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdao em temperatura entre 25
e 30 °C respectivamente e a umidade relativa média de 74,44%. A radiacéo global
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foi medida através de um radiémetro (Instrutherm/MES-100) obtendo um valor médio
de 0,4140 pmol.m?s™'; ao meio dia.

As plantas permaneceram todo o experimento em vasos com capacidade de
10 litros. A adubacao foi feita de acordo com a recomendacdo da analise quimica do
solo, aplicando-se no momento do plantio 11g de superfosfato simples por vaso
(18% P20s5). Cada vaso recebeu 4 sementes de milho hibrido BRS 1030, sensivel ao
déficit hidrico (Souza et al, 2013) vindo do Programa de Melhoramento da
EMBRAPA. Apds a emergéncia, foi efetuado raleio para manter duas plantas por
vaso.

Nessa etapa, realizou-se a adubacdo necessaria por meio de solucao e
aplicados 1 mg dm™ de boro e 2 mg dm™ de zinco, empregando-se as fontes p.a.
H:BOs (11% B) e ZnS04(20% Zn). Durante a condugdo do experimento foi
realizadas adubacdes com N e K, por meio de solugdo, semanalmente apds o raleio.
Em cada adubac&o foi administrado50mg dm™ de N e 117 mg dm™ de K e as fontes
utilizadas foram a uréia (45% N) e o KCI (50% K20).

4.4.2 Imposicao do déficit hidrico, aplicacao de trealose e seus derivados

O teor de agua no solo foi monitorado por meio de pesagens dos vasos nos
periodos da manha e da tarde (8 e 18 h) com um auxilio de uma balanga digital 25kg
(Modelo 200SS, Black Bull, Sdo Paulo, SP). A reposicao 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 imposicao 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 irrigacao
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.

Doze horas antes da imposi¢ao do déficit hidrico as plantas foram submetidas

aos seguintes tratamentos: trealose na concentracdo de 30 mM (Sigma, St. Louis,
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MO, USA) mistura dos derivados de trealose (azida + tosila) na concentracdo de 15
mM cada totalizando 30mM. As concentracbes foram baseadas pelo que foi
recomendado por (Ali e Ashraf 2011). Uma segunda aplicagao foi realizada no quinto
dia de déficit hidrico. Os dissacarideos foram dissolvidos em agua e etilenoglicol
(20%) e pulverizados na parte aérea com um pulverizador mecanico de pressao
(Guarani, PCP1P, capacidade de 2 litros) na proporcédo de 12,5 mL plantal em cada
aplicagdo. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), compreendendo 4 condigbes: déficit hidrico (WD), déficit hidrico com
pulverizacdo de trealose (WD+TRE), déficit hidrico com pulverizagdo da mistura dos
derivados de trealose (WD+TD) e irrigado (IRRI), cada um com 5 repeticoes.

As analises foram realizadas 24h apés a pulverizacao (1dwd), no final do
periodo de estresse hidrico (12 dias de déficit hidrico, 12dwd), 12h apds o
reestabelecimento hidrico (rehy) até o solo atingir 70% da capacidade de campo.
Contudo nao se procedeu a comparacao estatistica entre os dias, apenas entre os

tratamentos.

4.4.3 Método de extracao dos metabdlitos primarios

Os metabolitos priméarios foram extraidos como descrito por Santos Filho et
al.,, 2014, por meio da homogeneizacdo de 300gr das amostras congeladas em
almofariz com metanol/cloroférmio/agua (12:5:3, v/v).

O homogeneizado resultante foi incubado em temperatura ambiente por 24 h
e posteriormente centrifugado por 30 min a 1500 rpm. E o sobrenadante coletado
para posterior mistura com cloroférmio e agua (4:1:1,5, v/v).Apds 24h, a fase aquosa
foi coletada com auxilio de pipeta graduada, e seu volume devidamente anotado,
para analise de aminoacidos e agucares sollveis e redutores.

O amido foi extraido a partir do pellet oriundo da centrifugacao pela incubacéao
com acido perclérico 30%. As amostras sao armazenadas em nitrogénio liquido até

0 momento da analise.
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4.4.3.1 — Analise de extracao do amido

Os pellet’s tidos como sobra da extracdo dos aminoacidos foram utilizados
para realizacdo desta analise, conforme descrito por McCready et al., 1950, e a eles
foram adicionados 1 mL de acido perclérico (HCIO4) 30%. Posteriormente, as
amostras foram agitadas ocasionalmente por 10 min., no agitador automatico, a 500
rom, onde pbde-se obter a solugcdo para determinacao do teor de amido pela reagéao
com antrona (este reagente deve ser preparado e utilizado em banho-gelo. Sempre
adicionar o acido em agua. Procedimento realizado na capela.).

Para cada aliquota de 1 mL da fragdo aquosa de amostra (proporgcao 20uL
amostra + 980 uL H.O destilada), adicionou-se 2 mL do reagente antrona, sempre
em banho de gelo, lentamente pela parede do tubo de ensaio. E para perfeita
homogeneizacdo do meio todas as amostras foram agitadas no vértex.
Posteriormente, as amostras cozinharam por 5min., em banho-maria, onde apés o
resfriamento e 0 nanébmetro foi ajustado para realizacdo da leitura a 620nm, para
determinacao da absorbancia das amostras.

4.4.3.2 - Aminodacidos totais

Os aminoacidos totais, foram extraidos a partir do Ensaio de Ninhidrina
(Yemm & Coccking 1955), a curva padrao e a solucao estoque foram realizados a
partir da solucao de Glicina, onde o procedimento que obtivemos a curva padrao de
aminoacidos (aa) foi a partir de uma solucdo de glicina (0,1mol/mL), e para a
solucdo estoque preparamos: 10uM de glicina = 0,015g p/ 20ml em H2O. E esta foi
diluida até 0,1pmol/mol(10uM = 100ml de agua destilada para cada 10ml de glicina.
(0,1umol/mol = 100uM);

Apbs completa diluicdo da solugédo Glicina, preparou-se os reagentes A, B e
C, conforme segue, o reagente A denominado Tampao de Citrato de Sédio a : 0,2M,
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com leitura do pH a 5,0, composto de 1,47g de citrato de sodio para 25 ml de H,O
destilada, onde o pH foi aferido para manter-se em 5 e armazenado na geladeira. O
reagente B, denominado Ninhidrina 5% em metilglicol, estava na proporcéo de 0,5g
de ninhidrina para 10mL metilglicol ((metilcelosolve) etilenoglicolmonometil éter). E o
reagente C, Cianeto de Potassio a 2%, (KCN 2%) adicionado em metilglicol.
Preparou-se solucdo estoque de KCN a 0,01M(= 65,12 g/mol), adicionando-se em
recipiente, 0,065g de cianeto de potassio para 100mL H2O, e para a preparagao do o
KCN 2%, pipetou-se 2 mL da solucao estoque a 0,01M, e completando para 100mL
de metilglicol (armazenado em frasco de ambar ainda coberto por papel aluminio).
Adotando-se que as solugcdes B e C fora, feitas e misturadas com 24 horas de
antecedéncia (over-nigth), na proporcao 1:5(sendo 10mL de B para 50mL de C). A
solucdo B ninhidrina, foi ser preparada na semana do uso e armazenada em vidro
escuro

O preparo do Etanol 60% v/v, obedeceu a concentragdo (em 100ml, contendo
60% de alcool e 40% agua). Os tubos em duplicata, apresentavam 1mL da amostra,
conforme protocolo, e cada recebeu uma tampa de papel aluminio, para que desta
forma seu volume nao sofresse alteragcdo com o borbulhamento do banho-maria,
discorridos durante 20 min., sempre com temperatura préxima de 100°C, e cuidando
para que a agua nao se secasse. Contados 20 min., os tubos foram retirados e
esfriados em temperatura ambiente, apés resfriamento, adicionamos a solucédo 1300
L de alcool 60%, agitados novamente para perfeita mistura, para posteriormente

iniciar o processo de leitura, sempre na faixa 570nm.

4.4.3.3 - Acucares redutores

Todos os tubos contendo as aliquotas da amostra, foram extraidos seguindo
o padrao DNS, obedecendo o método Miller, 1959.

Para a curva padrao, o preparo da solugdo estoque de glicose, respeitou-se a
concentracdo de 1%. Adicionou-se primeiramente o reagente DNS, agitando-se a

mistura aquecida em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Apos resfriamento em
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temperatura ambiente, completou-se o volume do tubo para 5mL com &gua
destilada, para chegar a faixa de 540nm em espectrofotometro r realizar a leitura. O
preparo do DNS inicia-se ao adicionar 10 mL de NaOH a 2N (massa molar do
NaOH= 39,997 g/mol, como necessitamos de 2M, usamos 80g/mol de NaOH. = 0,8
g de NaOH para 10 mL de H20).

Para o preparo do reagente DNS, considerando o volume de 50 mL de
solugédo, adicionamos 10 mL de NaOH a 2N, 0,59 de DNS; e 150 ml de H,O
destilada, em um tubo de ensaio e misturamos e apds mantido reservado para uso.

Posteriormente, adicionou-se 15g do Sal De Rochelle e completando-se o
volume com agua destilada para 50 mL, em uma proveta. O que resultou uma
solucdo alaranjada que foram preparadas em vidro dmbar e coberto por papel
aluminio para evitara instabilidade na presenca de luz e ao CO.. Esse processo s6
foi feito na hora do uso.

O preparo dos tubos foram em duplicata, com a seguinte sequéncia de
preparo: 10uL amostra + 740 uL H>-O + 500 yL DNS + banho-maria + 3750 H2O.
Agitando no vortex e levando ao banho-maria a 100°C por 5 minutos. Apds esse
processo foi os tubos foram deixados para esfriar em temperatura ambiente. O
volume foi completado para 5 ml com agua destilada, para poder realizar a leitura a
540nm em espectrofotdmetro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante analises estatisticas dos dados coletados para analise da
Quantificacdo dos Acgucares Redutores, ao examinar a coleta 2, o tratamento
irrigado sem trealose ou trealose e seus derivados, representaram estatisticamente
menor producdo quando comparado com a coleta 1, devido alta concentracao
possivelmente resultante da germinacédo da semente, e posterior queda, na coleta 2
e estabilizacdo esperada na coleta 3 devido aumento da capacidade fotossintética
onde o carbono fixado foi convertido em acucares, por meio das células

fotossintéticas especializadas. (Kosar et al., 2019) (Figura 05).

Figura 05 - Quantificacdo dos Acucares Redutores em plantas de milho
submetidas a déficit hidrico e tratadas com Trealose e os
derivados sintéticos. Letras diferentes indicam diferenca
significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Do mesmo modo, as parcelas que 12 horas antes do periodo de exposicao ao
estresse receberam o tratamento da trealose e trealose e seus derivados,
demonstraram apesar do estresse imposto, o0 perfeito funcionamento do
metabolismo primario da planta, em sua producdo de acucares redutores,
considerando que o metabolismo priméario das plantas, associa-se diretamente aos
processos fotossintéticos, encarregado pela captacdo de carboidratos e
envolvimento direto nos processos comuns e vitais da planta.

Ao realizamos a quantificagdo estatistica dos Aminoacidos (aa), na coleta 1,
nao houve diferenca estatistica entra as parcelas que estiveram sob estresse
hidrico, ndo apresentando diferenca aquelas que receberam irrigacao tanto somente
por agua como também por trealose e a mistura de trealose e seus derivados
(Figura 06).

Figura 06 - Quantificacdo dos Aminodacidos em plantas de milho submetidas a
déficit hidrico e tratadas com Trealose e os derivados sintéticos.
Letras diferentes indicam diferenca significativa, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Porém na coleta 1, a representagcédo estatistica de aminoacido nas parcelas
tratadas com trealose foi maior, em relagdo as coletas 2 e 3, para 0 mesmo
tratamento, e dada a importancia dos aminoacidos por relacionarem diretamente
com os metabdlitos primarios, e por ser constituintes das proteinas, por participarem
diretamente do metabolismo e das fungdes fisioldgicas e biolégicas das plantas, e
nesta analise, por ndo representarem dados estatisticos que comprovem a eficiéncia
da trealose em uma planta sob estresse, mas que recebeu uma parcela de
tratamento, questiona sua interferéncia nas proteinas, por meio da analise
bromatoldgica deste, aqui ndo realizada.

Em analise estatistica da quantificacdo dos Agucares Soluveis, na coleta 2,
nao houve diferencas entre as parcelas que receberam tratamento com irrigacéo a
base de trealose ou trealose e seus derivados, somente agua e aos estresssados,
mesma situacao ocorre ao analisar a coleta 3, onde o tratamento a base de trealose

e seus derivados foram menos quantificados (Figura 07).

Figura 07 - Quantificagdo dos Acucares redutores em plantas de milho
submetidas a déficit hidrico e tratadas com Trealose e os
derivados sintéticos. Letras diferentes indicam diferenga
significativa, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Porém na coleta 1, todas as parcelas que receberam irrigacdo, nao
apresentaram diferencas estatisticas entre si, porém houve grande representacao
quando comparada a parcela que esteve sob o estresse hidrico, comprovadamente
devido ao transporte e armazenamento de acgucares no interior da planta ser
constante e controlado por inUmeros processos que visam a regulacao celular, ou
seja, em periodos expostos a estresse, a reserva de amido pela planta torna-se
hidrolisada (acucares sollveis-osmoregulacdo), para que as atividades essenciais
para a sobrevivéncia celular sejam constantes, apesar do estresse hidrico que a
planta esteja enfrentando (Secchi; Zwieniecki, 2012).Todos 0s seres vivos, sejam
animais ou vegetais, compartilham em comum um metabolismo geral denominado
metabolismo primario. O metabolismo primario tem como objetivo a sintese de
compostos essenciais para a sobrevivéncia das espécies (De Sousa, 2010; Santos,
2001).

Ao metabolismo primario das plantas estao associados todos os processos
fotossintéticos que originam a formacdo de acidos carboxilicos do ciclo de Krebs,
aminoacidos, hidratos de carbono, acidos graxos, proteinas e acidos nucléicos,
todos envolvidos nos processos vitais da planta (Schaaf et al.., 1995).

Todo o estresse causa dano ao metabolismo vegetal, especificamente o
estresse hidrico podemos tomar como comum o0 acumulo ou perda de metabdlitos.
Entre eles estdo os carboidratos, acidos organicos, acidos abscisicos (ABA), e

aminoacidos, alterando a atividade de enzimas e sintese de proteinas.

O ajuste osmético, promove o acumulo de metabdlitos primarios pelas plantas
expostas ao estresse hidrico, facilitando o abaixamento do potencial osmético ante
ao aumento liquido do soluto intracelular (Chaves, 1991).

Mecanismo auxiliador da planta em manter o turgor, para que a elongagao
celular juntamente com a expansdo de regides de crescimento, consigam ser
sustentados, mesmo em condicbes adversas de estresse hidrico (Premachandra et
al., 1992).

Em analise geral, quantitativamente, observa-se, que as parcelas que

receberam tratamento com trealose e com trealose e seus derivados, quando
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expostos ao estresse hidrico apresentaram maior capacidade de osmoprotecédo e
adequacao metabdlica para o enfrentamento do estresse.

Assim, através do estudo dos metabolitos primarios, é possivel seqlienciar
quais processos quimicos pode-se interferir para que as plantas sejam capazes de
produzir inumeros compostos organicos apesar de agdes abibticas sofridas, desde
que saibamos como trabalha cada via metabdlica responsavel pela sua sintese
(Groenigen et al., 2015). (Kabera et al., 2014) referiram que os metabolitos primarios
possuem funcao estrutural, plastica e de armazenamento de energia, enquanto 0s
metabolitos secundarios, produtos secundarios ou produtos naturais, aparentemente

nao possuem relagdo com o crescimento e desenvolvimento da planta.
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6 CONCLUSAO

A trealose, é uma importante opcao para mitigar estresses abibdticos nao
somente na cultura do milho, porém, neste caso o0 estresse hidrico permite a
expansao da produgédo nos mais diversos cenarios meteoroldgicos (Ashraf, 2010).

E possivel que a trealose seja indicador do efeito da interacdo dos estresses
hidricos no cultivo de cana de acucar, por tratar-se de um osmorregulador eficiente
em organismos aumentando a resisténcia de estresse hidrico, ja que a planta é
prejudicada em periodos de seca o0 que leva a queda da produtividade (Nicolau Jr,
2008).

A trealose substitui a agua perdida em condicdes de estresse hidrico devido a
ligacdo a membrana da planta, esse processo nao ocorre alteragcdo do espacamento
entre os fosfolipidios evitando assim as separacdes laterais dos componentes da
membrana que interferem negativamente no complexo de mosaico fluido (Queiroz,
2006).

Pois o funcionamento do metabolismo primario da planta, em sua producao
de acucares redutores associa-se diretamente aos processos fotossintéticos,
encarregado pela captagdo de carboidratos e envolvimento direto nos processos
comuns e vitais da planta. O acumulo de trealose e prolina livre nos tecidos vegetais
€ um mecanismo de osmoprotecado de gendtipos tolerantes a seca (Queiroz, 2006).

No presente estudo comprovamos que a trealose e seus derivados controlam
a capacidade de osmorregulacao das plantas, aumentando a resisténcia do estresse
hidrico nas plantas, especialmente nas plantas utilizadas no estudo. Ajuda na
producao de acucares redutores, mas nao encontramos diferencas significativas nas
taxas de aminoacidos e acglcares solUveis, necessitando assim mais estudos para

ter resultados assertivos.
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