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RESUMO

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica € um dos principais problemas enfrentados pela
agricultura, e a habilidade das plantas para resistir a tal estresse é de suma importancia para a
seguranga alimentar e o desenvolvimento do agronegdcio, principalmente em grandes culturas
como a do milho. O crescimento e o rendimento dessa cultura sdo altamente afetados em
regides com limitacdo hidrica, pois o milho possui uma alta sensibilidade a este estresse.
Tendo em vista 0 exposto, € de suma importancia a identificagdo e caracterizacdo de
tecnologias que busquem a tolerancia & seca. A quitosana é um produto de baixo custo,
renovavel, biodegraddvel, biocompativel, ndo-téxico, cujas propriedades vém sendo
exploradas em aplicagGes industriais e tecnoldgicas. A pesquisa por novas aplicagdes e o
emprego da mesma tém aumentado exponencialmente em diversas areas, como na agricultura,
industria de alimentos, de cosméticos e na industria farmacéutica. Estudos recentes tém
indicado que o biopolimero tem potencial para ser desenvolvido como um antitranspirante em
situagBes agricolas de estresse, induzindo a tolerancia a seca via aumento da eficiéncia do uso
da agua. O objetivo desse trabalho, portanto foi analisar o comportamento ecofisiolégico de
plantas de milho sob estresse hidrico ap6s a pulverizagdo com quitosana e seus derivados (N-
succinoilico e N, O-dicarboximetilico); estabelecendo uma relagdo entre a estrutura e a
atividade antitranspirante dos compostos em estudo e entendendo seus mecanismos de agdo,
de forma a contribuir com estudos de tolerdncia a seca em milho. O experimento foi
desenvolvido em casa de vegetacdo e para verificar os efeitos da quitosana e seus derivados
foi utilizado o milho hibrido sensivel a seca BRS1030. Quando as plantas atingiram o pré
florescimento, as mesmas foram submetidas ao estresse hidrico e pulverizadas com as
biomoléculas. O estresse foi mantido durante 15 dias e neste periodo foram feitas trés
avaliacdes, no inicio do estresse, no final e apds a reidratacdo das plantas. Foram avaliados as
trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila e o teor de pigmentos cloroplastidicos. Os
resultados mostram que a utilizagdo dos derivados de quitosana N-succinoilico (derivado
SUC) e N, O-dicarboximetilico (derivado MCA) afetou os mecanismos envolvidos na
fotossintese, como o movimento estomatico, eficiéncia do uso da agua e processos do
fotossistema Il (PSII). A fluorescéncia da clorofila a indicou que o complexo-antena foi
danificado pela condicéo de déficit hidrico, havendo uma diminuigéo do fluxo de energia na
cadeia transportadora de elétrons e na fase fotoquimica da fotossintese, porém a pulverizagéo
de quitosana com a adicdo de grupos, potencializou as atividades como indutoras de
tolerancia ao estresse hidrico da mesma, por estarem mais biodisponiveis as plantas. O
estresse hidrico diminui o teor dos pigmentos, todavia tanto a aplicacdo de quitosana quanto
dos derivados aumentaram estes teores. Conclui-se que o0s derivados de quitosana
melhoraram os parametros relacionados as trocas gasosas e com as clorofilas em hibrido de
milho sensivel a seca induzindo a tolerancia a este estresse.

Palavras-chave: Estresse hidrico, Zea mays L., fotossintese.



ABSTRACT

Stress due to low water availability is one of the main problems faced by agriculture, and the
ability of plants to withstand such stress is of paramount importance for food security and the
development of agribusiness, especially in large crops such as maize. The growth and yield of
this crop are highly affected in regions with limited water, because maize has a high
sensitivity to this stress. In view of the above, it is extremely important to identify and
characterize technologies that seek drought tolerance. Chitosan is a low-cost, renewable,
biodegradable, biocompatible, non-toxic product whose properties have been exploited in
industrial and technological applications. Research into new applications and employment has
increased exponentially in a number of areas, including agriculture, the food industry,
cosmetics and the pharmaceutical industry. Recent studies have indicated that the biopolymer
has the potential to be developed as an antiperspirant in agricultural stress situations, inducing
drought tolerance through increased water use efficiency. The objective of this work was to
analyze the ecophysiological behavior of corn plants under water stress after spraying with
chitosan and its derivatives (N-succinoyl and N, O-dicarboxymethyl); establishing a
relationship between the structure and antiperspirant activity of the compounds under study
and understanding their mechanisms of action, in order to contribute to studies of tolerance to
drought in maize. The experiment was carried out under greenhouse conditions and to verify
the effects of chitosan and its derivatives, BRS1030 hybrid corn was used. When the plants
reached pre-flowering, they were submitted to water stress and sprayed with the
biomolecules. The stress was maintained during 15 days and during this period three
evaluations were made, at the beginning of the stress, at the end and after the rehydration of
the plants. Gaseous exchanges, chlorophyll fluorescence and chloroplastidic pigment content
were evaluated. The results show that the use of N-succinoyl chitosan (SUC derivative) and
N, O-dicarboxymethyl derivatives of chitosan (MCA derivative) affected the mechanisms
involved in photosynthesis, such as stomatal movement, water use efficiency and
photosystem 1l processes PSII). Chlorophyll a fluorescence indicated that the antenna
complex was damaged by the water deficit condition, there was a decrease in the energy flux
in the electron transport chain and in the photochemical phase of the photosynthesis, but the
chitosan spraying with the addition of groups potentiated the activities as inductors of
tolerance to the water stress of the same, because the plants are more bioavailable. Water
stress decreases the pigment content, however, both the application of chitosan and the
derivatives increased these levels. It is concluded that the chitosan derivatives improved the
parameters related to the gas exchange and with chlorophylls in hybrids of corn susceptible to
drought inducing the tolerance to this stress.

Key words: Water stress, Zea mays L., photosynthesis
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas estdo entre as principais preocupagdes para todas as
comunidades em todo o mundo e vem a frente dos problemas cientificos. Os sistemas
agricolas e alimentares representam o0s setores mais vulneraveis a variabilidade
climatica. Sem davidas, a producdo agricola esta sendo afetada pelas mudangas climaticas e a
seguranca alimentar de uma nagéo depende de como o rendimento das culturas respondem &
essas mudancas.

A baixa disponibilidade hidrica ou déficit hidrico é o principal estresse abidtico,
responsavel por reduzir a produtividade de biomassa em todo o mundo (TURNER; RAO,
2013). Quando a perda de agua por transpiracdo excede a taxa de absor¢do da mesma, temos
caracterizado um déficit hidrico (KRAMER, 1996). Por mais variados que sejam, todos 0s
mecanismos vitais tendem sempre a regular o seu ambiente interno de forma a manter uma
condicdo estavel mediante a maltiplos ajustes de equilibrio dindmico. A essa estabilidade da-
se 0 nome de homeostase. Qualquer desvio nas condicdes Gtimas para a vida, provocando
mudancas e repostas dos organismos e interferindo em sua homeostase, é uma situacdo de
estresse. Esse estresse pode causar alteracbes morfofisioldgicas no vegetal, reduzir a
acumulacéo de carbono, a expansdo de tecidos e 0 nimero de células, resultando em queda de
produtividade das plantas, que muitas vezes podem ser irreversiveis dependendo da
intensidade, da durac&o, do estadio fenol4gico e do material genético da cultura.

Apesar de todos o0s avangos tecnoldgicos utilizados (sementes, fertilizantes,
herbicidas, irrigacdo, inseticidas, etc.), a cultura do milho é frequentemente afetada por
adversidades e destas a que causa maior impacto neste importante produto do agronegécio é a
seca. O déficit de 4gua é uma questdo critica que limita o crescimento do milho por ter
impacto nos processos anatémicos, morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos.

A quitosana € um composto natural que tem sido usado como produtos
quimicos de sementes, folhas e frutas na producédo de vegetais. Plantas tratadas com quitosana
podem ser menos propensas ao estresse provocado por condi¢des desfavoraveis, como a seca,
a salinidade, a baixa ou alta temperatura (LIZARRAGA-PAULI et al., 2011; JABEEN;
AHMAD, 2013; PONGPRAYOON et al., 2013). A quitosana estimula 0s processos vitais
das plantas em todos os niveis de organizagéo biolégica.

Durante a Gltima década, esse polimero vem sendo relatado como indutor e regulador

de crescimento, desenvolvimento e producdo de plantas de diversas culturas (CABRERA et


https://pt.wikipedia.org/wiki/Equil%C3%ADbrio_din%C3%A2mico
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al., 2013). Os oligossacarideos de quitosana podem ativar a imunidade inata da planta
estimulando a producdo de H>0 no arroz (LIN et al., 2005; LI et al., 2009), induzindo
resposta de defesa por NO no tabaco (ZHAO et al., 2007; ZHANG et al., 2011), promovendo
o desenvolvimento e a resisténcia a seca do café (NGUYEN et al., 2011), impactando o acido
jasmonico-etileno em oleaginosas (YIN et al., 2013), desencadeando a expressdo de genes
relacionados a defesa (CHEN et al., 2009), causando mudancgas na fosforilagdo de proteinas
(FENG et al., 2006), ativando proteinas quinases (YIN et al., 2010a), e possuindo ainda
atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos (RAAFAT et al., 2008). Além dos efeitos
benéficos em plantas, a quitosana conta ainda com vérias vantagens entre os biopolimeros,
devido as excelentes propriedades fisicas como alta solubilidade em &gua acidificada, ndo
toxicidade, biocompatibilidade.

Ainda existem poucas pesquisas sobre 0 uso desse biopolimero no estimulo de
respostas fisiologicas para tolerancia ao estresse hidrico. Resultados das Gltimas décadas tém
indicado que a quitosana possui potencial para ser desenvolvida como um antitranspirante em
situagOes agricolas de estresse, induzindo a tolerdncia a falta de &gua via aumento da
eficiéncia do uso da agua (EUA, menor perda de agua por carbono fixado) e/ou maior defesa
contra as espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) (ZENG; LUO, 2012;
PONGPRAYOON et al., 2013; SHARP, 2013).

Frente ao exposto, o objetivo desse trabalho foi a utilizagdo de quitosana e seus
derivados na indugdo de tolerncia ao déficit hidrico em milho, e a caracterizagdo

ecofisioldgica e prospecgdo desses biopolimeros.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Déficit hidrico e suas implicagfes na produgéo de milho

Em resultado das mudangas climéticas, as secas tornam-se mais severas, prolongadas e
frequentes (WOSSEN et al., 2017). Os custos econdmicos podem ser enormes, pois a falta de
agua tem o potencial de causar uma grave crise alimentar, fome e desnutri¢do, bem como a
longo prazo, intensificar a pobreza devido a limitada capacidade de adaptagdo dos pequenos
proprietarios (COLLIER et al., 2008; BRYAN et al., 2013).

As plantas experimentam a desidratacdo em condi¢fes ambientais adversas, porém a
maior responsavel por desencadear mudangas nos fendmenos moleculares, bioquimicos e
fisioldgicos, afetando assim o crescimento e o desenvolvimento delas é justamente a seca

(FAROOQ et al., 2010). O déficit hidrico causa uma supressdo acentuada na eficiéncia


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301479717306497#bib6
http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b23
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fotossintética, principalmente devido ao fechamento dos estdmatos, o que limita a difusdo
CORNIC, 2002; DEMIREVSKA et al., 2010; RAPACZ et al., 2010). Provoca também
distarbios nas fungBes da agua na planta que regulam diferentes sistemas metabdlicos e de
defesa para sua sobrevivéncia (DEMIREVSKA et al., 2010).

O funcionamento completo de uma planta pode ser dividido em trés amplos processos
fisioldgicos: (1) acesso ao CO: (condutancia estomatica e mesofilica), (2) maquinaria da
fotossintese, por exemplo, o fotossistema Il e o ciclo de Calvin, e (3) fornecimento de &gua
(funcéo dos xilemas) (GLEASON et al., 2017).

O déficit hidrico promove inicialmente o fechamento estomatico por periodos
prolongados. Com o fechamento dos estdmatos ocorre a diminui¢do da concentracdo interna
de CO,, comprometendo a atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco), refletindo em menor fotossintese. Com o passar do tempo e aumento da
intensidade do estresse, ha a formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) em funcéo da
diminuigdo do potencial redox do aparato fotoquimico. As EROs agem no fotossistema 1l
(PSII), oxidando proteinas e impossibilitando a oxidacdo da molécula de &gua,
comprometendo o fluxo de elétrons na cadeia transportadora, a sintese de ATP e a
regeneragdo da Rubisco, levando a uma limitagdo bioquimica da fotossintese (SOUZA et al,
2013).

Praticamente, toda matéria organica acumulada numa planta durante seu crescimento
tem origem no processo fotossintético de fixacdo de carbono atmosférico, o que representa ao
redor de 95% de toda sua fitomassa seca. Assim, qualquer fator ambiental que afetar a
fotossintese afetard o crescimento e o acimulo de fitomassa (SYVERTSEN; LLOYD, 1994).

O milho (Zea mays L.) é uma cultura extremamente importante, cultivada no mundo
todo. Sua producdo global aumentou enormemente ao longo das Ultimas décadas, e agora é a
cultura de cereais mais amplamente produzida, com uma produgcdo mundial de
aproximadamente 1006,18 milhdes de toneladas (FAO-AMIS, 2016).

O déficit hidrico compromete a producdo da cultura do milho em diferentes
proporgdes, dependendo principalmente da intensidade e do estadio de desenvolvimento em
que se encontram as plantas. A restricdo hidrica na germinacéo reduz a producdo pela
diminuigdo do nimero de plantas por area. Durante os estadios v4 e v5 (diferenciacéo floral),
a reducdo se da principalmente em vista da diminuicéo da &rea foliar fotossinteticamente ativa
das plantas, podendo ocorrer perdas na ordem de 20 a 30% (MAGALHAES; DURAES,
2008).


http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b43
http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b43
http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b21
http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b21
http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b57
http://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/j.1439-037X.2010.00463.x/full#b21
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No entanto, o periodo de maior exigéncia de agua pelo milho consiste no periodo de
duas semanas antes e duas semanas depois do florescimento, momento este em que o nimero
de gréos das espigas ¢ fixado. Além disso, neste periodo a ocorréncia de estresse hidrico pode
reduzir a transferéncia de fotoassimilados para os 6rgdos reprodutivos das plantas,
provocando uma desordem no tempo de emissdo entre a parte masculina e feminina,
resultando em grdos com menor massa e espigas vazias (EDMEADES et al., 2000).

O estresse da falta de agua tem sido uma das principais restri¢des para a producédo de
milho. Em 2016, chuvas abaixo da normalidade provocaram perdas de lavouras e derrubaram
o rendimento médio do milho 22 safra (IBGE, 2017). O aumento da magnitude, duragdo e
frequéncia das secas tem reduzido profundamente agua disponivel no solo para a absorcéo das
plantas (RURINDA et al., 2015). A producdo de milho estd ameacada por esse fendmeno
(ZALUD et al., 2017). Portanto, neste cenario, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas
para melhorar o desempenho do milho em condi¢fes de seca (CAMPOS et al., 2004),

objetivando manter rendimentos elevados utilizando menos &gua na irrigagao.

2.2 Bioestimulantes

As pesquisas em matéria de sistemas agricolas tém sido orientadas ha anos para
aumentar o rendimento, ndo levando em consideracdo a qualidade do produto e o uso racional
de recursos. Em contrapartida, a atencéo agora esta voltada principalmente na qualidade do
produto e na sustentabilidade dos sistemas de cultivo. Os fertilizantes podem ter impactos
negativos sobre o meio ambiente, como o nitrato por exemplo, que pode contaminar a agua,
aumentar as emissdes de gases de efeito estufa e acumular nas plantas, causando impactos na
salde humana (MATTNER et al.,, 2013; CAVAIUOLO; FERRANTE, 2014). Portanto,
métodos alternativos para estimular o crescimento inicial de vegetais sdo muito interessantes.

Especialistas em horticultura cunharam a palavra biostimulante com o objetivo de
descrever substancias que promovem o crescimento das plantas sem serem nutrientes,
condicionantes de solo ou pesticidas (JARDIN, 2015). Segundo Zhang e Schmidt (1997), o
diferencial entre bioestimulantes e nutrientes, é a quantidade utilizada. Bioestimulantes sao
materiais que em pequenas quantidades promovem o crescimento das plantas, j& os nutrientes
também promovem o crescimento das plantas, todavia séo aplicadas em quantidades maiores.

Apesar do reconhecimento das vantagens e pesquisas acerca dos bioestimulantes, ndo
existe uma definicdo legal ou regulamentar em nenhuma parte do mundo. No entanto,

algumas grandes categorias de bioestimulantes sdo amplamente reconhecidas por cientistas e
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partes interessadas (CALVO et al., 2014; DU JARDIN, 2012; HALPERN et al., 2015),
abrangendo substancias e microorganismos. As principais classes desses compostos sdo:
acidos humicos e fulvicos, hidrolisados de proteinas e outros compostos contendo N, extratos
de algas marinhas e botanicos, quitosana e outros biopolimeros, compostos inorganicos e
fungos e bactérias benéficas.

Os bioestimulantes vem ganhando o interesse na agricultura sustentavel porque sua
aplicacéo ativa varios processos fisioldgicos que aumentam a eficiéncia do uso de nutrientes,
estimulando o desenvolvimento da planta e permitindo a reducéo do consumo de fertilizantes
(KUNICKI et al., 2010). Muitos bioestimulantes também sdo capazes de amenizar estresses

bidticos e abidticos, melhorando a qualidade e o rendimento das culturas (Z1OSI et al., 2013).

2.3 Quitina, quitosana e seus derivados

A quitina compartilha vérias semelhancas bioquimicas com a celulose encontrada nas
paredes celulares da planta. Em comum com a celulose, é um polissacérido polimérico linear,
de cadeia longa, carregado de forma neutra. Além disso, como a celulose, a quitina é usada
para construir barreiras mecanicas e fisicas que proporcionam estabilidade estrutural. No
entanto, ao contréario da celulose, a quitina possui uma rigidez inata.

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, atrds apenas da
celulose. A quitina e a celulose possuem semelhanca funcional, apresentando baixa
solubilidade e baixa reatividade quimica, e semelhanca estrutural, porém a quitina apresenta
no carbono de posi¢do dois uma substitui¢do da hidroxila por uma acetoamino (Fig. 1A e B).
A quitina é um polissacarideo formado por unidades N-acetil-2-deoxi-D-glicopiranose que
sdo interligadas por ligagdes glicosidicas f (1 — 4) que arranjam-se em alfa hélice
estabilizadas por pontes de hidrogénio intramoleculares (SINGLA, 2001).

A quitina é um p6 amarelado de estrutura cristalina ou amorfa, altamente hidrofébica,
insolGvel em agua, em alguns acidos e bases diluidas e em varios solventes organicos. Ela é
soltvel em hexafluorisopropanol, hexafluoracetona, cloroalcoois adicionados a solucgfes
aquosas de &cidos minerais e dimetilacetamida contendo 5% de cloridrato de litio (KURITA,
1998). A estrutura da quitina pode ser modificada removendo-se 0s grupos acetil, por uma
reagdo quimica em solugdo alcalina concentrada e elevada temperatura. Quando a
desacetilacdo da quitina é superior a 60-65%, 0 co-polimero resultante é a quitosana
(AZEVEDO et al., 2007; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006; SHI et al., 2006). Dessa
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forma a quitosana é um heteropolissacarideo derivado do processo de desacetilagdo quimica
da quitina (AZEVEDO et al., 2007; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitosana é produzida a partir de quitina, principalmente de conchas de caranguejo,
cascas de camardo e, em alguns casos, de fungos filamentosos, através de um processo
heterogéneo de desacetilacio (KUMARESAPILLAI et al., 2011; NWE et al., 2011; MUNOZ
et al., 2015), onde a quitina s6lida é embebida em 40-50% (p/v) NaOH. Enquanto a quitina é
insolGvel na maioria dos solventes, a quitosana pode ser prontamente solubilizada em acidos
orgénicos fracos, tais como 4&cido acético ou é&cido latico (PICHYANGKURA;
CHADCHAWAN, 2015).

A

n

Figura 1. Semelhangas entre as estruturas de celulose (A), quitina (B) e quitosana (C).

A natureza heterogénea do processo de produgdo torna a quitosana também
heterogénea. As quitosanas derivadas de materiais ou preparacBes similares, podem ser
bastante diferentes em termos de massa molecular, dispersividade de massa molecular e
desacetilacdo. As diferengas nesses parametros podem afetar muito as propriedades fisicas e
as funcdes bioldgicas da quitosana, como a solubilidade e a capacidade de estimular plantas.
Portanto, esses parametros devem ser bem caracterizados antes da sua aplicacdo. As
diferengas no material de partida podem ser reduzidas ou eliminadas pelo pré-tratamento de
NaOH para modular a desacetilacdo, e hidrolise quimica ou enzimatica para modular o

tamanho e a polidispersidade. Métodos de modificacdo para esses parametros foram bem
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documentados em outro lugar (JUNG; PARQUE, 2014; KUBOTA et al., 2000;
THADATHIL; VELAPPAN, 2014).

A quitosana é um polimero mais versatil em comparagdo a quitina, apresentando 3
grupos reativos (susceptiveis a substituicdes), a hidroxila primaria no carbono 6, a hidroxila
secundaria no carbono 3 e 0 grupo amino no carbono 2 (Figura 1C). Cada um desses grupos
quimicos pode ser objeto de modificagbes quimicas (semissinteses) que podem alterar as
propriedades fisicas, mecanicas e bioldgicas. Vale ressaltar, que o grupo amino é geralmente
mais escolhido por ser mais reativo que as hidroxilas. (JAYAKUMAR et al., 2008;
BADAWY; RABEA, 2011).

De acordo com Gerasimenko et al. (2004), a atividade biolégica da quitosana depende
do seu peso molecular, grau de desacetilagdo, modificacdo quimica, grau de substituicdo, pH,
comprimento e posi¢do de substituicdo nas unidades de glucosamina, e é claro, o organismo
alvo. As principais reagdes observadas em trabalhos de modificagdo quimica com quitosana
sdo fosforilagdo, alquilagdo, acetilagdo, sulfatacdo, carboxilagdo, glicosilagdo, dentre outras
(MOURYA; NAZMA; INAMDAR, 2008; JAYAKUMAR et al., 2008). A maioria dos
trabalhos envolvendo derivatizagdo da quitosana sdo voltados para a atividade bioldgica com
aplicacdo médica e com aplicacdo na agricultura para combate de pragas e doencas
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009; RAMIREZ et al., 2010).

A presenca dos grupos aminos nas posi¢des C-2 da quitosana, (DUTTA; DUTTA;
TRIPATHI, 2004) (Figura 1C), permite que o polimero tenha propriedades quimicas como
poliamina cationica linear, alta carga de densidade pH<6, formacdo de géis com polianions,
viscosidade caracteristica, grupos amino reativos, grupos hidroxilo reativos disponiveis e
propriedade quelante. Algumas das propriedades biolégicas da quitosana sdo: a
biocompatibilidade, biodegradabilidade e nédo toxicidade. Dentre as propriedades fisicas, a
quitosana apresenta permeabilidade, razdo de intumescimento em membranas, propriedades
térmicas, estabilidade a solventes, propriedades mecéanicas e porosidade. (SENCADAS et al.,
2012; DASH et al., 2011).

A sintese dos derivados de quitosana por meio da insercdo de grupos funcionais a
cadeia polimérica confere a este polimero diferentes propriedades permitindo sua utilizagao
em areas médicas, biotecnoldgicas e agricolas (XU et al. 2010; SAHARAN, 2016). Contudo
na agricultura sdo poucos os trabalhos baseados em derivados de quitosana. Estes derivados
sdo moléculas que podem potencializar a atividade j& que a propria quitosana possui fungdes

importantes na tolerancia ao estresse (MARTINS et al. 2016).
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Com relagdo a agricultura, a aplicacdo de quitosana foi estudada em muitas espécies de
plantas, incluindo cereais, ornamentais, frutiferas e plantas medicinais. Essa biomolécula
promove varias respostas nas plantas dependendo da sua estrutura e concentragdo
(KANANONT et al., 2010; LIMPANAVECH et al., 2008), espécies de plantas (OHTA et al.,
2004) e seu estagio de desenvolvimento (PORNPIENPAKDEE et al., 2010).

2.4 Aplicagdo da quitosana na agricultura

As aplicagBes da quitosana na agricultura, foram desenvolvidas ao longo dos anos,
com foco na protegdo das plantas contra patoégenos flingicos, porém, com pesquisas recentes
enfatizando suas propriedades na tolerancia aos estresses abidticos (seca, salinidade, estresse a
frio) e caracteristicas de qualidade relacionadas aos metabolismos primarios e secundarios,
seu uso vem expandindo. Hoje os beneficios da quitosana na agricultura podem ser
amplamente divididos em quatro areas principais: 1. “Anticorpos” diretos contra pragas e
patégenos das culturas; 2. Condicionamento de microrganismos benéficos, tanto na defesa
quanto no crescimento das plantas; 3. Estimulag8o das respostas de defesa das plantas contra
0 estresse bidtico; 4. Regulagdo do crescimento da planta, desenvolvimento, nutricdo e
tolerancia ao estresse abiotico (RUSSELL, 2013).

Como um dos biopolimeros naturais mais abundantes, e devido a sua natureza
policiclica Unica, a quitosana tem uma ampla gama de campos de aplicagdo, tais como no
controle de microorganismos na agricultura (COTA-ARRIOLA et al., 2012), na purificagdo
de &guas residuais, na formacéao de coacervagdo para aprisionamento celular, no revestimento
de sementes para melhorar seu rendimento e como bioestimulante de plantas
(PICHYANGKURA; CHADCHAWAN, 2015). De acordo com Katiyar et al. (2014), a
quitosana e seus oligossacarideos sdo moléculas que podem ser aplicadas em culturas com o
objetivo de reduzir ou substituir bactericidas quimicos caros e prejudiciais para 0 meio
ambiente. Quando ocorre o reconhecimento do patégeno pela planta, aumenta a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula vegetal como o ion superéxido (02) e
per6xido de hidrogénio (H202) (SHARMA et al., 2012). Esta indugéo na formagdo das EROs
também ocorre quando as plantas reconhecem os compostos e liciadores como a quitosana
(LEI et al., 2011).

Entre as varias bioatividades da quitosana, o alivio do estresse contra diversos
estresses hidticos como o ataque de pragas, fungos e bactérias, e abiéticos como a

contaminacdo por metais pesados e a seca, tem recebido atencdo consideravel nos Gltimos
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anos por causa dos bons resultados da sua aplicagdo e sua biodegradabilidade. Em estudos
sobre os efeitos da aplicagdo de quitosana em plantas de jaborandi (Piper mollicomum)
atacadas por patogenos, Dousseau et al. (2016), obtiveram maior resposta na producdo de
enzimas antioxidantes dessas plantas, sob o efeito da aplicagdo de quitosana, compondo
assim, um eliciador que estimula os mecanismos de defesa dessas plantas.

De acordo com lIriti et al. (2009) a aplicagdo de quitosana nas folhas de feijao diminui
a transpiragdo foliar em vinte e quatro horas pelo fechamento dos estdmatos devido ao
aumento de 4cido abscisico (ABA) e além disso uma fina camada do biopolimero é formada
nas folhas favorecendo a diminuicdo da perda de agua. Como consequéncia do fechamento
estomatico estimulado pela quitosana, ocorre também uma diminuicdo da fotossintese pela
restricdo da entrada e difusdo de gas carb6nico na folha (POSPISILOVA, 2003). Contudo, em
outros estudos concentragdes de quitosana acima de 50 ppm levaram a um aumento no teor de
clorofila e da fotossintese em folhas em feijdo Mungo (MONDAL et al., 2013).

A quitosana foi Gtil para melhorar a germinagéo das sementes, o crescimento das mudas
e a resisténcia ao estresse a seca de mudas de trigo (ZENG; LUO, 2012). Os efeitos
fisioldgicos da quitosana e seus oligdmeros em plantas sdo resultados da capacidade deste
composto para se ligar a uma ampla gama de componentes celulares, incluindo DNA,
membrana plasmatica e componentes da parede celular, mas também para se ligar em
receptores especificos envolvidos na ativacdo de genes de defesa, de maneira semelhante aos
proprios ativadores da defesa da planta (EL HADRAMI et al., 2010; HADWIGER, 2013;
KATIYAR et al., 2015; YIN et al., 2010).

Pesquisas recentes buscam explicar a atuacdo da quitosana a nivel celular,
especialmente relacionada a transdugdo de sinal. A quitosana demostrou afetar a
permeabilidade das membranas celulares de soja (G. max (L.) Merr.) e feijoeiro (P. vulgaris
L.) em suspensdo (YOUNG et al., 1982). Em estudo onde foram incubadas folhas de videira
pulverizadas com quitosana, observou-se a inducdo da atividade da lipoxigenase (LOX)
(TROTEL-AZIZ et al., 2006), levando, por sua vez, a peroxidacdo lipidica, que pode
desempenhar papel na via de defesa octadecandide, que conduz ao sistema de resisténcia (HU
etal., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815301850#bib0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423815301850#bib0140

19

3 JUSTIFICATIVA

Nos dltimos anos 0 mundo vem passando por diversas mudancas ambientais tais como
altas temperaturas e secas prolongadas. Essas mudangas afetam significativamente a
agricultura pela sua dependéncia das condi¢cbes ambientais, especialmente as climaticas. A
baixa disponibilidade de agua as plantas é o fator que mais influéncia na producédo e
rendimento de grdos de diversas culturas, por ocasionar perturbagbes fisioldgicas e
morfolégicas que prejudicam o desenvolvimento das plantas, reduzindo o acumulo de
biomassa e a velocidade de crescimento.

O milho, uma das gramineas de maior importancia econdmica na agricultura em fungéo
do seu potencial produtivo e valor nutricional, é cultivado em paises de clima tropical,
subtropical e de clima temperado. O estresse hidrico é a maior fonte de instabilidade do
rendimento de grdos de milho. No Brasil, as estimativas de perdas na produgéo, causadas pelo
déficit hidrico, estdo entre 14% e 28% do total produzido (COELHO, 2013).

O melhoramento genético € a forma comumente empregada na superagdo das
limitagGes climaticas. Porém existe o desafio de fazer com que as tecnologias genéticas sejam
manejadas corretamente, para que elas alcancem o resultado desejado e se mantenham pelo
maior periodo possivel. Ainda hé entraves na produgdo e na disponibilidade de gendtipos de
milho, devido, sobretudo, as incertezas climéticas da época de plantio, as quais constituem um
dos problemas a serem superados.

Sendo a utilizagdo da quitosana, comprovadamente benéfica na superacdo do déficit
hidrico, bem como a optimizacédo das suas propriedades por modificacdo quimica, obtendo-se
derivados prontamente biodisponiveis, justifica-se a aplicagdo das mesmas e a avaliagdo de

seus efeitos sobre a cultura do milho.

4 OBJETIVOS

Analisar o comportamento ecofisiologico de plantas de milho sob déficit hidrico apds
a pulverizagdo com Quitosana e seus derivados (N-succinoilico e N, O-dicarboximetilico);
estabelecendo uma relac@o entre a estrutura e a atividade antitranspirante dos compostos em
estudo e entendendo seus mecanismos de acgdo, de forma a contribuir com estudos de

tolerancia a seca em milho.
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Resumo

A quitosana induz a tolerancia de plantas a varios estresses abi6ticos, incluindo a seca. No entanto, seu
uso pode ser limitado devido a sua constituicdo quimica e sua baixa solubilidade em agua. Assim
modificagbes quimicas foram propostas neste trabalho com o objetivo de aumentar a
hidrossolubilidade da quitosana e, como consequéncia, potencializar os seus efeitos biol6gicos em
plantas de milho. No presente estudo, o experimento foi conduzido em casa de vegetacdo para
verificar os efeitos da pulverizacdo foliar de dois derivados de quitosana na superagdo de estresse
hidrico em milho sensivel a seca (hibrido BRS 1030). Os derivados mais a quitosana pura foram
aplicados nas plantas sob estresse no pré-florescimento e-durante 15 dias de estresse hidrico, com
analises no inicio, final do estresse e também na reidratacdo, feram-sendo avaliados as trocas gasosas,
a fluorescéncia da clorofila e o teor de pigmentos cloroplastidicos. Os resultados desse trabalho
mostraram que a utilizacdo dos dois derivados modulou os parametros da fotossintese, afetando os
mecanismos envolvidos na mesma, como a atividade estomatica, eficiéncia do uso da agua e
atividades do fotossistema Il (PSII). A fluorescéncia da clorofila a indicou que o complexo-antena foi

danificado pela condicéo de déficit hidrico, havendo uma diminui¢do do fluxo de energia na cadeia
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transportadora de elétrons e na fase fotoquimica da fotossintese. Entretanto, a pulverizacdo de
solugdes de quitosana quimicamente modificada como derivados N-succinoilico (derivado SUC) e
N,O-dicarboximetilico, potencializou as atividades como indutoras de tolerancia ao estresse hidrico da

mesma, por estarem mais biodisponiveis as plantas. (Este texto em vermelho me parece inapropriado

para 0 resumo, deve estar no corpo da discussdo.) O estresse hidrico diminuiu o teor dos pigmentos,

porém tanto a aplicacdo de quitosana quanto dos derivados aumentaram estes teores. Concluiu-se que
os derivados de quitosana melhoraram os parametros fotossintéticos em-hibride-de no milho sensivel a
seca induzindo a tolerancia a este estresse e isso pode estar relacionado a maior hidrossolubilidade dos

mesmos o que afeta diretamente a sua biodisponibilidade ra-para a planta.

Palavras-chave: estresse hidrico, Zea mays L., trocas gasosas, teor de clorofila, quenching.

Introducio

Um dos maiores desafios enfrentados hoje no mundo em relagao a seguranca alimentar refere-se a
pressdo sobre os recursos naturais, principalmente a disponibilidade de 4gua. A agua desempenha
varias funcdes dentro das plantas, incluindo atuar como transportadora de solutos e nutrientes, como
suporte estrutural por meio da presséo de turgor e como reagente na fotossintese. Sua auséncia tem um
impacto direto na producéo da planta, principalmente pelos desarranjos provocados na maior parte dos
componentes fotossintéticos, incluindo o transporte de elétrons nos tilacoides e a fixacdo do CO; pela
diminuicédo da funcionalidade estomatica e/ou pela inibicdo das enzimas do ciclo de Calvin (Anjum et
al. 2011, Souza et al. 2013). Portanto, a habilidade das plantas para resistir a tal estresse é de suma
importancia para o desenvolvimento do agronegdcio de qualquer pais, principalmente em grandes
culturas como o milho.

A agricultura irrigada tem uma contribui¢do importante para produgdo agricola, produzindo
cerca de 40% dos alimentos e commodities agricolas em 17% das terras cultivadas. A irrigagdo usa
mais de 70% da agua retirada dos rios. Um aumento no uso de irrigacdo para satisfazer as
necessidades alimentares nos proximos anos serd, no entanto, inviavel em razdo da diminui¢do dos
recursos hidricos e crescente competigdo por agua limpa. A dependéncia sobre a agua torna-se uma
restricdo critica sobre os progressos e ameaga diminuir o desenvolvimento, colocando em risco o
abastecimento de alimentos e agravando a pobreza rural (FAO 2002). Estratégias de mitigagdo dos
prejuizos advindos da falta de 4gua vém sendo adotadas, visando o estudo e desenvolvimento de
genoétipos tolerantes (melhoramento genético) e de produtos conhecidos como bioestimulantes que
aplicados nas plantas induzem a tolerancia ao déficit hidrico (Souza et al. 2013, Calvo et al., 2014,
Patrick 2015, Martins et al. 2018).

Neste contexto, a quitosana que é formada por unidades de N-acetilglicosamina e glicosamina,

vem trazendo varios beneficios para a agricultura devido as suas propriedades biolégicas, alta
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biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade, fonte renovavel; e elevada abundéancia-
(Badawy e Rabea 2011). A quitosana é o principal derivado da quitina e é obtida por desacetilacdo
parcial (acima de 50%) ou total da mesma. A quitosana possui 3 grupos reativos (susceptiveis a
substituicOes), que sdo a hidroxila primaria no carbono 6, a hidroxila secundaria no carbono 3 e o
grupo amino no carbono 2. Cada um desses grupos quimicos pode ser objeto de modificacdes
quimicas (semissinteses) que podem alterar as propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas. Vale
ressaltar, que o grupo amino é geralmente mais escolhido por ser mais reativo que as hidroxilas e por
estar em grande quantidade na quitosana que contém alto grau de desacetilacdo (menor quantidade de
grupo acetila ligado ao grupo amina) (Jayakumar et al. 2008, Badawy e Rabea, 2011).

A quitosana pode levarae-auvmento-aumentar de-0 crescimento e desenvolvimento das plantas
sob condi¢Oes normais e de estresse hidrico alterando positivamente vérias caracteristicas. A aplicacéo
do biopolimero-teveu_resultou num aumento na altura de plantas, nimero de ramificacbes da parte
aérea, numero de folhas, area foliar, atributos de biomassa e rendimento de grédos em diversas espécies
de plantas como milho (Guan et al. 2009, Lizarraga-Paulin et al. 2011, Mondal et al. 2013, Martins et
al. 2018), feijao (Ibrahim e Ramadan 2015), soja (Lee et al. 2005), trigo (Wang et al. 2015), arroz
(Oryza sativa L.) (Boonlertnirun et al. 2006, Pongprayoon et al. 2013, Chamnanmanoontham et al.
2015), milheto (Sharathchandra et al. 2004), café (Dzung et al. 2011) dentre outras. Ainda existem
poucas pesquisas sobre o uso desses biopolimeros no estimulo de respostas fisioldgicas para tolerancia
ao estresse hidrico. Resultados das ultimas décadas tém indicado que a quitosana possui potencial para
ser desenvolvida como um antitranspirante em situagdes agricolas de estresse, induzindo a tolerancia a
falta de agua via aumento da eficiéncia do uso da agua (EUA, menor perda de agua por carbono
fixado) e/ou maior defesa contra as espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) (lriti et al. 2009,
Zeng e Luo 2012, Pongprayoon et al. 2013, Sharp 2013).

A maioria dos trabalhos envolvendo derivatizacéo da quitosana séo voltados para a atividade
bioldgica com aplicacdo médica e com aplicagdo na agricultura para combate de pragas e doencgas
(Laranjeira e Favere 2009, Ramirez et al. 2010) sendo pouco explorado a capacidade de induzir
tolerancia ao estresse hidrico. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi sintetizar dois derivados
de quitosana e caracterizar seus efeitos na fotossintese e fluorescéncia da clorofila em um hibrido de
milho sensivel a seca.

A racionalidade envolvida na proposta dos derivados é que a adi¢do dos grupos N-succinoilico
(derivado SUC) e N,O-dicarboximetilico (derivado MCA) a estrutura da quitosana poderiam aumentar
sua solubilidade em éagua e entdo, em funcéo de maior biodisponibilidade na planta, aumentar suas
atividades como indutoras de tolerancia ao estresse hidrico.
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Material e métodos

Sintese dos derivados N-succinoilico (SUC) e de quitosana e N, O-dicarboximetilico (MCA) de
quitosana

A quitosana utilizada para obtencdo dos derivados possui uma porcentagem de desacetilagéo
(DDA%) de 63,5% (Martins et al., 2018). A estrutura dos derivados e da quitosana podem ser
evidenciados na Figura 1. Ambos os derivados sintetizados possuem cadeias com grupos acido
carboxilico, as quais foram inseridas na quitosana de partida via seus grupos amina (derivado SUC) ou
amina+hidroxila (derivado MCA).

Para a semissintese do derivado N-succinoilico (SUC) (Fang Li e Ding 2013), a quitosana
(Galena Quimica e Farmacéutica Ltda) (1 g) foi dissolvida, sob agitagdo magnética e temperatura
ambiente, em 100 mL de solugdo aquosa de acido acético glacial a 1% (v/v). Na sequéncia, foi
adicionada, gota a gota e ainda sob agitagéo, uma solucéao de anidrido succinico (1,8 g) em acetona (20
mL). A mistura formada foi submetida a irradiacéo ultrassonica de 40-50 Hz em banho a 50°C por 60
min. Entdo, a solucéo resultante foi resfriada até a temperatura ambiente, foi adicionado alcool etilico
hidratado (100 mL) e a mistura transferida para freezer onde permaneceu por 24 horas. Apés este
periodo, adicionou-se solugdo aquosa de hidréxido de sédio a 1 mol.L ™ até que o pH da mistura
atingisse 10. Em seguida, adicionou-se acetona até que ocorresse a precipitagdo do produto como uma
massa caseosa e eshranquicada. A mistura foi novamente acondicionada em freezer pelo prazo de 48
horas. Ap6s este tempo, o produto foi separado por filtragdo a pressdo reduzida, utilizando-se alcool
etilico (cerca de 1000 mL) para lavagem do solido retido, que foi revolvido com bastdo de vidro
durante todo este processo de limpeza. O produto final foi obtido na forma de um sélido amorfo,
grosseiro e branco-amarelado ap6s secagem em dessecador sob véacuo e protegido da luz. Utilizando-
se 0 mesmo procedimento, quantidades adicionais do produto foram obtidas.

Para a semissintese do derivado N, O-carboximetilico (MCA) (Liu et al. 2000) a quitosana
(59) foi adicionada a alcool isopropilico (60 mL) sob agitagdo magnética a temperatura ambiente.
Adicionou-se entdo solugdo aquosa (12 mL) de hidréxido de sédio a 10 mol.L™?, dividida em cinco
porgdes, durante um periodo de 25 minutos. Agitou-se a mistura magneticamente por 30 minutos a
temperatura ambiente. Na sequéncia, adicionou-se acido monocloroacético (30 g) dividido em cinco
porgBes ao longo de cinco minutos. Aqueceu-se a mistura formada a 70 °C com agitagdo magnética
por 3 horas. Entdo, resfriou-se a mistura reagente e o produto sélido obtido foi separado por filtracéo a
vacuo e lavado com metanol absoluto (100 mL). Secou-se o produto em estufa rapidamente a uma
temperatura de 60°C o que resultou em um sélido amarelo. Quantidades adicionais do produto foram
obtidas utilizando-se 0 mesmo procedimento.
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Condicdes locais e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo localizada na Embrapa Milho e Sorgo, na
cidade de Sete Lagoas - MG (latitude 19° 28 S, longitude 44°15°08” W ¢ 732 m de altitude). As
médias de temperaturas registradas durante o periodo de avaliacdo foram méaxima de 36,3 °C e minima
de 17,6 °C. A umidade relativa do ar oscilou entre 72 % a 30 %. Utilizaram-se duas plantas por vaso
de 20 litros, preenchidos previamente com solo do tipo Latossolo Vermelho Distréfico Tipico. A
adubacdo foi feita de acordo com a recomendagdo da andlise quimica do solo, aplicando-se no
momento do plantio 10g de 08-28-16 a cada 20Kg de solo. A cobertura foi realizada aplicando-se 6g
de sulfato de aménio por vaso aos 30 e 60 dias ap6s o plantio. As plantas foram irrigadas regularmente
mantendo uma 6tima umidade do solo até a imposicdo do estresse. Todos os tratamentos
fitossanitarios necessarios a cultura foram realizados. O material vegetal utilizado foi o hibrido BRS
1030 oriundo do Programa de Melhoramento da Embrapa e-caracterizado como sensivel a seca (Souza
et al., 2013a; Souza et al., 2014). Foram plantadas trés sementes por vaso, e apds a germinagao, foi
realizado o desbaste, deixando assim duas plantas por vaso.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), compreendendo
6-5 condicdes (Controle Irrigado, Controle Estressado, Estressado com Quitosana, Estressado com

SUC e Estressado com MCA) e 6 repeti¢des, totalizando 36 vasos.

Imposicéo do estresse e aplicagdo de quitosana e derivados

O teor de agua no solo foi monitorado diariamente nos periodos da manha e da tarde (9 e 15
horas), com o auxilio de um sensor de Umida de watermark (tensidbmetro) modelo 200SS — 5
(IRROMETER, Califérnia — USA), instalado no centro dos vasos de cada repeti¢do, na profundidade
de 20 cm. Estes sensores detectam a tensdo de agua no solo com base na resisténcia elétrica e foram
acoplados a medidores digitais (Watermark meter) da mesma empresa. Os valores variam de 0 kPa
(totalmente Umido) a -200 kPa (totalmente seco). A reposicao hidrica foi realizada com base nas
leituras obtidas com o sensor e a 4gua foi reposta até a capacidade de campo (CC) durante o periodo
que antecedeu a imposicdo dos tratamentos. Esses calculos foram realizados com o auxilio de uma
planilha eletrdnica, feita em funcdo da curva de retengéo de agua do solo.

Quando as plantas atingiram o estadio de pré-florescimento, os tratamentos foram impostos. O
tratamento irrigado consistiu na irrigagdo diéria até o solo alcancar umidade proxima a capacidade de
campo (tensdo da agua no solo de aproximadamente -18 kPa), enquanto que para os tratamentos réde
irrigades estressados, a irrigagao foi realizada aplicando-se 50 % da agua total disponivel, ou seja, até
a tensdo da agua no solo atingir -138 kPa, cujo valor corresponde ao solo especificado.

Quando as plantas atingiram o estresse hidrico planejado (tensdo da &gua no solo -138 kPa),

ocorreu a pulverizacdo da quitosana e eem-dos derivados de quitosana (SUC, MCA) na concentracdo
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de 0,5 mg.planta?, através de um pulverizador costal pressurizado a CO, (2,15 kg f cm?) equipado

com bico tipo XR — Teejet 110.02 VS, aplicando o equivalente a 120 L ha* de calda—evazio-de120
L-ha*calda. O estresse hidrico foi mantido por 15 dias. As Anélises foram realizadas 24 h ap6s a

pulverizacdo (1DAA), no final do periodo de estresse hidrico (15 dias de estresse, 15DAA), e 24 h
ap6s o reestabelecimento hidrico (reidratacdo), no qual o solo voltou a receber irrigacdo até atingir
valores de potencial proximos aos da capacidade de campo. Durante esse periodo foram analisadas as
seguintes varidveis: trocas gasosas foliares, fluorescéncia da clorofila e teor de clorofila a, b e
carotenoides.

Medidas de trocas gasosas

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 e 12h em uma folha totalmente expandida (folha da espiga). As variaveis
avaliadas foram taxa fotossintética (P,), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), concentracdo
intercelular de CO; (C;), eficiéncia do uso da agua (WUE), relacéo carbono interno/carbono externo
(Ci/Ca) e eficiéncia da carboxilagdo (CE). As medidas foram feitas em uma érea foliar de 6 cm?, com
fluxo de CO, controlado utilizando cilindros (Licor) de 12 gramas numa concentracdo de 380
umol.mol*. A densidade de fluxo de fétons (PPFD) foi de 1500 umol m2.s com fonte de luz LED
azul-vermelho (6400-02B LED) e temperatura foliar fei-controlada (30 °C).

Medidas de fluorescéncia da clorofila

Na medicdo dos parametros da fluorescéncia da clorofila a, foi utilizado um fluorébmetro
modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Ap6s uma adaptagdo de 30 minutos no
escuro, foi medida a fluorescéncia minima (Fo) com uma luz suficientemente baixa evitando reagdes
fotoquimicas e a fluorescéncia méaxima (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
(PSII) foi estimada pela razdo Fv/Fm. Em seguida as folhas foram iluminadas com luz actinica com
intensidade de 1500 umol de fétons m2s. Entdo a fluorescéncia constante (Fs) foi obtida e em
seguida outro pulso de luz saturante foi aplicado por 1 s para obtencdo da fluorescéncia maxima
emitida pelas folhas (Fm’). A luz actinica foi removida e as folhas foram irradiadas com luz vermelho-
distante, para obten¢éo de Fo adaptado a luz (Fo”). O quenching fotoquimico foi calculado como gP =
(Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), e o quenching ndo fotoquimico foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’.
Outros parametros também foram feitos-avaliados como: taxa de transporte de elétrons (ETR) =
[(Fm’-Fs/Fm’) x PPFD x 0,5 x 0,84; produgdo quantica fotoquimica efetiva adaptada a luz (YII) =
Fm’-Fs/Fm> = AF/Fm’, rendimento quantico de dissipacdo regulada de energia ndo fotoquimica do
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FSII, YNPQ = Fs/Fm’-Fs/Fm, rendimento quéntico de dissipacdo ndo-regulada de energia ndo
fotoquimica do FSII, YNO = Fs/Fm (van Kooten e Snel 1990; Genty et al., 1996).

Clorofila a, b e carotenoides

A extracdo das clorofilas e carotenoides foi realizada a partir de 100 mg de tecido foliar
macerado em gral e pistilo na presenca 3,0 mL_de acetona 80 % (Arnon 1949) durante 5 minutos
seguido de filtracdo, procedimento este repetido trés vezes com o residuo que permaneceu no papel de
filtro. O filtrado foi misturado e centrifugado a 3500 rpm por 20 min. O volume final ajustado em 10
mL com &gua destilada. Durante o procedimento os tubos foram protegidos da luz com papel
aluminio. As leituras, realizadas em 470 (A470), 647 (A647) e 663 (A663) nm, e as concentragdes de
clorofila a, b e carotenoides totais calculados pelas seguintes equagdes:

Clorofila a (ug/mL): 12,25 A663 - 2,79 A647
Clorofila b (ug/mL): 21,50 A647 - 5,10 A663

Carotendides (ug/mL): (1000 A470 — 1,82 [Cl a] — 85,02 [CI b])/198.

Andlise dos dados

Foram calculadas as médias e o + erro padrdo (SE) para cada pardmetro. Para andlise
estatistica dos resultados foi realizada uma comparacéo entre os tratamentos em cada dia apds a
aplicacdo (1LDAA = um dia ap6s a aplicacdo, 15 DAA — 15 dias ap6s a aplicagdo e rehydration) e foi
utilizada a analise de variancia (ANAVA) e o teste de comparagdo de médias Scott Knott, a 0,05 % de
significancia (P < 0.05), no programa Sisvar versdo 4.3 (Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Brasil).

Resultados

Andlise de trocas gasosas

A andlise de varidncia para os parametros de trocas gasosas: taxa fotossintética (Pn),
condutancia estomatica (gs), transpiragéo (E), concentragdo intercelular de CO- (Ci), eficiéncia do uso
da agua (WUE), eficiéncia da carboxilagdo (CE), foi significativa (P<0.05) para todos os tratamentos.
No primeiro dia de estresse (LDAA) observou-se que os tratamentos que receberam a quitosana e 0s
derivados apresentaram um decréscimo da taxa fotossintética (Pn) (Fig. 2A). Contudo aos 15 dias de
estresse (15DAA) a aplicagdo de MCA-feveu resultou a numa maior taxa fotossintética em relacéo ao
tratamento que ndo recebeu as moléculas (Controle estressado - SC) e que recebeu a quitosana
(SC+CH) {Fig—2A)-e o derivado SUC (SC+SUC) (Fig. 2A). Na reidratagdo a taxa fotossintética dos
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tratamentos com quitosana e derivados retomaram a valores semelhantes ao controle (Controle
irrigado - 1C), exceto no tratamento controle estressado (SC).

No primeiro dia de estresse (LDAA), os tratamentos com aplicacdo da quitosana e MCA
promoveram uma diminuicdo na condutancia estomatica (gs) em relagdo ao tratamento controle
estressado (SC). Os derivados SUC e MCA se destacaram no final do periodo de estresse (15DAA),
obtendo maiores médias de gs. Na reidratacéo, esses tratamentos apresentaram menor condutancia em
relacéo aos controles (IC e SC) (Fig. 2B). Os dados de transpiracéo (E) no 1DAA seguiram 0 mesmo
comportamento da gs com menores médias para os tratamentos com aplicagdo das moléculas, exceto
SUC (Fig. 2C). Aos 15DAA a transpiracao do tratamento MCA permaneceu igual aos tratamentos
controle irrigado e estressado. Foi observado menor transpiracéo nos tratamentos com aplicacéo de
quitosana e derivados ap6s a reidratacéo das plantas (Fig. 2C).

As plantas de milho tratadas com quitosana, SUC obtiveram maior Ci, no primeiro dia de
estresse (LDAA) e no décimo quinto (15DAA). J4 o derivado MCA apresentou Ci semelhantes aos
controles ao final do periodo de estresse (15DAA). Na fase de reidratacdo das plantas, todos os

tratamentos com adicdo das moléculas foram estatisticamente iguais-semelhantes entre si e inferiores

aos controles, irrigado e néo irrigado (Fig. 2D).

Com relagdo a eficiéncia do uso da agua (WUE), no primeiro dia de estresse (LDAA), os
tratamentos com as moléculas apresentaram menores médias quando comprados aos controles irrigado
(IC) e estressado (SC) (Fig. 2E). Mas com o passar dos dias de estresse (L5DAA), a maior WUE foi
encontrada nos tratamentos SUC e MCA. E-ralNa reidratagdo, o derivado MCA promoveu maior
eficiéncia no uso da agua (Fig. 2E).

No primeiro dia ap6s a aplicacdo (1DAA), as plantas que receberam o tratamento com
quitosana e seus derivados, tiveram menor eficiéncia da carboxilagdo (Pn/Ci), em relagdo aos
controles (IC e SC). Ao final do periodo de estresse hidrico, o hibrido BRS 1030 apresentou maior
Pn/Ci em plantas pulverizadas com quitosana e SC+MCA e apds o reestabelecimento hidrico, plantas
tratadas com quitosana, SUC e MCA, foram estatisticamente superiores gue-as aos demais tratamentos

para a variavel em estudo (Fig. 2F).

Florescéncia da Clorofila “a”

Durante o primeiro dia de avaliacdo (1DAA), plantas tratadas com MCA, foram superiores
gue-aos demais tratamentos para a variavel producédo quéntica fotoquimica efetiva adaptada a luz (Y1)
(P<0.05) (Fig. 3A)_Nao estou vendo diferencas na Fig???. Aos 15 dias de estresse hidrico (15DAA)

foi observado a mesma resposta com maior Y1l para as moléculas SUC e MCA. Os resultados da taxa

de transporte de elétrons (ETR) seguiram as mesmas tendéncias encontradas para o rendimento
quéntico efetivo do FSII (YII) sendo que os tratamentos SC+SUC e SC+MCA apresentaram maior
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ETR e semelhante ao controle irrigado (IC) durante todo periodo de estresse e reidratacdo (Fig. 3B).

Mesmo comentario da Figura 3A

No primeiro dia ap6s a aplicagdo (LDAA), os tratamentos controle irrigado (IC) e o derivado
SUC apresentaram maior Quenching fotoquimico (gP). Aos 15 dias de estresse hidrico (15DAA) e na
reidratacdo ndo houve diferenca entre os tratamentos. (Fig. 3C).

Com relagdo ao quenching ndo fotoquimico (NPQ) foi possivel observar que no primeiro dia
ap6s a aplicagdo de quitosana e seus derivados (1IDAA), ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (Fig. 3D). Ja ao final do periodo de estresse (L5DAA) apenas a aplicagdo de MCA induziu
uma diminuicdo do NPQ, porém na reidratacdo este derivado apresentou maior quenching ndo
fotoquimico. (Fig. 3D).

Houve apenas uma reducdo no rendimento quéantico de dissipagéo regulada de energia ndo
fotoquimica do FSII (YNPQ) com o tratamento estresse hidrico (SC) no 1DAA, mas as aplicacdes ndo
modificaram este pardmetro aos 15DAA e na reidratacéo (Fig. 4A). Entretanto a aplicagdo de SUC e
MCA diminuiram o rendimento quantico de dissipacdo nao-regulada de energia ndo fotoquimica do
FSII (YNO) no inicio do estresse (LDAA) (Fig. 4B). No processo de reidratagdo o derivado MCA
ainda diminuiu o YNO.

A utilizagdo de SUC e MCA foi responsavel por menor fluorescéncia inicial (Fo) em 15DAA

e na reidratagdo (Fig. 4C); Refira-se a figura, SUC nao!

No primeiro dia de estresse e aos 15 dias (IDAA e 15DAA) ndo houve diferencas entre os

tratamentos para a maxima eficiéncia do fotossistema (PSII) (Fv/Fm) (Fig. 4D). Néo creio, refira-se a
figura 4D.

Analise dos teores de clorofila

Nas analises de teores de clorofilas notou-se que em todos os pigmentos (exceto clorofila
B) a aplicacdo de quitosana seguida dos derivados apresentaram maiores médias quando comparadas
ao controle ndo irrigado (SC) (Tab. 1).

Discussdo

Uma das primeiras respostas que ocorrem sob exposi¢do a seca é o fechamento estomatico
seguido da diminuicéo da taxa fotossintética (Pn) (Souza et al. 2013). Assim sendo, plantas de milho
submetidas a déficit hidrico, e que foram tratadas com os derivados de quitosana, passaram por
fechamento estomético no inicio do estresse, 0 que acarretou em diminui¢do da condutancia
estomatica (g),—ra transpiracdo (E), e por consequéncia na taxa fotossintética (Pn). As pesquisas
apontam a quitosana como antitranspirante nas primeiras horas do estresse atuando no fechamento

estomatico (Pospisilova 2003, Iriti et al. 2009). E-esOs tratamentos em que aplicou-se os derivados e a
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quitosana aumentaram essa resposta no inicio do estresse hidrico. Esse aumento pode ser importante
para a adaptacdo das plantas de milho no inicio do estresse ja4 que constitui um mecanismo de
toleréncia a seca (Yao et al. 2013). Essa diminui¢do da condutincia e transpiracdo pela quitosana é
induzida por mensageiros quimicos (H-02) que ativam a producéo de ABA e limitam as trocas gasosas
(Lee et al. 1999, Iriti et al. 2009, Khokon et al. 2010, Pongprayoon et al. 2013). Assim o derivado
MCA parece estar induzindo mais que a propria quitosana, a produgdo de ABA e de outros
mensageiros nas primeiras 24 h. Mais interessante ainda é a atuagdo dos dois derivados
(principalmente 0 MCA) ap6s os 15 dias de estresse (L5DAA) que aumentaram significativamente as
trocas gasosas (Pn, gs, E) quando comparado com a quitosana e o controle estressado (SC). Um
aumento da fotossintese e da condutancia estomatica também foi verificado na aplicagdo de quitosana
em soja e milho por Khan, Prithiviraj e Smith (2002). Variabilidade genética para a tolerancia a seca
foi encontrada em cultivares de milho que apresentaram maior fotossintese (Pn) e condutancia
estomética (gs) frente ao estresse hidrico prolongado (Carvalho et al. 2011, Souza et al. 2013).

Essa indugdo da tolerancia no milho pelo aumento significativo da fotossintese (trocas gasosas
e reacOes fotoquimicas) pelos derivados de quitosana podem ter acontecido devido a atuacdo dessas
moléculas em processos err-a nivel fisioldgico e molecular das folhas, como aumento dos mecanismos
de defesa contra as espécies reativas de oxigénio (EROS) (Sharp 2013, Katiyar et al. 2015) ou pela
atuacdo em genes do nlcleo e cloroplasto envolvendo o processo fotossintético
(Chamnanmanoontham et al. 2015). Varios trabalhos evidenciam que doses de quitosana pulverizadas
nas folhas levam-a-uma_resultam em menor peroxidagao lipidica (estabilidade nas membranas) e uma
maior atividade enzimética antioxidante, maior teor de compostos ndo enzimaticos antioxidantes
(&cido ascorbico, compostos fendlicos e outros) sob condigdo de seca (Choudhary et al. 2017,
Pirbalouti et al. 2017, Povero et al. 2011, Mondal et al. 2012, Karimi et al. 2012, Yang et al. 2009).
Em Dendrobium sp a quitosana teve sua maior acéo nos cloroplastos (Limpanavech et al. 2008) e a
quitosana aplicada em arroz aumentou positivamente a expressdo de proteinas localizadas em sua
maioria no cloroplasto indicando que o alvo principal de agdo da quitosana é esta organela
(Chamnanmanoontham et al. 2015).

Neste trabalho os derivados e também a quitosana elevaram a concentragéo intercelular de
CO; (Ci) no inicio do estresse. Esses resultados também foram encontrados por Iriti e colaboradores
(2009) trabalhando com aplicagdo de quitosana em feijdo no inicio do estresse. Estes dados
corroboram com menor eficiéncia de carboxilagdo (Pn/Ci) também encontrado em nosso trabalho no
inicio do estresse. Isso indica que pode estar ocorrendo alguma limitagdo ndo estomatica envolvendo
as enzimas carboxilativas da fotossintese do milho (Perdomo et al. 2017). Souza e colaboradores
(2013) trabalhando com o mesmo hibrido de milho (BRS1030) também ebserveu-observaram uma
limitacdo nao estomatica nessas plantas sob seca, contudo essa limitagdo ndo estomatica foi diminuida

com o tratamento MCA ao longo do estresse em nosso trabalho.
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Fato interessante de destacar é que os derivados SUC e MCA potencializaram
significativamente a eficiéncia do uso da agua (WUE) ao longo do estresse, mostrando que estes
derivados induzem uma maior economia de &gua por carbono fixado. Este pardmetro € um grande
indicador de tolerancia ao estresse hidrico em plantas do tipo C4 como o milho (Araus et al. 2010;
Lopes et al. 2011, Souza et al. 2013b, Hasan et al. 2017). Em plantas de feijéo a quitosana com 85%
de desacetilagdo ndo aumentou WUE (Iriti et al. 2009). O derivado MCA pulverizado neste trabalho
ainda resultou em maior WUE na reidratac&o fato ainda ndo evidenciado em trabalhos com aplicacdo
foliar de quitosana.

Esta caracteristica do milho BRS1030 de ser sensivel a seca, do-hibride-de-mitho-BRS1030
pode ser observada neste trabalho também pelos valores encontrados nos parametros de fluorescéncia
da clorofila. O hibrido sob seca apresentou menores valores para Yll, gP, ETR no tratamento
estressado (SC) corroborando com outros trabalhos com genétipos sensiveis (Souza et al., 2013b;
SAGLAM et al., 2014). AHMAD et al. (2017), Zou et al. (2015) e Zhang et al. (2016) sugeriram em
seus trabalhos com Mentha piperita L. e trigo que oligdbmeros de quitosana podem ter um papel como
elicitores na eficiéncia do uso da Luz devido as modificagcdes positivas dessas moléculas na
fluorescéncia da clorofila.

Em milho, gendtipos tolerantes tendem a ter maior producdo quéntica fotoquimica efetiva
adaptada a luz (Y1) (Ding et al. 2005; O’Neill et al. 2006; Souza et al., 2013b) e os derivados de
quitosana proporcionaram maiores valores para esse parametro induzindo certa tolerancia ao hibride
de-milho BRS1030. A falta de &gua nas plantas de milho (tratamento controle estressado) leveu—a
resultou em uma diminui¢do na “abertura” dos centros de reagdo do fotossistema II medido pelo
quenching fotoquimico (gP). Genétipos sensiveis a seca tendem a ter uma menor manutengdo do
status hidrico (Efeoglu et al. 2009, Carvalho et al. 2011, Souza et al. 2013b) ocasionando em-menores
valores de gP, mas o uso de quitosana e seus derivados reverteu esses valores.

Nos tratamentos SUC e MCA, o aumento da fotossintese (Pn) corroborou com o aumento de
Y1l e ETR confirmando o alvo de agdo dessas moléculas na capacidade fotossintética pelo aumento do
rendimento do transporte de elétrons no PSII.

O NPQ esta envolvido na dissipacdo do excesso de energia e na regulagao do centro de reagdo
do fotossistema Il (PSII) e em milho, este pode ser um importante pardmetro para indicar mecanismos
fotoprotetores (Yan et al. 2017). Os dados de NPQ neste trabalho ndo mostraram diferencas
corroborando com o resultado encontrado por Iriti et al. (2009), contudo a divisdo dos quenchings ndo
fotoquimicos (YNPQ e YNO) deixam mais claro o papel dos derivados de quitosana no processo de
particdo da energia luminosa absorvida pelo aparato fotossintético. Os derivados SUC e MCA
fevaminduzem, no inicio do estresse, a diminuigdo de YNO, manutencdo de YNPQ e aumento YII
indicando que o excesso de energia de excitacdo é dissipado com seguranca ao nivel da antena e que
os fluxos de energia fotossintética estdo bem regulados nesses tratamentos e sem resultar em um

fotodano devido, por exemplo, as EROs.
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Quando ndo ha estresse, sob condicBes fotossintéticas normais, a luz absorvida é usada
primeiramente para a fotossintese, enquanto que apenas uma pequena por¢do é transformada em
aquecimento ou fluorescéncia da clorofila (Rinderle e Linchitenthaler, 1988). Incrementos no nivel
minimo de fluorescéncia (Fo) estariam relacionados a efeitos negativos na fotossintese, pois levam a
reducdo da transferéncia de energia de excitagdo, do complexo antena do FSII para os centros de
reagdo. E-a-Aaplicacdo de MCA principalmente ndo levou a este incremento. Peltier e Cournac (2002)
relacionaram a Fo com o estado redox da quinona (QA), primeiro aceptor do FSII.

Os valores de Méxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm), indicam que n&o houve danos no
aparato fotossintético das plantas, uma vez que segundo Kalaji e colaboradores (2008), para ser
considerado danos ao maquinario fotossintético, os valores de Fv/Fm, devem ser inferiores gue-a 0,70.

O decréscimo do teor de clorofila em milho sob seca é bem evidenciado. SAGLAM et al
(2014) e Ghahfarokhi et al. (2015) observaram em experimento de estresse hidrico um decréscimo dos
pigmentos cloroplastideos em cultivar de milho sensivel e um aumento em gendtipos tolerantes. Em
estudos com a aplicacédo de quitosana e oligdmero de quitosana nas folhas de plantas café, Dzung et al.
(2011), concluiram que a aplicagdo desses polimeros aumentou o teor de clorofila a, b e carotenoide
nas folhas. Em nosso trabalho a aplicagdo de quitosana (principalmente) e dos derivados aumentaram
0 teor de todos os pigmentos. De acordo com Farouk e Amany (2012) quitosana deve aumentar 0s
niveis enddégenos de citocininas que estimulam a sintese de clorofila.

O derivado MCA, mas também o SUC, em menor intensidade, melhoraram as caracteristicas
fisiolégicas e aliviaram os efeitos do estresse hidrico nas plantas de milho sensivel-a-seea-quando
comparados com a quitosana pura. Quando a quitosana € aplicada nas folhas e chega a parede celular,
enzimas como quitinases sdo produzidas e este biopolimero é reduzido a oligossacarideos
(Quitooligossacarideos) que sdo importantes sinalizadores para as células vegetais (Hadwiger 2015,
Malerba e Cerana, 2016). Estes oligossacarideos chegam no nicleo e no cloroplastideo e atuam em
reagGes em cascata induzindo burst oxidativo, mudanga de influxos de Ca*?, produgéo de horménios e
fitoalexinas e modificando a cromatina e expressédo de proteinas (Zeng et al. 2010, Zhang et al. 2011,
Hadwiger 2013, Pichyangkura e Chadchawan 2015, Chamnanmanoontham et al. 2015, Hadwiger
2015). Um possivel motivo dessa resposta dos derivados é que os oligossacarideos oriundos da
clivagem por quitinases no derivado MCA e SUC contendo grupos N-succinoilico e N,O-
dicarboximetilico respectivamente parecem ser mais ativos em potencializar respostas fotossintéticas
no milho sensivel do que os oligossacarideos originados apenas da quitosana, por serem mais soltveis
no meio fisioldgico. Isso melhoria sua biodisponibilidade, levando as alteragdes celulares citadas
anteriormente. A quitosana, por conter mais de 50% de seus grupos NH. (do carbono 2) desacetilados,
apresenta alta solubilidade quando em solugéo aquosa acida, mas ndo em &gua pura. Tanto o derivado
SUC quanto o MCA s@o muito mais hidrossol(veis que a quitosana, pois contém grupos acidos
carboxilicos que facilitam o processo de solvatagdo em &gua. Ainda, é importante citar que quando no

meio fisiol6gico, estes grupos podem colaborar ainda mais no processo de solubilizagdo do composto
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pois poderdo estar ionizados na formas de carboxilato, o que intensifica a solubilizagdo em meios
aquosos (Campana Filho 2000).

Conclusao [ Formatado: Portugués (Brasil)

Os resultados desse trabalho mostraram que a utilizacdo dos derivados de quitosana é positiva
para parametros da fotossintese e fluorescéncia, afetando os mecanismos envolvidos nas mesmas,
como a atividade estomatica, eficiéncia do uso da agua e atividade do fotossistema Il (PSII). Assim
comoe-hipetetizade—aA pulverizacdo de quitosana com a adicdo de grupos N-succinoilico (derivado
SUC) e N, O-dicarboximetilico (derivado MCA), potencializou as atividades como indutoras de
tolerancia ao estresse hidrico. da-mesma-
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Fig 1. Estrutura quimica da quitosana (1), do derivado N-succinoilico (2) e do derivado N,
O-dicarboximetilico (3).
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Fig 2. Parametros de trocas gasosas durante a imposicdo do estresse e recuperacdo hidrica no hibrido de milho BRS 1030
com a aplicacdo de quitosana e seus derivados. (A) Taxa fotossintética (Pn), (B) Condutancia estomatica (gs), (C)
Transpiracéo (E) e (D) Concentragdo intercelular de CO2 (Ci). Médias seguidas pela mesma letra entre os tratamentos em
cada dia apds a aplicacdo (1DAA; 15DAA; Rehydration) ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade (P<0.05). Controle irrigado (Irrigated control - IC), Controle estressado (Stressed Control - SC), Quitosana
(Stressed Control + Chitosan — SC+CH), N-succinoilico (Stressed Control + SUC — SC+SUC), N-dicarboximetilico (Stressed
Control + MCA — SC+MCA). Barras correspondem ao + erro padréo (SE) (n = 6).
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Fig 3. Parametros de fluorescéncia da clorofila durante a imposicéo do estresse e recuperacdo hidrica em hibrido de milho
sensivel a seca BRS 1030, com a aplicacdo de quitosana e seus derivados. (A) Rendimiento quantico fotoquimico do PSII
(Y1), (B) Taxa de transporte de elétrons (ETR), (C) Quenching fotoquimico (qP), (D) Quenching ndo fotoquimico (NPQ).
Médias seguidas pela mesma letra entre os tratamentos em cada dia ap6s a aplicagdo (1DAA; 15DAA; Rehydration) ndo
diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Controle irrigado (lrrigated control - IC), Controle
estressado (Stressed Control - SC), Quitosana (Stressed Control + Chitosan — SC+CH), (Stressed Control + SUC —
SC+SUC), N-dicarboximetilico (Stressed Control + MCA — SC+MCA). Barras correspondem ao * erro padréo (SE) (n = 6).
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Fig 4. Parametros de fluorescéncia da clorofila durante a imposigéo do estresse e recuperagéo hidrica em hibrido de milho
sensivel a seca BRS 1030, com a aplicacdo de quitosana e seus derivados. (A) Rendimento quantico de dissipagdo de
fluorescéncia ndo fotoquimica induzida pela luz — YNPQ, (B) Rendimento quantico de dissipagéo de calor ndo regulada e
emissao de fluorescéncia - YNO, (C) Fluorescéncia inicial - Fo, (D) Méaxima eficiéncia quantica do PSII — Fv/Fm. Médias
seguidas pela mesma letra entre os tratamentos em cada dia ap6s a aplicagdo (LDAA; 15DAA; Rehydration) ndo diferem
entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Controle irrigado (Irrigated control - IC), Controle
estressado (Stressed Control - SC), Quitosana (Stressed Control + Chitosan — SC+CH), N-succinoilico (Stressed Control +
SUC - SC+SUC), N-dicarboximetilico (Stressed Control + MCA — SC+MCA). Barras correspondem ao * erro padréo (SE)
(n=6).
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Tabela 1. Teores de clorofila a (CHL A) e b (CHL B); clorofila a+b (CHL A+CHL B) e
xantofilas + carotenoides (XANT + CARO), apés 15 dias de estresse hidrico em hibrido de milho
BRS1030, pulverizados ou ndo com quitosana e seus derivados (SUC e MCA).

TREATMENT CHLA CHLB CHLA+CHLB XANT + CARO
IC 0.5066B 0.1100D 0.6533B 10.2266C
SC 0.2500D 0.2300A 0.4400D 7.4566D
SC+CHI 0.6066A 0.2000B 0.8233A 19.6566A
SC+SUC 0.4133C 0.1466C 0.5500C 12.3800B
SC+MCA 0.3900C 0.1733C 0.5800C 11.3666C

* Médias seguidas por mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade
(P<0.05). Controle irrigado (Irrigated control - IC), Controle estressado (Stressed Control - SC), Quitosana
(Chitosan - CHI), Controle estressado + N-succinoilico (Stressed Control + SUC - SC+SUC), Controle
estressado + N-dicarboximetilico (SC+MCA).



