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RESUMO

A adubacao fosfatada nos solos brasileiros apresenta baixa eficiéncia devido a
presenga de sesquidoxidos de Fe e Al que fixam até 80% do P aplicado no solo,
indisponibilizando-o para as plantas. Neste sentido, a aplicacdo foliar de P pode ser
vantajosa, tendo em vista o fornecimento direcionado aos 6rgdos de maior consumo e em
estagios fenologicos estratégicos de maior absorcao. Portanto, objetivou-se com este estudo,
avaliar a influéncia das épocas de aplicagdo de fosforo via foliar sobre o metabolismo
fotossintético, antioxidante e a produtividade de milho safrinha. O experimento foi
conduzido no municipio de Santa Cruz do Rio Pardo — SP. Os tratamentos foram constituidos
pela aplicacao de MAP em diferentes estagios: Controle (sem aplicacdo); Vi, Ve, Vs, Ri1 e
TA (Vs4+ VetVgtR1). Foram avaliados o status nutricional das plantas de milho,
concentragdo de pigmentos fotossintéticos (Clorofilas a e b e carotendides), parametros de
trocas gasosas, atividade da enzima Rubisco, concentragdo de carboidratos, concentracao de
peroxido de hidrogénio (H20O2), Malondialdeido (MDA), superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase e teor de prolina. Também foram avaliados os
componentes de producdo e produtividade de graos. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e em seguida ao teste LSD (p<0,05). Os pigmentos fotossintéticos, os
parametros de trocas gasosas, a atividade da Rubisco, teor de agucares redutores e atividade
antioxidante foram melhorados com as aplicagdes de MAP em estdgios mais tardios, e,
principalmente sob o tratamento TA, culminando em maior produtividade de graos. Conclui-
se que a aplicacdo foliar de MAP foi eficiente em melhorar o metabolismo do carbono e o
metabolismo antioxidante de plantas de milho, levando a incrementos na produtividade de

graos.

Palavras chave: adubacio foliar, nutricdo mineral, épocas de aplicacdo, adubacao fosfatada,

milho (Zea Mays L.)



ABSTRACT

Phosphate fertilization in Brazilian soils has low efficiency due to the presence of Fe
and Al sesquioxides that fix up to 80% of the P applied in the soil, making it unavailable for
the plants. In this sense, the foliar application of P can be advantageous in view of the supply
directed to the organs of greater consumption and in strategic phenological stages of greater
absorption. Therefore, the objective of this study was to evaluate the influence of the times
of application of phosphorus via foliar on photosynthetic and antioxidant metabolism and
productivity of off-season corn. The experiment was conducted in the municipality of Santa
Cruz do Rio Pardo - SP. The treatments consisted of the application of P in different stages:
Control (no application); V4, Vs, Vs, Ri and TA (V4+Vet+Vs+R1). The nutritional status of
corn plants, concentration of photosynthetic pigments (Chlorophylls a, b and carotenoids),
gas exchange parameters, Rubisco enzyme activity, carbohydrate concentration,
concentration of hydrogen peroxide (H20;), Malondialdehyde (MDA), superoxide
dismutase were evaluated. (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase and proline content.
The components of production and grain yield were also evaluated. Data were submitted to
analysis of variance and then to the LSD test (p<0.05). The results showed that
photosynthetic pigments, gas exchange parameters, Rubisco activity, reducing sugars and
antioxidant activity were improved with P applications at later stages, and especially under
the TA treatment, culminating in higher productivity. of grain. It was concluded that foliar
application of P was efficient in improving carbon metabolism and antioxidant metabolism

of maize plants, leading to increases in grain yield.

Keywords: foliar fertilization, mineral nutrition, application times, phosphate fertilization,

Maize (Zea Mays L.)



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais importantes em muitos paises, devido
ao seu alto valor nutritivo e seu papel como matéria-prima para diversos produtos industriais,
podendo ser usado em industria de racdes, alimentos e producdo de etanol (RATHNA
PRIYA; MANICKAVASAGAN, 2021). Com o aumento da demanda global, e pelo seu alto
valor comercial, novas tecnologias tém surgido visando aumentar o rendimento deste cereal.
Dentre as tecnologias emergentes, os fertilizantes especiais para aplicagdes foliares tém
ganhado destaque devido aos seus importantes resultados na melhoria do metabolismo
fotossintético e antiestresse das plantas cultivadas (RODRIGUES et al., 2021a)

Um dos elementos mais importantes para o pleno funcionamento energético e
fisiologico das plantas ¢ o fosforo (P) (HALSTED; LYNCH, 1996), o qual a utiliza¢ao de
estratégias alternativas de suplementacao do P ndo tem sido dada a devida aten¢dao. O P ¢
um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, com papel fundamental nos
processos fotossintéticos, fungdes metabdlicas celulares, metabolismo energético, sintese e
composi¢do de acidos nucleicos (MARDAMOOTOO; DU PREEZ; BARNARD, 2021;
TAIZ et al., 2017), transferéncia de energia e translocacao de nutrientes dentro da planta
(MARSCHNER, 2011).

De modo geral, solos tropicais e subtropicais apresentam baixo teor de P disponivel
(BIELESKI, 1973), tornando-se muitas vezes um dos nutrientes que mais limitam a
producdo das culturas em todo o mundo (SOLTANGHEISI et al., 2019). Com o intuito de
sanar as necessidades das plantas e fornecer quantidades necessarias para o seu
desenvolvimento normal, quantidades relativamente altas de fertilizantes fosfatados
minerais sdo adicionados nos sistemas de cultivo (WITHERS et al., 2018). No entanto,
devido a alta reatividade deste elemento, e também pela mineralogia dos solos, a retencao
de P nos constituintes dos solos ¢ favorecida (SYERS; JOHNSTON; CURTIN, 2008). Com
a formacao de compostos pouco soluveis, a eficiéncia da fertilizagdo torna-se muito baixa
(BARBER, 1995). Dessa forma, ¢ importante buscar alternativas que visam aumentar o
aproveitamento do P pelas plantas, uma vez que este nutriente € finito e insubstituivel, € o
manejo adequado de fertilizantes fosfatados se torna indispensavel.

Baseado nestas premissas, a aplicagdo foliar de P pode ser uma ferramenta viavel de
suplementar este nutriente para as plantas, aumentando a eficiéncia de seu uso (EDDY

2000). Estas aplicagdes podem melhorar o aproveitamento de P pelas plantas, além de
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reduzir perdas por meio do escoamento superficial causado pelas chuvas, que ¢ responsavel
pela eutrofizacdo de muitos corregos e rios, utilizando-o de forma sustentavel (SHARPLEY
et al.,, 1994). A adubacdo foliar estimulante ndo visa substituir 100% o fornecimento de
nutrientes via solo, mas sim, servir como estimulo para o metabolismo foliar das plantas
devido ao fornecimento do P diretamente no centro das reagdes fotossintéticas (folha). O
conceito de adubagdo foliar estimulante ja foi elencado na literatura (PRIMAVESI, 1978),
indicando a possibilidade de seu uso quando ndo ha limitagdo nutricional via solo
(ROSOLEM, 2002). Neste caso, este tipo de aplicagcdo foliar pode aumentar ainda mais a
produtividade das culturas. No entanto, o manejo da planta, e fatores ambientais podem
influenciar a eficiéncia da aplicagdo foliar de P, assim como o estidgio de desenvolvimento
da cultura (GIRMA et al., 2007). Desta forma, adequar o fornecimento do P foliar para a
producao de milho e determinar o momento ideal de aplicagao, ¢ imprescindivel para que se

obtenha sucesso em sua utilizagao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econdomica da cultura do Milho

O milho (Zea mays L.), juntamente com o trigo e o arroz constituem os principais
cereais basicos consumidos no mundo. Desde a colonizacao das américas pela Europa, o
milho foi rapidamente disseminado pelo mundo, e hoje, se tornou o principal cereal basico
global, com uma produgdo anual superior a 1 bilhdo de toneladas (GARCIA-LARA;
SERNA-SALDIVAR, 2019). O milho desempenha um papel diversificado e dinamico nos
sistemas agroalimentares globais e na seguranga alimentar/nutricional (ERENSTEIN et al.,
2022; GROTE et al., 2021; POOLE; DONOVAN; ERENSTEIN, 2021). Em algumas
regides da Asia, América Latina e Africa subsaariana, o milho corresponde mais de 20% das
calorias consumidas na populagdo, sendo assim um alimento basico fundamental de varias
civilizagdes do mundo (SHIFERAW et al., 2011). O milho ¢ um alimento versatil, e tem
sido empregado também na alimentagdo animal, que impulsionada pelo aumento do
consumo de carne, tem ganhado mais expressividade nas lavouras em todo o globo
(ERENSTEIN, 2010).

O Brasil ¢ um dos principais produtores de milho do mundo, ficando atras apenas
dos EUA e China, com uma producao estimada em 126.941,5 mil toneladas em 2022 em

uma area planta de aproximadamente 22.407,2 mil ha (CONAB, 2022; FAOSTAT, 2020).



A alta produtividade alcangada nas lavouras brasileiras de milho se deve a combinacdo de
novas genéticas de milho altamente produtivas com manejo intensivo das culturas
(ERENSTEIN et al., 2022). O desenvolvimento de praticas de manejo dos solos do cerrado,
como a calagem e a gessagem, permitiram o aumento da eficiéncia das adubagdes, bem como
o aumento produtivo das culturas (CHADDAD, 2016). No entanto, em sistemas agricolas
altamente produtivos, técnicas auxiliares devem ser preconizadas a fim de otimizar a

utilizagdo dos recursos de modo sustentavel.

2.2 Fosforo no solo

O fosforo (P) nos solos ocorre quase exclusivamente na forma de ortofosfato com
concentragdes totais de P geralmente na faixa de 500-800 mg kg' (MENGEL et al., 2001).
Nos solos brasileiros, originalmente ha uma baixa disponibilidade de P para o cultivo devido
a alta capacidade de retengdo do P em fase solida, devido a constitui¢ao predominante de
sesquioxidos de Fe e Al, capaz de reter ions fosfatos em formas menos labeis (FINK et al.,
2014, 2016; KURIHARA et al., 2016). Esta condigdo torna obrigatoria a aplicagdo de
fertilizantes fosfatados, inicialmente para aumentar a disponibilidade de P a niveis aceitaveis
antes do cultivo, posteriormente, para manter os niveis disponiveis durante as safras
subsequentes, repondo o P exportado pelas colheitas (KURIHARA et al., 2016).

A existéncia destes sumidouros (P fixado na fase mineral) torna as aplicagdes de P
nos solos pouco eficientes, pois um alto aporte de fertilizantes fosfatados sao requeridos, a
uma taxa superior a exportada pelas colheitas, ao estabelecer o sistema de cultivo sob solos
com baixo teor inicial de P (NUNES et al., 2020). Por esta razdo, atualizagdes nas técnicas
de manejo sdo frequentemente estudadas a fim de garantir maior aproveitamento do P

fornecido as plantas.

2.3 O papel do fosforo na planta
O P ¢ um heteroelemento necessario para a formagdo de compostos como ATP,
NADPH, 4cidos nucleicos, fosfatos de agucar e fosfolipidios, todos os quais desempenham
papéis importantes na fotossintese (HAMMOND; WHITE, 2008). O fosforo ¢ necessario
para a reagao de luz da fotossintese, na qual a luz absorvida conduz a cadeia de transporte
de elétrons na membrana do tilacdide para gerar ATP e NADPH. O fosforo também ¢
necessario para as reagdes bioquimicas da fotossintese (ciclo de Calvin-Benson), que usam

ATP e NADPH para converter CO2 em carboidratos no estroma do cloroplasto. Niveis
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reduzidos de ortofosfato (Pi) no cloroplasto causam uma diminui¢ao na producdo de ATP,
porque Pi, juntamente com CO: e H>0, sdo os substratos primdrios para a fotossintese. Além
disso, durante a deficiéncia de P, uma maior propor¢io de NADP" permanece na forma
reduzida (NADPH), pois ndo pode ser utilizada no ciclo de Calvin-Benson devido a
limitacdo de ATP (CARSTENSEN et al., 2018). A falta de P afeta o balango entre a sintese
e o catabolismo do metabolismo do carbono. Niveis baixos de Pi fazem com que o fluxo de
carbono se desloque para o acimulo de amido, reduzindo a assimilagao de CO, (HELDT et
al., 1977). Como resultado, uma reducao significativa na producao de biomassa ¢ observada
(DE BANG et al., 2021).

A deficiéncia de fosforo também eleva o estresse oxidativo celular, diminuindo nao
somente a producdo de carboidratos, mas também provocando danos aos componentes
celulares. Plantas deficientes em Pi podem apresentar fotoinibigao, pois os cloroplastos nao
sdo capazes de processar toda a energia luminosa que chega aos tilacoides (FURBANK;
FOYER; WALKER, 1987). Com isso, hd o acimulo de energia, uma vez que o fluxo de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons € prejudicado e a produgdo de ATP € paralisada.
Para isso, a planta desenvolveu uma série de mecanismos para neutralizar o estresse foto-
oxidativo, como a formacao e eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o
H>0,. Estas EROs sdo responsaveis por dissipar o excesso de elétrons nos cloroplastos, mas
por serem altamente reativas, podem levar a oxida¢do dos componentes celulares
importantes, como membranas celulares, lipideos e at¢é mesmo DNA (HERNANDEZ;
MUNNE-BOSCH, 2015). Portanto, o fornecimento oportuno de P as plantas deve ser
preconizado ao longo de todo o ciclo da planta, a fim de diminuir o estresse oxidativo e

maximizando a eficiéncia fotossintética.

2.4 Adubacgao foliar com fésforo
A adubagao foliar ¢ uma importante ferramenta para o manejo de culturas de modo
sustentavel e produtiva, e tem importancia comercial significativa em todo o mundo. Os
fertilizantes foliares sdo usados por trés razdes: (1) quando as condi¢des do solo limitam a
disponibilidade de nutrientes aplicados no solo; (2) quando sdo possiveis altas taxas de perda
de nutrientes aplicados no solo; e (3) quando o estagio de crescimento da planta, a demanda
interna da planta e as condigdes ambientais interagem para limitar o fornecimento de

nutrientes aos 6rgdos criticos da planta (FERNANDEZ; BROWN, 2013).
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Em virtude da alta taxa de fixa¢cdo de P nos solos, a suplementagdo de P via foliar em
momentos criticos pode aumentar a eficiéncia do uso de fertilizantes fosfatados,
principalmente em solos probleméaticos (WITHERS et al., 2014). A principal vantagem da
aplicagdo foliar € o seu alto aproveitamento, sendo que mais de 80% do P aplicado via foliar
pode ser absorvido pelas folhas (THORNE, 1957), enquanto a eficiéncia de aplicacdo via
solo ¢ de aproximadamente 20% (RAGHOTHAMA, 1999). De fato, véarios estudos
avaliando essa pratica de manejo em condigdes de campo mostraram que a fertilizagao foliar
com P tem um efeito positivo na produtividade das culturas de graos (GIRMA et al., 2010;
GORLACH; MUHLING, 2021; MOSALI et al., 2006; REZENDE et al., 2005; WITHERS
etal., 2014; ZAMBROSI, 2019).

Salienta-se que o principal objetivo da adubacao foliar ndo ¢ a de substituir a
aplicacdo via solo, que envolve a assimilacao de nutrientes pelas raizes, ja que as quantidades
de nutrientes exigidos pelas culturas sdo muito superiores as quantidades de nutrientes que
poderiam ser absorvidas pelas folhas (NACHTIQAU’; NAVA, 2010; ZAMBROSI, 2019).
Um conceito da adubagdo foliar que tem sido explorado recentemente, ¢ adubagao foliar
suplementar ou estimulante, onde, pequenas doses de nutrientes sao aplicadas em estagios
fenologicos estratégicos com o objetivo de estimular o metabolismo do carbono, ainda que
estas plantas ja se encontrem bem nutridas (FAGERIA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2022;
RODRIGUES et al., 2021a, 2021b; ROSOLEM, 2002). Em estudos recentes, plantas de
milho fertilizadas com macro e micronutrientes apresentaram melhora na atividade
fotossintética, no metabolismo do carbono e antioxidante, culminando em maiores
produtividades (OLIVEIRA et al., 2022; RODRIGUES et al., 2021a, 2021b). Para o fosforo,
poucos trabalhos se dedicaram a estudar os efeitos de sua aplicacao via foliar na cultura do
milho, com foco no metabolismo fotossintético e antioxidante em condi¢des de campo.
Ademais, o posicionamento da época de aplicacao ¢ fator crucial para a efetividade desta
pratica. Sendo assim, ressalta-se a necessidade de novos experimentos que busquem

caracterizar o efeito do P foliar na cultura do milho de segunda safra.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Objetivou-se com este estudo identificar as melhores épocas de aplicacao de P via foliar na
cultura do milho, visando estimulo para a melhoria nas trocas gasosas, metabolismo do

carbono e antioxidante, status nutricional e produtividade da cultura do milho segunda safra.
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3.2 Objetivos especificos

e Identificar quais épocas de aplicagdo de P via foliar promovem melhoria da fisiologia
e produtividade do milho;

e Analisar como a aplicagdo foliar de P afeta o metabolismo fotossintético e
antioxidante das plantas de milho;

e Verificar a eficiéncia da adubacao foliar com P sobre a produtividade de milho de

segunda safra;

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacido da area e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em area experimental localizada no Municipio de Santa
Cruz do Rio Pardo (latitude 22° 87' 13" Sul, longitude 49° 60' 02" Oeste), altitude 467 m. De
acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagao dos Solos (DOS SANTOS et al., 2018), o
solo da area experimental ¢ denominado como LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico
de textura argilosa (0-20 cm; argila = 600 g kg™!). O clima predominante da regidio é o Cwa,
zona subtropical hiimica, com invernos secos e verdo quente, segundo a classifica¢do
climatica de Koppen-Geiger, com temperatura média anual de 21,5 °C e a média pluvial
proxima de 1.312 mm. Em periodo antecedente a semeadura, foram coletadas amostras de
solo nas camadas de 0-20 cm de profundidade para determinagao das propriedades quimicas

e granulométricas do solo (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizacao quimica do solo antes da implantagcdo do experimento. Santa Cruz

do Rio Pardo -SP, 2020.

Prof. pH M.O. Presina S Al+3 K Ca Mg SB CTC V%

CaCl T S mmole dm™ --------

cm . dm- mg dm mmol. dm® %

0-20 535 30,5 183 451 055 264 443 250 719 1109 63,3

*Metodologia (VAN RAIJ et al., 2001)

As condigdes climaticas da regido durante o periodo de condu¢do do experimento

sdo apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Condigdes climaticas durante o periodo de condugao do experimento em médias
decendiais. Santa Cruz do Rio Pardo/SP, 2022.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso (DBC), composto por 6
tratamentos e 4 repetigdes, como descrito na Tabela 2. Cada unidade experimental possuia
21 m? (3 m de largura x 7 m de comprimento), com espagamento de 0,45 m entre linha.

A semeadura foi realizada no dia 4 de margo de 2022. O hibrido utilizado foi o
P3858PWU com uma densidade de semeadura de 3 sementes m™'. A adubacdo de base,
aplicado no sulco de semeadura foi realizada com 500 kg ha™! do formulado 04-14-8 (N, P,
K), o que representa 70 kg/ha de P20O5. Quando as plantas estavam no estagio Vi foi
realizada uma adubacdo de cobertura aplicando 90 kg ha™!' de N via ureia e 60 kg K,0O ha'!
via cloreto de potassio com aplicacdo superficial sobre o solo. O manejo fitossanitario foi
realizado conforme recomendagdes para a cultura.

A adubacao foliar de P foi realizada nos estagios de desenvolvimento descritos na Tabela
2. Em cada tratamento foi utilizada uma dose de 5 kg ha! de MAP Crystal (11-61-00, N, P,
K, respectivamente), o que representa 3 kg/ha de P205 via foliar juntamente com 30 mL de
um adjuvante a base de 6leo vegetal, diluido em 180 L H,O hal. A adubacdo foliar foi
realizada utilizando-se um atomizador aerdgrafo acionado por CO», com pressao de trabalho

de 1,8 BAR. A barra foi composta por seis pontas espacadas de 0,5 m com pontas de jato
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plano (TT111004VP), operadas a uma altura de 0,5 m do dossel da cultura e velocidade de 1
-1
ms".

A colheita foi realizada no dia 7 de agosto de 2022

Tabela 2 — Tratamentos aplicados no cultivo de milho em érea experimental

Tratamentos n de MAP Crystal Dose (kg ha') Estadios de aplicacio
Repeticoes
T1 4 Sem Aplicacao - Controle
T2 4 Com Aplicacao 5 V4
T3 4 Com Aplicacao 5 Ve
T4 4 Com Aplicacdo 5 Vs
TS 4 Com Aplicacao 5 Ri
T6 4 Com Aplicagdo 5+5+5+5 TA: V4+Ve+ Vs+ Ry

TA: Todas as aplicagdes

4.2 Avaliacoes

4.2.1 Estado nutricional das plantas

As andlises foram realizadas nas folhas diagndstico do milho quando as plantas
estavam em plena floragdo [estagio fenologico Ry; (RITCHIE et al., 1993)]. A folha diagnose
para avaliagdo do estado nutricional foi a folha abaixo e oposta a espiga. Com exce¢do do
N, todos os nutrientes (P, K, Ca, Mg S, Fe, Mn, Cu e Zn) foram digeridos por digestao
nitroperclorica e determinados por espectrofotometria de absor¢do atomica. O nitrogénio foi
digerido usando uma solucdo de extracdo de H>SOj4 (4cido sulfurico) e determinado pelo
método de destilacdo de Kjeldahl, conforme metodologia descrita pela AOAC (AOAC,
2016).

4.2.3 Pigmentos fotossintéticos

Para determinagdo dos pigmentos fotossintéticos [clorofila a (Cl a), clorofila b (C1 b) e
carotenoides], foram cortados trés discos (0,5 cm de didmetro) entre a borda e a nervura
central da folha (material fresco), seguindo a metodologia proposta por LICHTENTHALER

(1987). As leituras foram feitas utilizando espectrofotometro nos comprimentos de onda de
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664, 647 e 480 nm, respectivamente. Os célculos para as determinacdes do pigmento

seguiram os métodos de WELLBURN (1994).

4.2.4 Trocas gasosas

Para mensuragdo das trocas gasosas, utilizou-se um analisador de gés infravermelho
(IRGA) CIRAS-3 Portable Photosynthesis System (PP Systems Inc., Amesbury, MA, USA),
com leituras na regido média das folhas do terco superior das plantas de milho (folhas
fotossinteticamente ativas). As leituras foram realizadas apos a aplicagdo dos tratamentos,
ao longo do desenvolvimento da cultura. As variaveis determinadas foram: taxa de
fotossintese liquida (A4), taxa de transpiracdo foliar (E), condutincia estomatica (gs),
concentracdo de CO; subestomatico (Ci), eficiéncia do uso da dgua (EUA; calculado por
A/E), e eficiéncia da carboxilagdo (calculado por A/Ci). As medigdes foram realizadas entre

8h as 10h da manha.

4.2.5 Atividade enzimatica fotossintética

Para realizar a avaliacdo da atividade enzimatica, foram coletadas 2 folhas do terco
superior das plantas de milho, e colocadas em tubos tipo Falcon. Estas foram acondicionados
em tambor com N liquido durante o transporte, e armazenadas em ultra freezer a -80°C, para
manter a integridade do material.

A extragao da Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase/Oxigenasse (RuBisCo) foi realizada
através da maceragdo das folhas, sem a nervura central, com N liquido e solu¢do tampao a
base de fosfato de potdssio. A determinacdo foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Reid et al. (1997). As leituras foram feitas em espectrofotometro, na absorbancia
de 340 nm (REID et al., 1997). A mensuracao do conteudo de proteina soluvel, seguiram a
metodologia descrita por Bradford (1976), em espectrofotdmetro a 595 nm. Apos a
determinagdo das concentracdes de proteinas em cada amostra, foram calculados a atividade

da Rubisco, que foi expressa em pmol min™! mg proteina™.

4.2.6 Carboidratos nas folhas

As mesmas folhas moidas utilizadas para a determinagdo do status nutricional das
folhas, foram submetidas a determinagao de agucares redutores (frutose e glicose) e sacarose,

por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (BOSSOLANI et al., 2021). A
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concentragdo de amido foi determinada por meio da metodologia decrita por Somogyi-
Nelson (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1952) com absorbancia media em espectrofotdmetro

a 535 nm.

4.2.7 Estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

As mesmas folhas utilizadas para avaliar os pardmetros de trocas gasosas foram
amostradas para avaliar os teores de peroxido de hidrogénio (H2O2) e malondialdeido
(MDA), e também as atividades das enzimas de superoxido dismutase (SOD; EC:1.15.1.1),
catalase (CAT; EC :1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX; EC:1.11.1.11) e conteudo de
prolina nas folhas de milho.

O teor de H>O» foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por Alexieva et al.
(2001) e o teor foi calculado com base em uma curva de calibragio expresso em pmol g !
MF (matéria fresca). A peroxidacao lipidica (MDA) foi determinada segundo metodologia
de Heath; Packer, (1968) e os resultados foram expressos em nmol g ' MF. A determinagio
do teor de SOD foi realizada conforme metodologia de Giannopolitis; Ries, (1977) e os
resultados foram expressos em unidades mg ' de proteina. A atividade de CAT foi medida
de acordo com a metodologia de Azevedo et al., (1998)os resultados foram expressos em
umol min ! mg ™! de proteina. Para a atividade de APX, utilizou-se a metodologia de Gratdo
et al. (2008) e os resultados foram expressos em umol min' mg ! de proteina. Por fim, o
teor de prolina foi determinado de acordo com Mauad et al., (2016) e os resultados expressos

em pmol g ! de MF.

4.2.8 Biometria e Produtividade

Para a realiza¢do da biometria dez espigas de milho foram coletadas. Apds a coleta,
foram determinados o numero de fileiras por espiga, nimero de graos por fileira, nimero de
graos por espiga, e massa de 100 graos ajustada para 13% de umidade (base umida). O
rendimento de graos foi determinado pela colheita da area util experimental (3 linhas de 3 m

de comprimento) e ajustado para 13% de umidade (base imida).

4.3 Analise estatistica
As médias foram submetidas ao teste de homoscedasticidade, seguido pelo teste de

normalidade de Anderson-Darling (Nelson, 1998). Para avaliar a homogeneidade, o teste de
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Levene foi utilizado. Atendidos estes pressupostos, os dados foram submetidos a analise de
variancia individual (ANOVA) pelo teste F (p < 0,05) e, quando significativas, analisadas
pelo teste t modificado [Diferenca minima significativa protegida de Fisher (LSD) a p <

0,05].

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de macronutrientes nas folhas de milho ndo foram alterados pela aplicagao
foliar com P, com exce¢do do Mg, cujas aplicacdes realizadas nos estagios Ri e TA
incrementaram 18% os teores de Mg em relagdo ao controle (Fig. 2, e). Este resultado
evidencia uma relagdo entre P e Mg, uma vez que a aplicacdao de P em estagios estratégicos
possibilitou uma maior absor¢ao de Mg pela planta. Um estudo recente reuniu evidéncias de
que P e Mg sdo sinérgicos e co-limitantes, ou seja, o maior fornecimento de um elemento
favorece a absor¢do de outro, e, a maior disponibilidade de ambos os nutrientes promovem
maiores rendimentos produtivos do que quando disponibilizados isoladamente (Mg + P > P

ou Mg + P > Mg), respectivamente (WEIH et al., 2021).
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Figura 2. Teores foliares de macronutrientes, (a) Nitrogénio, (b) Fosforo, (c) Potéssio, (d)
Calcio, (e) Magnésio, (f) enxofre, em fungao da aplicacao foliar de P em diferentes estagios
de desenvolvimento de plantas de milho. Cont.: controle, TA: Todas as aplicagdes (V4 + Vg
+ Vg + Ry). Letras iguais nao se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05). Barra de erros indica
desvio padrao (n = 4).
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Neste trabalho, os teores de P estavam abaixo da faixa considerada adequada
conforme descrito por Malavolta et al. (1997) (P: 2,5 a 3,5 gkg™!). Ainda que o fornecimento
de P constitua um aporte prontamente disponivel para a absor¢ao das plantas, a dose aplicada
nao ¢ suficiente para uma alteracdo abrupta nos teores de P pelas plantas (DE OLIVEIRA et
al., 2019; MOREIRA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2021a).

Assim como para os macronutrientes, os valores de micronutrientes ndo sofreram

alteragcdes mediante a aplicagdo foliar de P (Fig. 3).
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Figura 3. Teores foliares de micronutrientes, (a) Ferro, (b) Cobre, (c¢) Zinco, (d) Manganés,
(e) Boro, em funcao da aplicagdo foliar de P em diferentes estagios de desenvolvimento de
plantas de milho. Cont.: controle, TA: Todas as aplicagdes: (V4 + Vg + Vg + Rj). Letras
iguais ndo se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05). Barra de erros indica desvio padrdo (n =
4).

Ainda que os teores foliares de nutrientes pouco tenham sido alterados pela adubacao
foliar, o fornecimento de P provocou alteragdes consideraveis no metabolismo fotossintético
e antioxidante das plantas de milho.

Os pigmentos fotossintéticos foram expressivamente alterados mediante as
aplicacdes de P, e o nivel de resposta foram influenciados pela época de aplicacdo. As
aplicagoes até o estagio vegetativo Ve nao apresentaram alteragdes em relacao ao controle,

porém, as concentracdoes de clorofila a, b e clorofilas totais foram significativamente
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aumentadas a partir das aplicagdes realizadas nos estagios Vs, Ri e TA (Fig. 4. a, b, ¢),
embora as melhores respostas tenham sido observadas nos dois ultimos tratamentos, cujos
incrementos da Clorofila @ foram de 25,14% ¢ 28,6% em relagdo ao controle,
respectivamente. Para a clorofila b as aplicacdes em TA apresentaram o melhor resultado,
com incrementos 35% em relacdo ao controle. Com relagao as clorofilas totais, o tratamento
TA também se destacou em relagdo ao controle, embora a aplicagdo em R ndo tenha diferido
estatisticamente do TA. Sendo assim, os incrementos em relagdo ao controle foram de
25,85% (R1) € 30,93% (TA).

A concentragdo de carotenoides também foi melhorada pela aplicagdo de P,
principalmente quando aplicado em TA, tendo uma resposta 25% superior em rela¢do ao

controle (fig. 4, d).
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Figura 4. Teores de pigmentos fotossintéticos em folhas de milho em funcao da aplicacao
foliar de P em diferentes estagios de desenvolvimento. Cont.: controle, TA: Todas as
aplicagoes (V4 + Vg + Vg + Ry). Letras iguais nao se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05).
Barra de erros indica desvio padrao (n = 4).

O efeito do P na clorofila pode ser indireto e complexo, podendo influenciar a
absorc¢do de nutrientes que afetam a produgdo de clorofila (LEFEVER et al., 2017). Neste

trabalho, os teores de Mg foram aumentados pela aplicagdo de P, podendo explicar a
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melhoria na concentragdo de clorofilas, uma vez que Mg é componente estrutural destes
pigmentos (FIEDOR et al., 2008). Quanto aos carotenoides, o P é requerido para a formagao
do seu precursor, chamado fitoeno, gerado pela dimerizacdo de dois difosfatos de
geranilgeranil (CAMAGNA et al., 2019). O aumento no teor dos pigmentos fotossintéticos
pode ainda estar relacionado com a presenca de N no MAP Crystal (11% N, 61% P»0s). O
N ¢ componente estrutural da molécula de clorofila, apresentando quatro moléculas de N no
interior do anel tetrapirrdlico (TAIZ et al., 2017).

As taxas de fotossintese liquida (4) foram alteradas pela época de aplicagao de P. As
melhores respostas foram observadas quando as aplicagdes em TA, seguido pela aplicacao
em Ry, cujos incrementos foram de 17,6% e 14,4% em relagdo ao controle, respectivamente
(Fig. 5. a). A condutancia estomatica (gs) também foi favorecida pelo tratamento TA,
seguido pela aplicagdo em R}, alcangando incrementos de 20,9% e 15,5%, respectivamente

(Fig. 5 b).
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Figura 5. Fotossintese liquida, 4 (a); condutancia estomadtica, gs (b); concentragdo de CO»
na camara subestomatica, Ci (¢); transpiracao foliar, £ (d); eficiéncia do uso da dgua, EUA
(e); e eficiéncia da carboxilagdo, A/Ci (f) de plantas milho sob influéncia aplicagdo foliar de
P em diferentes estagios de desenvolvimento. Cont.: controle, TA: Todas as aplicagdes (Va4
+ Ve + Vg + Ri). Letras iguais ndo se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05). Barra de erros
indica desvio padrdo (n = 4).
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Independente da época de aplicagdo foliar de P, os niveis da concentracao interna de
CO2 (Ci) decresceram em média 24,3% relagdo ao controle (Fig. 5, ¢). Em contrapartida, a
eficiéncia do uso da 4gua foi aumentada em 27% em relacdo ao controle, quando as
aplicagoes foram realizadas em TA, e 20,66% quando realizada em R; (Fig. 5. ). Como
consequéncia da melhoria de 4 e reducdo do Ci, a aplicagdo de P em TA provocou um
aumento de 37,28% na eficiéncia da carboxilagdo (4/Ci) em relagao ao controle (Fig. 5, f).

A analise de trocas gasosas revelou uma melhoria na gs ¢ um decréscimo na
concentracdo interna de CO: (Ci) na camara subestomatica, culminando em maior
fotossintese liquida (4) e consequentemente maior eficiéncia da carboxilagdo (A4/Ci)
mediante a aplicacdo de P, principalmente quando aplicado em R e TA. O gs ¢ uma varidvel
utilizada para mensurar a capacidade de abertura e fechamento estomaético, enquanto o Ci e
A indicam a eficiéncia da fixacdo de carbono (FARQUHAR; SHARKEY, 1982). Os
estOmatos permitem a troca de carbono e dgua entre o interior da folha e a atmosfera, sendo
estes processos fundamentais para a fotossintese (GAGO et al., 2016). Assim, o aumento do
gs associado a um decréscimo do Ci indica que houve uma maior abertura estomatica e que
0 CO2 que se difundiu para a cavidade substomatica foi, em seguida, consumido (assimilado)
pelas células do mesofilo (Lawson & Blatt, 2014). O aumento da atividade fotossintética,
também foi acompanhada pelo aumento da eficiéncia do uso da agua (EUA), indicando que
houve maior assimilagdo de CO2 por molécula de 4gua consumida, ou seja, a planta foi capaz
de realizar mais fotossintese utilizando a mesma quantidade de agua, tendo em vista que a
transpiracao nao foi alterada (EUA = A/E).

A aplicagdo de P, independente da época de aplicagdo, provocou incrementos na
atividade da Rubisco, sendo que os resultados mais expressivos foram observados quando
aplicados em Vg, Vg e TA, cujos incrementos foram de 15%, 17,69% e 14,69% comparados
ao controle, respectivamente (Fig. 6). O P ¢ um componente estrutural da enzima Rubisco
(Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase) e o seu fornecimento ¢ fundamental garantir
a ativacdo e a capacidade de regeneragdo desta enzima (BROOKS; WOO; WONG, 1988).
Além disso, o N presente no MAP também pode ter influenciado na atividade da Rubisco,
considerando que o N ¢ fundamental para a sintese e atividade desta enzima, afetando
consequentemente sua capacidade de assimilacdo de CO; durante o ciclo de Calvin (JIN et

al., 2015).
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Figura 6. Atividade da enzima Rubisco em plantas de milho sob influéncia da aplicacao
foliar de P em diferentes estagios de desenvolvimento. Cont.: controle, TA: Todas as
aplicagoes: (V4 + Vg + Vg + R1). Letras iguais nao se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05).
Barra de erros indica desvio padrao (n = 4).

Com relagdo a concentragdo de carboidratos nas folhas, apenas os actcares redutores
foram afetados pela aplicagdo de P. Em média, a aplicagdo em TA aumentou 14,24% em

relacdo aos demais tratamentos (Fig. 7, a).
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Figura 7. Teores de carboidratos em folhas de milho sob influéncia da aplicagdo foliar de P
em diferentes estagios de desenvolvimento. Cont.: controle, TA: Todas as aplicagdes (Vi +
Vs + Vg + Ri). Letras iguais ndo se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05). Barra de erros
indica desvio padrdo (n = 4).

O fornecimento de P em estagios de desenvolvimento estratégicos ndo melhorou

somente as trocas gasosas € o metabolismo do carbono, mas também contribuiu para a
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reducdo do estresse das plantas de milho. Os niveis de peroxido de hidrogénio decresceram
com a aplicacdo de P independente da época de aplicagdo, com uma redu¢do média de 22,5%
em relagao ao controle (Fig. 8. a). A atividade da catalase foi reduzida apenas a partir da
aplicacdo em Vg. Em média, os tratamentos Vs, Ri e TA apresentaram uma reducao de 27%
em relacdo aos demais tratamentos (Fig. 8, d). Os valores de APX também foram reduzidos
com a aplicagdo de P, apresentando valores em média 18,5% menores comparados ao
tratamento controle (Fig. 8, €). As demais varidveis ndo foram alteradas pela aplicagao foliar

de P.
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Figura 8. Peroxido de oxigénio (a), malondialdeido (b), superoxido dismutase (c), catalase
(d), ascorbato peroxidase (e) e concentracao de prolina (f) em plantas de milho sob influéncia
da aplicagdo de P em diferentes estagios de desenvolvimento. Cont.: controle, TA: Todas
as aplicagdes: (V4 + Vg + Vg + Ry). Letras iguais ndo se diferem pelo teste de LSD (p < 0,05).
Barra de erros indica desvio padrao (n = 4).

O perdxido de hidrogénio H>O» ¢ uma molécula sinalizadora envolvida em diferentes
respostas celulares, como a regulagdo do crescimento de plantas, no entanto, quando
presentes em altas concentragdes no citosol podem causar danos celulares (SOFO et al.,
2015). Portanto, o aumento das concentragcdes de H20O2 sob baixa concentragdo de P podem
indicar a presenga de estresse devido a peroxidagdo lipidica das membranas celulares

(TARUMOTO et al., 2022). Por outro lado, a baixa concentracao de enzimas antioxidantes
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observadas neste trabalho, associado a baixa concentragao de H>O> indicam que havia menos
formag¢ao de EROs, logo, uma menor quantidade de substrato para que estas enzimas atuem,
evidenciando que as plantas tratadas com P se encontravam menos estressadas,
principalmente nos estdgios mais avangados da cultura ou em TA.

Os valores de niumero de fileiras, nimero de graos por fileira e nimero de graos
planta™! niio sofreram alteracio significativa mediante a aplicacdo foliar de P (Fig. 9. a, b e
¢). Contudo, a massa de mil (1000) graos e produtividade de graos foram positivamente
afetados pelas épocas de aplicagdo foliar de P. Quanto ao M100G, as melhores respostas
foram obtidas pelo tratamento TA, cujo incremento foi de 9,3% em relacdo ao controle (Fig.

9.d).
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Figura 9. Numero de fileiras por espiga (a), nimero de grdos por espiga (b), nimero de
graos por planta (c), Massa de cem graos (d) e produtividade de graos (d) em plantas de
milho sob influéncia da aplica¢do de P em diferentes estdgios de desenvolvimento. Cont.:
controle, TA: Todas as aplicagdes (Vs + Vs + Vg + Ry). Letras iguais nao se diferem pelo
teste de LSD (p < 0,05). Barra de erros indica desvio padrdo (n = 4).

Com relacao a produtividade de graos (Fig. 9. e), a melhor resposta a aplicacao de P
foi observada no tratamento TA, com 8001,2 kg ha! seguido pela aplicagdo em R, cuja a
produtividade foi de 7496,25 kg ha''. Em contrapartida, o tratamento controle alcangou uma

produtividade de 7053,5 kg ha™!. Portanto, houve um incremento de 947,7 kg ha™! (13,4%) e
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442,75 kg ha™! (6,3%) com a aplicacio de P, em TA e em R}, respectivamente, comparados
ao controle.

O aumento da produtividade de graos foi resultado da maior atividade fotossintética,
que associada a maior atividade da Rubisco, promoveram uma maior concentracdo de
acucares, principalmente quando aplicado em TA. Esta maior producgdo de acucar pode ter
sido translocada das folhas para os graos, explicando o aumento de M100G, que,
consequentemente, culminou em uma maior produtividade de graos (OLIVEIRA et al.,
2022).

De modo geral, observa-se que quanto mais tardia a aplicagdo de P maiores as
chances de resposta do metabolismo fotossintético, antioxidante e produtivo das plantas de
milho. Isto pode ser explicado pelo fato de que a taxa de absor¢ao e acaimulo de P ¢ maior
proximo ao inicio do estagio reprodutivo (BENDER et al., 2013). Porém, as diversas
aplicacdes de P ao longo do desenvolvimento vegetativo e florescimento (TA: V4 + Ve + Vg
+ R1) promoveram os melhores resultados, uma vez que permitiu maior aporte do nutriente

ao longo do ciclo de desenvolvimento do milho.

6. CONCLUSOES

A aplicagdo foliar de MAP foi eficiente em aumentar a sintese de clorofilas e
carotenoides, melhorando a atividade fotossintética, o metabolismo do carbono e
antioxidante, culminando em maior produtividade de graos.

As aplicagoes foliares mais tardias de MAP promoveram respostas metabolicas mais
eficientes, porém, a maior resposta foi obtida quando as aplica¢des ocorreram em todos os
estagios de desenvolvimento estudados (V4 + Vs + Vg + Ry).

As respostas fisiologicas observadas podem ser atribuidas ndo somente ao
fornecimento de P, mas o N presente na formulagdao do MAP também pode ter contribuido
para a melhoria da atividade fotossintética e produtiva da cultura do milho.

A aplicacdo foliar de MAP ¢ uma estratégia de manejo viavel para ser implementada
na produc¢do do milho de segunda safra, sendo um eficiente estimulante do metabolismo do
carbono e antioxidante, ficando a viabilidade econdmica a ser estudada para implementacao

efetiva em lavouras comerciais.
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Figura 10. Populacgdo final de plantas (a) e Altura de plantas de milho (b) submetidas a
adubacao foliar com Fosforo. Cont. Controle, TA: Todas as aplicagdes: V4+V6+VE8+R1
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Figura 12. Plantas de milho em estdgio V4 ap6s adubagdo de cobertura

Figura 13. Aplicacdo foliar durante o florescimento de milho (R1)
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Figura 14. Avaliacdo de trocas gasosas

Figura 15. Coleta de espigas de milho no momento da colheita.
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