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RESUMO 

 

Efeitos da aplicação de acetilcolina em plantas de milho (Zea mays) sob 

estresses térmico e hídrico 

 

O milho (Zea mays) é um cereal cultivado mundialmente e apresenta grande importância 

econômica. Em razão ao aumento substancial na temperatura global e consequente aumento 

na seca, a cultura tem diminuído seu potencial produtivo. Um biorregulador importante 

produzido em pequenas quantidades pela planta é a Acetilcolina (ACh), que age na 

germinação, reprodução, crescimento, desenvolvimento, metabolismo celular da cultura e é 

capaz de atuar na mitigação dos efeitos de estresses. O objetivo deste trabalho foi avaliar os 

efeitos da aplicação de acetilcolina em plantas de milho submetidas aos estresses térmico e 

hídrico. O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado, fatorial duplo, 

em duas condições normal (temperatura 31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e estressante 

(38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação x 3 modos de aplicação (0 mmol L-1 (C); 

tratamento de semente (TS) e foliar (F) ambos foram tratadas com 1 mmol L-1 de ACh, foram 

realizadas analises de potencial hídrico foliar, medidas de trocas gasosas, fluorescência da 

clorofila a, enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX), teores de O2-, H2O2 e peroxidação 

lipídica (MDA), enzima acetilcolinesterase (AChE), fenóis e flavonoides totais, biometria e 

biomassa (altura, diâmetro, massas secas das folhas, colmo e espiga) e peso de 100 grãos. 

Os dados foram avaliados a partir de análises de variância e as médias comparadas pelo teste 

de Tukey (p<0.05) e a análise multivariada por componentes principais (PCA) com o programa 

estatístico PC-Ord. Houve um melhor ajuste fisiológico das plantas de milho em condição 

estressante com aplicação foliar de 1 mmol L-1 de ACh. Além de um aumento na CAT em TS 

e F, acompanhada de uma diminuição do conteúdo de MDA, morfologicamente, foi observado 

uma diminuição da massa seca das folhas, no entanto, houve aumento no peso de 100 grãos. 

Concluindo que a aplicação de ACh influencia positivamente nos parâmetros fisiológicos, 

bioquímico e morfológico nas plantas, e atua na mitigação do efeito dos estresses térmico e 

hídrico. 

 

Palavras-chave: biorregulador; alta temperatura; déficit hídrico; atividade antioxidante; trocas 

gasosas.  

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Effects of acetylcholine application on maize (Zea mays) plants under heat and 

drought stress 

 

Maize (Zea mays) is a cereal grown worldwide and has great economic importance. Due to 

the substantial increase in global temperature and the consequent increase in drought, the 

crop has reduced its productive potential. An important bioregulator produced in small 

quantities by the plant is Acetylcholine (ACh), which acts on germination, reproduction, growth, 

development, cellular metabolism of the crop and is capable of mitigating the effects of stress. 

The objective of this work was to evaluate the effects of applying acetylcholine to maize plants 

subjected to thermal and water stress. The experiment was carried out in a completely 

randomized, double factorial design, in two conditions: normal (temperature 31.9 ºC/19.9 ºC 

max./min and irrigated) and stressful (38 ºC/28 ºC day/night and suspension of irrigation) x 3 

application modes (0 mmol L-1 (C); seed (TS) and foliar (F) treatments, both were treated with 

1 mmol L-1 of ACh, leaf water potential analyzes were carried out, gas exchange 

measurements , chlorophyll a fluorescence, antioxidant enzymes (SOD, CAT and APX), O2
-, 

H2O2 and lipid peroxidation (MDA) contents, acetylcholinesterase enzyme (AChE), total 

phenols and flavonoids, biometrics and biomass (height, diameter, dry masses of leaves, stem 

and ear) and weight of 100 grains. The data were evaluated using analysis of variance and the 

means compared using the Tukey test (p<0.05) and multivariate analysis by principal 

components (PCA) with the statistical program PC-Ord. There was a better physiological 

adjustment of maize plants under stressful conditions with foliar application of 1 mmol L-1 of 

ACh. In addition to an increase in CAT in TS and F, accompanied by a decrease in MDA 

content, morphologically, a decrease in the dry mass of the leaves was observed, however, 

there was an increase in the weight of 100 grains. Concluding that the application of ACh 

positively influences the physiological, biochemical and morphological parameters in plants, 

and acts to mitigate the effect of heat and water stress. 

 

Keywords: bioregulator; high temperature; water déficit; antioxidant activity; gas exchange. 
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de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros.............................. 
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Figura 23 - Superóxido (O2
-) (A), peróxido de hidrogênio (H2O2) (B) e peroxidação 

lipídica (MDA) (C) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 
mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à condição 
normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante 
(38 ºC/2 8ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias 
(30/11/2022) após submissão aos estresses. Letras maiúsculas 
distintas indicam diferença significativa entre os modos de aplicação 
de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros.............................. 
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Figura 24 - Acetilcolinesterase (AChE) em plantas de milho tratadas com 
diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar 
(F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à 
condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição 
estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco 
dias (30/11/2022) após submissão aos estresses. Letras maiúsculas 
distintas indicam diferença significativa entre os modos de aplicação 
de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros.............................. 
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Figura 25 - Fenóis totais (A) e flavonoides totais (B) em plantas de milho tratadas 
com diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e 
foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (Cl) 
submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) 
e condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da 
irrigação), cinco dias (30/11/2022) após submissão aos estresses. 
Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre os 
modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses 
térmico e hídrico associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam 
erros...................................................................................................... 
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Figura 26 - Massa seca da folha (MSF) (A), massa seca do colmo (MSC) (B) e 
massa da espiga (ME) (C) em plantas de milho tratadas com 
diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar 
(F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à 
condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição 
estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação). Letras 
maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre os modos de 
aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e 
hídrico associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros................... 
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Figura 27 - 
 
 
 
 
 
 

peso de 100 grãos (g) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 
mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à condição 
normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante 
(38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação). Letras maiúsculas 
distintas indicam diferença significativa entre os modos de aplicação 
de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros.............................. 
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Figura 28 - Gráfico de ordenação gerado pela análise de componentes principais 
com todos os parâmetros deste trabalho (Figuras 2 a 27). Símbolos 
fechados e abertos indicam os tratamentos sem e com condição 
estressante, respectivamente. Quadrados preto, triângulo laranja e 
círculo preto indicam os modos de aplicação de ACh. As 
porcentagens que explicam as variações dos dados em cada 
componente são mostradas nos eixos................................................. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O milho (Zea mays) é o terceiro cereal mais cultivado no mundo, seguido 

pelo arroz e trigo (Gao et al., 2020). No Brasil, sua produção é expressivamente 

relevante, na safra de 2023/24 é estimado 110,96 milhões de toneladas de milho 

no país (CONAB, 2023/24). Desta forma, diferentes variedades existentes de 

milho, como milho doce e milho de silagem, são utilizados para o consumo 

humano, como também para a fabricação de ração animal e matéria prima para 

outros produtos, respectivamente (Mascarenhas, 2019; Gao et al., 2020). 

É uma cultura que apresenta o metabolismo fotossintético C4, e desta 

forma, possui maior eficiência no uso de água (Killi et al., 2017), no entanto, pode 

ser diretamente afetado por estresses abióticos, como os estresses térmico e 

hídrico. No milho, os estresses são os principais responsáveis pela diminuição 

no crescimento radicular, interferência na produção de grãos, além de danos ao 

aparato fotossintético, como o PSII (Salika; Riffat, 2021). 

Em associação, estes estresses podem afetar negativamente a atividade 

fotossintética, o crescimento das plantas e a produtividade (Killi et al., 2017). 

Além de impulsionarem a síntese excessiva de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), responsáveis por causar estresse oxidativo, danificando lipídios, 

proteínas e destruindo componentes celulares (Sarker; Islam; Oba, 2018; Singh 

et al., 2019). 

Como forma de defesa, proteção e tolerância às EROs e aos estresses, 

as plantas aumentam a atividade de enzimas antioxidantes e biorreguladores 

(Sarker; Islam; Oba, 2018). Os bioreguladores, auxiliam no aumento da 

produtividade, crescimento, enraizamento, agem no metabolismo celular, na 

fotossíntese, na osmoregulação e proteção à estresses abióticos, como salino, 

hídrico, térmico e metais pesados (Hasanuzzaman et al., 2013; Srivastava et al., 

2016; Qin et al., 2021). 

Um bioregulador importante é a Acetilcolina (ACh), usualmente 

reconhecido como um neurotransmissor em seres humanos e animais (Braga; 

Pissolato; Souza, 2017). Nas plantas, atua nos processos fisiológicos, alongando 

células, promovendo o crescimento das raízes (Qin et al., 2021), age na 

distribuição de hormônios e na germinação do pólen, além de atuar na proteção 
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a determinados estresses abióticos (Sagane et al., 2005; Braga; Pissolato; 

Souza, 2017; Su et al., 2020a; Qin et al., 2021).  

Estudos pilotos, conduzidos anteriormente com aplicação de 1 mmol L-1 

de ACh, demonstraram efeitos positivos na mitigação do estresse térmico em 

plântulas de milho. 

Assim, com o aumento na temperatura global, acompanhado de seca 

intensa, a aplicação da acetilcolina atua no mecanismo de homeostase em 

plantas submetidas a estresse abióticos, mitigando os efeitos negativos dos 

estresses térmicos e hídrico nas plantas de milho.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Milho  

 

A cultura do milho (Zea mays), é pertencente à família Poaceae e está 

taxonomicamente classificada como uma monocotiledônea, apresentando 

crescimento de raiz fasciculada (Barros; Calado, 2014). É um dos cereais que 

mais ocupam áreas de cultivo no mundo, e por ser uma planta com metabolismo 

fotossintético C4, apresenta um alto potencial de rendimento, além de um 

excelente metabolismo fotossintético (Barros; Calado, 2014; He et al., 2019; 

Silva et al., 2021).  

Evidenciando uma grande importância econômica, estimado para safra 

de 2023/24 uma produção de milho de 110,96 milhões de toneladas (CONAB, 

2023/24). Sendo fortemente utilizado na alimentação dos seres humanos, 

servindo como fonte de carboidrato, e também na fabricação de ração animal, 

para frangos, suínos e bovinos (Contini et al., 2019; Tandzi; Mutengwa, 2020).  

Desta forma, alguns cultivares de milhos são submetidos a diferentes 

técnicas de melhoramento genético com o objetivo de promover mudanças na 

biomassa, diminuição da altura da planta, além do aumento no tamanho da 

espiga e redução na esterilidade, tornando a cultura mais tolerante à diferentes 

tipos de estresses bióticos e abióticos (Edmeades et al., 2017). 

Fatores externos podem ocasionar uma queda em sua produção, como 

os estresses abióticos, que diminuem o crescimento e desenvolvimento da 

cultura. A seca, a salinidade, as quantidades de nutrientes disponíveis no solo e 

as altas e baixas temperaturas, são exemplos que mais geram impactos 

negativos na produção (Suzuki et al., 2014; Ayub et al., 2021). 

 

2.2 Estresses térmico e hídrico 

 

Para que as plantas sejam caracterizadas como estressadas, é 

necessário que o ambiente em que estão inseridas apresentem condições 

adversas e não ideais ao seu desenvolvimento (Zhang; Zhao; Zhu, 2020). 

O aumento na temperatura global tem se destacado grandemente, visto 

que se estima uma elevação de 2,6 para 4ºC antes do final deste século, levando 
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a um consequente aumento na duração das secas (Pachauri, 2014; Rogelj et al., 

2016).  

Em razão do aumento no aquecimento global, a alteração no equilíbrio 

interno das plantas pode ser causada pela presença do estresse térmico, que 

pode atuar tanto na fisiologia quanto na bioquímica interna das plantas (Santos 

et al., 2022). A exposição prolongada e intensa a temperaturas elevadas, pode 

aumentar o desenvolvimento das raízes à procura de água no solo e diminuir o 

número de estômatos e a condutância estomática, como forma de evitar a perda 

de água através da transpiração (Chaki; Begara-Morales; Barroso, 2020). Ainda, 

as altas temperaturas são responsáveis pelos danos celulares, levando ao 

processo de estresse oxidativo ocasionado por radicais livres (Chaki; Begara-

Morales; Barroso, 2020). 

Já o estresse hídrico ocorre em razão da diminuição de água presente 

no solo, e consequentemente uma diminuição na absorção de água pelas 

plantas, ocorrendo principalmente quando a taxa da transpiração na superfície 

das folhas é maior que a água absorvida pelas raízes. Desta forma, a falta de 

água no solo e consequentemente nas plantas, é caracterizado como seca (Yang 

et al., 2021). O déficit hídrico gera diversas alterações nas plantas, como 

diminuição no crescimento e desenvolvimento, influencia negativamente nas 

trocas gasosas e na condutância estomática (Seleiman et al., 2021).  

Desta forma, a associação dos estresses térmico e hídrico promovem 

respostas metabólicas e moleculares diferentes nas plantas, sendo danosos às 

mesmas, levando à diminuição na produção da cultura, tendo impacto negativo 

na alimentação mundial (Barnabás; Jäger; Fehér, 2008; Killi et al., 2017). 

Em Leymus chinensis, o aumento da temperatura e a seca do solo 

reduziram a atividade do fotossistema II, diminuindo o anabolismo do nitrogênio, 

aumentando o catabolismo de proteínas e aumentando a peroxidação lipídica 

(Xu; Zhou, 2006; Barnabás; Jager; Fehér, 2008). Quando associados, os 

estresses térmicos e hídricos dificultam a abertura e fechamento de estômatos, 

portanto, a temperatura foliar aumenta drasticamente (Barnabás; Jager; Fehér, 

2008). 

O milho, ao ser exposto severamente a esses estresses em associação, 

tem perda de seu rendimento maior que 70%, e durante a polinização esse 

percentual pode atingir 100% (Meseka et al., 2018). Outro fator que causa danos 
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ao milho é a temperatura noturna alta, diminuindo o rendimento de grãos e a 

produção, além de provocar senescência precoce das folhas, visto que durante 

a noite o milho continua a respiração, mas interrompe a fotossíntese, 

consumindo os produtos metabólicos sintetizados durante o dia (Maldaner et al., 

2014). 

Desta forma, os estresses térmicos e hídricos, além de causar danos na 

produtividade do milho, interferem negativamente no seu crescimento, com a 

diminuição na massa fresca e seca dos caules e raízes (Ayub et al., 2021). 

Afetam negativamente seus processos fisiológicos e bioquímicos, com a 

diminuição na fotossíntese, aumento na temperatura foliar, diminuição nas taxas 

de transpiração, e aumento na concentração de prolina (Ayub et al., 2021).  

Com os estresses, as plantas sintetizam em altas concentrações 

espécies reativas de oxigênio (EROs), como superóxido (O2
−), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH-), responsáveis por afetar 

negativamente a síntese de proteínas, DNA, lipídeos e interferirem nas funções 

celulares (Das; Roychoudhury, 2014; Pasala; Minhas; Wakchaure, 2017).  

Em razão disso, para se defender e proteger contra os estresses e as 

EROs e como forma de manter o equilíbrio celular interno, as plantas sintetizam 

compostos e substâncias como os osmoprotetores, estando os açúcares, 

açúcares-álcool (manitol) e proteínas (prolina) responsáveis por promover o 

equilíbrio osmótico, ainda, sintetizam proteínas de choque térmico (Qu et al., 

2013), e enzimas antioxidantes, que atuam principalmente na diminuição dos 

impactos negativos das EROs (Das; Roychoudhury, 2014; Balfagón et al., 2021). 

Como respostas, as plantas também sintetizam biorreguladores (Hasanuzzaman 

et al., 2013; Srivastava et al., 2016). 

 

2.3 Biorreguladores em plantas 

 

Os biorreguladores, produzidos de forma natural pela planta ou inseridos 

sinteticamente, atuam no metabolismo da planta, influenciando em estruturas e 

processos celulares, assim como na qualidade da produção, e quando aplicados 

exogenamente na agricultura, proporcionam o aumento na produtividade 

(Ratnakumar et al., 2016; Srivastava et al., 2016; Zulfiqar; Ashraf, 2021).  
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Alguns exemplos de biorreguladores são a melatonina, histamina, GABA 

e dopamina, classificados como indolaminas, aminoácido e catecolamina, 

respectivamente (Von Haartmann; Kahlson; Steinhardt, 1966; Ramos-Ruiz; 

Martinez; Knauf-Beiter, 2019; Liu et al., 2020; Oliveira-Spolaor et al., 2022).  

Além disso, existem diversos modos de aplicação de biomoléculas, com 

diferentes benefícios às plantas, o tratamento de semente é uma técnica com 

custo baixo e tem baixo impacto no ambiente, visto que diminui a área de 

aplicação quando comparada com pulverização (Cunha et al., 2015).  

Já a aplicação foliar apresenta como vantagem a utilização de toda a 

solução a ser aplicada, sem que ocorra perda do conteúdo por volatilização 

(Faroni et al., 2007). 

Diversos trabalhos utilizam ambas as técnicas para elucidar o benefício 

da utilização de biomoléculas, como tratamento em sementes e aplicação foliar 

de melatonina em plantas submetidas à estresse hídrico (Oliveira-Spolaor et al., 

2022). 

Desta forma, a aplicação destes bioreguladores, influencia no processo 

de germinação, na respiração, abertura e fechamento de estômatos e 

crescimento celular (Pasala; Minhas; Wakchaure, 2017). Agem no sistema de 

defesa da planta, com a função de tornar as plantas mais tolerantes e adaptadas 

aos diferentes tipos de estresses (Pasala; Minhas; Wakchaure, 2017; Zulfiqar; 

Ashraf, 2021). 

Além de promoverem o aumento na atividade fotossintética, no 

crescimento e no vigor das plantas, estimulam a floração e a obtenção de 

nutrientes (Ratnakumar et al., 2016). Um biorregulador com atuação importante 

e encontrado em algumas plantas é a Acetilcolina (ACh) (Hartmann; Gupta, 

1989). 

 

2.4 Acetilcolina 

 

A Acetilcolina (ACh) [CH3COOCH2CH2N+(CH3)3], é uma amina 

quarternária, com a presença de um éster acético e colina (Tretyn; Kendrick, 

1991; Kurchii, 2009; Daneluzzi, 2012), é um neurotransmissor em animais, 

atuando na transmissão de informações do sistema nervoso e muscular 
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(Hartmann; Gupta, 1989) e foi reconhecido como um biorregulador não neural 

no início do século XX por Ewins (1914). 

A mesma é sintetizada a partir do processo de catalisação realizado pela 

enzima colina acetiltransferase, transformando a colina e a acetil-coA em 

acetilcolina (ACh), e posteriormente, a ACh é hidrolisada pela enzima 

acetilcolinesterase (AChE), surgindo os metabólitos colina e acetato (Daneluzzi, 

2012). 

 

Figura 1 - Biossíntese da acetilcolina. A reação enzimática ocorre a partir da Acetil-CoA com 

Colina, enzima Colina Acetiltransferase forma acetilcolina, e enzima acetilcolinesterase hidrolisa 

a molécula (ACh) em acetato e colina (adaptado de Daneluzzi, 2012). 

 

Este biorregulador foi identificado em 65 espécies de plantas, incluindo 

o milho (Hartmann; Gupta, 1989). A ACh age em diversos processos 

morfológicos e fisiológicos. A partir de sua aplicação, foi observado aumento de 

raízes laterais em plântulas de rabanete e tomate (Bamel; Gupta; Gupta, 2007; 

Sugiyama; Tezuka, 2011), diminuição dos efeitos do estresse osmótico em 

sementes de soja (Braga; Pissolato; Souza, 2017), em Nicotiana benthamiana, 

sob estresse salino, a ACh promoveu aumento na capacidade fotossintética e 

nas atividades das enzimas antioxidantes (Qin et al., 2019; Qin et al., 2021). 

Estudos sugerem que a ACh está envolvida em processos como 

diferenciação, homeostase osmótica e fotossintética, atuando no transporte de 

água e eletrólitos, favorecendo o processo de crescimento (Kawashima et al., 

2007). Sua atuação no crescimento é realizada em razão da sua interação com 

hormônios, como auxina, giberelinas e etileno (Daneluzzi, 2012). A ACh 

consegue elevar o processo de permeabilidade iônica de membranas, promover 
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mudanças no potencial de membrana das células vegetais, atuar na abertura de 

estômatos e como sinalizadora entre raiz e parte aérea (Jaffe, 1970; Wang; 

Wang; Lou, 1999; Wang et al., 2003).  

Ainda, a enzima acetilcolinesterase (AChE) tem importância em meio ao 

estresse, sendo observado o aumento de sua atividade em plântulas de milho 

sob altas temperaturas (Yamamoto; Sakamoto; Momonoki, 2011) promovendo 

uma tolerância/proteção das plantas ao estresse térmico (Odjakova; 

Hadjiivanova, 1997; Horiuchi et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

 

3 OBJETIVO GERAL E ESPECÍFICOS 

 

O objetivo do projeto foi analisar os potenciais efeitos fisiológicos e 

bioquímicos da aplicação de Acetilcolina em plantas de milho sob estresses 

térmico e hídrico. 

Objetivos específicos: 

• Avaliar qual modo de aplicação é mais eficiente: tratamento de semente 

(TS) ou foliar (F); 

• Analisar se a aplicação de acetilcolina influenciou nos parâmetros 

fotossintéticos em plantas estressadas; 

• Avaliar se compostos antioxidantes produzidos pelas plantas com 

aplicação foram eficazes na redução de radicais livres. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Centro de Estudos em 

Ecofisiologia Vegetal do Oeste Paulista (CEVOP) na Universidade do Oeste 

Paulista (UNOESTE), em Presidente Prudente – SP, Brasil. Os experimentos 

foram realizados com plantas de milho (Zea mays) – cultivar Dkb335 pro3.  

 

4.1 Aplicação de acetilcolina (ACh) no desempenho fisiológico em milho 

sob estresse térmico e hídrico 

 

O experimento foi divido em plantas sob condição normal (temperatura 

31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante (alta temperatura 

(38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão hídrica). Em ambos com plantas sem 

aplicação (controle - C) e com aplicação de Acetilcolina em semente (TS) e foliar 

(F) com 1 mmol L-1.  

A acetilcolina (sigma-aldrich) apresenta peso molar de 181,66 g/mol, sua 

solução foi realizada através da dissolução de 0,0275 gramas de ACh em 150 

mL de água destilada, formando a solução desejada de 1 mmol L-1. 

Com esquema fatorial 2 x 3 (2 ambientes x 3 aplicações). Para cada 

tratamento foram utilizadas 6 repetições (plantas), com delineamento 

experimental inteiramente casualizado. 

Para o tratamento de sementes (TS), as sementes foram dispostas em 

três folhas de papel germitest (duas folhas de base e uma de cobertura), a ACh 

(1 mmol L-1) foi aplicada o equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco, 

diretamente nas folhas germitest, e posteriormente foram mantidas por 24h em 

uma câmara de germinação Mangelsdorf (ELETROLAB, São Paulo, BR). 

Foram utilizados vasos com 15 kg de terra vegetal e a semeadura 

ocorreu dia 04/11/22 e emergiram no dia 08/11/22, desta forma, 17 dias após a 

emergência, quando atingiram o estádio fenológico V3/V4, foi realizada a 

aplicação, pois todas as folhas e espigas que serão formadas se estabelecem 

neste período (Magalhães; Durães, 2006). Desta forma, dia 25/11/22 as plantas 

sem o TS receberam aplicação por pulverização nas folhas de 1 mmol L-1 de 

ACh e as plantas controle (C - 0 mmol L-1) receberam água destilada. Cada 

planta foi pulverizada, com auxílio de um pulverizador manual, com 11 mL de 
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ACh. No mesmo dia, as plantas foram submetidas à alta temperatura e 

suspensão de irrigação em fitotron, para um maior controle. 

O potencial hídrico foliar (Ψf) foi mensurado às 12:00 horas da manhã, 

na 3º folha, com uma câmara de pressão Scholander (modelo 1000, PMS 

Instruments, EUA), no quinto dia (30/11/22) após submissão aos estresses para 

verificar se o potencial hídrico foliar do tratamento de estresse atingiu próximo a 

-1,5 MPa (Tabela 1). Paralelamente, foi coletado a 4ª folha das plantas, nas 6 

repetições biológicas por tratamento para análises bioquímicas. 

 

Tabela 1 – Potencial hídrico foliar (Ψf) das plantas de milho tratadas com diferentes aplicações 
de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada 
(C) submetidas à condição normal (CN) (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição 
estressante (CE) (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação) (Tukey, p<0.05). 

 

 Potencial hídrico foliar (Ψf)  

Tratamentos CN CE 

C -0,6187 Aa -1,35 ABb 

TS  -1,475 Ba 

F  -1,15 Aa 

CV% (média) -6,06 -7,32 

 

Em seguida, as plantas foram reidratadas e retornaram a temperatura 

controle, e análise de recuperação após 24 horas foram realizadas medidas 

fisiológicas pontuais de trocas gasosas. Posteriormente, foram para casa de 

vegetação até o final do ciclo. 

 

4.2 Parâmetros de Avaliação 

 

4.2.1 Medidas de trocas gasosas e Fluorescência da clorofila a 

 

Medidas instantâneas de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, 

foram obtidas utilizando um analisador de gases por infra-vermelho (Li-

6400XTR, LiCor, EUA). 

As medidas foram realizadas pela manhã (9 horas) na terceira folha 

sadia e completamente expandidas, no terceiro, quarto e quinto dias após 

submissão dos estreses (dias 28, 29 e 30 de novembro de 2022) e 24 horas após 
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reidratação (dia 01 de dezembro de 2022) sob irradiância de 1200 μmol m-2s-1, 

com uma concentração de CO2 na câmara de amostragem de 400 μmol CO2 

mol-1 de ar. Foram analisados os seguintes parâmetros de trocas gasosas: 

assimilação líquida de CO2 (A), condutância estomática (gs), concentração 

intercelular de CO2 (Ci), e transpiração (E). A partir dessas medidas foi calculada 

a eficiência do uso da água (EUA), eficiência de carboxilação da rubisco (A/Ci) e 

a taxa de transporte de elétrons (ETR). 

As medidas da fluorescência da clorofila a foi realizada a partir dos 

parâmetros determinados para análise do Fotossistema II segundo Kotakis 

(2013) com modificações: eficiência quântica potencial (Fv’/Fm’) (Bilguer; 

Schreiber; Bock, 1995).  

 

4.3 Análises bioquímicas 

 

Análises de parâmetros bioquímicos ocorreram por meio de uma série 

de enzimas que possuem um mecanismo de inativação de EROs, antioxidante 

enzimático (SOD, CAT e APX) em folhas das plantas de milho. Além de 

determinação de superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e peroxidação 

lipídica (MDA), e a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). 

 

4.3.1. Superóxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) 

 

A atividade da Superóxido dismutase (SOD) considera a capacidade da 

enzima em inibir a fotorredução do NBT (Azul de nitrotetrazólio cloreto). Sua 

atividade foi determinada pela adição de 50 μL de extrato bruto em uma solução 

contendo 13 mMol de metionina, 75 μmol de NBT, 100 nmol de EDTA e 2 μmol 

de riboflavina em 3,0 mL de tampão fosfato de potássio 50 mmol, pH 7.8. 

A reação foi iniciada pela iluminação dos tubos, em uma câmara 

composta por lâmpadas fluorescentes (15W), a 25ºC. Após 5 minutos de 

incubação, o final da catálise foi determinado pela interrupção da luz 

(Giannopolitis; Ries, 1977). O composto azul formado pela fotorredução do NBT, 

determinado pelo incremento na absorção a 560 nm. Os tubos considerados 

brancos para a análise receberam os mesmos reagentes, porém foram mantidos 

cobertos em papel alumínio. Uma unidade de SOD foi definida como a 
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quantidade de enzima necessária para inibição de 50% da fotorredução do NBT. 

Para o cálculo da atividade específica da enzima, considerou-se a porcentagem 

de inibição obtida, o volume da amostra e a concentração de proteína na amostra 

(μg/μL). 

 

4.3.2 Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) 

 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada por medição em aparelho 

espectrofotômetro a 240 nm pelo monitoramento da variação da absorção do 

peróxido de hidrogênio, conforme Peixoto et al. (1999). Para o teste, foi 

adicionado 50 μL de extrato bruto a 950 μL de tampão fosfato de potássio, 50 

mMol, pH 7.0, suplementado com peróxido de hidrogênio a uma concentração 

final de 12.5 mmol. A variação de absorção (∆E) foi calculada em um intervalo 

de 80s, sendo a atividade da enzima calculada utilizando um coeficiente de 

extinção molar ε = 39,4 mmol-1cm-1. A atividade específica (μKat μg Prot-1) da 

catalase levou em consideração a concentração de proteína solúvel no teste. 

 

4.3.3 Ascorbato peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) 

 

A análise de ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela leitura em 

espectrofotômetro a 290 nm. Foi utilizado um tampão fosfato de potássio, 50 

mMol, pH 7.0. Para o teste, em 1,700 μL do tampão foi adicionado 80 μL de 

ascorbato de sódio (0.8 mmol), 100 μL de peróxido de hidrogênio (1 mmol) e 50 

μL de extrato vegetal. Para o zero foi utilizado todos os reagentes e o extrato foi 

substituído por água. A variação de absorção (∆E) foi calculada em um intervalo 

de 60s, utilizando um coeficiente de extinção molar ε = 2,8 mmol-1 cm-1 (Koshiba, 

1993). 

 

4.3.4 Superóxido ânion (O2
-) 

 

O superóxido ânion foi determinado de acordo com Li et al. (2010). Foi 

macerado 200 mg de amostra (tecido foliar), que foi homogeneizado com 1.800 

μL de tampão fosfato de potássio 65 mmol (pH 7.8) e centrifugado a 5000 rpm 

por 10 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 1.500 μL de tampão fosfato de 
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potássio 65 mmol (pH 7.8) e 50 μL de hidroxilamina 10 mMol, juntamente à 50 

μL do extrato vegetal, a solução foi incubada em banho maria a 25 ºC por 20 

minutos. Posteriormente, foi adicionado à mistura 100 μL de sulfanilamida (17 

mmol) e 100 μL de a-naftilamina (7 mmol), novamente a solução foi incubada em 

banho maria à 25 ºC por 20 minutos. Após o período de espera, foi realizada 

leitura em espectrofotômetro a 530 nm. Uma curva padrão com radical nitrito 

(NO2) foi utilizada para calcular a taxa de geração de O2
-. 

 

4.3.5 Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

Para análise de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado 700 μL de 

tampão fosfato de potássio, 10 mmol, pH 7.0, foi adicionado 1 mL de Iodeto de 

potássio (1 mmol) e 300 μL de extrato vegetal (deve fechar em 2 mL). Para o 

zero, o extrato vegetal foi substituído por água, os tubos deveram ser incubados 

em banho-maria à 30ºC por 10 minutos e a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro a 390 nm (Velikova; Yordanov; Edreva, 2000). 

 

4.3.6 Peroxidação lipídica (MDA)  

 

A peroxidação de lipídeos foi realizada por quantificação da 

concentração de malondialdeído (MDA) reagente com ácido tiobarbitúrico (TBA). 

Então 200mg de material vegetal e 2 mL de 0,1% de ácido tricloroacético (TCA). 

A mistura foi centrifugada à 12000 rpm por 20 minutos. Foi adicionado 500 μL 

de sobrenadante a 500 μL de TBA à 0,5% em TCA à 10%. Essa solução foi 

incubada em banho-maria à 90 ºC por 20 minutos, e a reação foi interrompida 

através da refrigeração em gelo por 10 minutos. A absorbância do TBA gerado 

foi realizada por espectrofotometria à 535 nm, e efetuou a correção das medidas 

para turbidez inespecífica subtraindo a absorbância à 600 nm. A concentração 

de TBA foi calculada usando o coeficiente de absorbância 1,55x10-5 nmol-1 

(Elstner; Heupel, 1976; Li et al., 2010). 
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4.3.7 Acetilcolinesterase (AChE) 

 

A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi determinada a partir 

do reagente colorimétrico SH, ácido 5,5’-dithiobis-2-Nitrobenzoico (DTNB) 

(Ellman et al.,1961). Foram utilizadas partes da folha de milho, extraídas em 

tampão fosfato de potássio pH 7,0 com 10 mmol (contendo EDTA a 10 mmol, e 

4% de sulfato de amônio). Foram mantidas 1h no escuro, e o sobrenadante foi 

coletado após centrifugação por 15 min. No precipitado coletado foi adicionado 

3x o volume final de tampão de extração (esse processo foi repetido 2 vezes). O 

extrato foi então deixado durante a noite. O precipitado foi coletado por 

centrifugação e suspenso em 3 mL de tampão fosfato de sódio pH 7,4 a 100 

mmol e centrifugou-se novamente. Para reação foram utilizados 100 μL da 

amostra e 150 μL de tampão fosfato de sódio pH 7,0 (100mM), mantidos a 30 ºC 

em banho maria por 10 min., posteriormente foram adicionados 250 μL de ASCh 

Chloride (12,5 mmol em 100 mmol de tampão fosfato de sódio, pH 7,0). Foram 

incubados por 120 min. a 30 ºC. Após incubação, 300 μL da solução foi 

transferida para outro tubo e adicionou-se 1,425 μL de tampão fosfato de sódio, 

pH 7,0 e 75 μL de DTNB (10 mmol em 100 mmol de tampão fosfato de sódio, pH 

7,0). A absorbância utilizada para leitura em espectrofotômetro foi de 412nm com 

coeficiente de extinção molar de 13,600 e foi utilizado tubo sem a presença das 

amostras como controle (Sagane et al., 2005). 

 

4.3.8 Fenóis e Flavonoides totais 

 

Para ambas as análises a extração foi realizada com a pesagem de 0,5 

gramas de massa fresca, maceradas em nitrogênio líquido e transferidas para 

um tubo com rosca. Foi adicionado 5 mL de etanol 80% e posteriormente, 

deixado em banho-maria a 30 ºC por 3 horas. Após este período, as amostras 

foram filtradas em papel filtro e armazenadas em congelador. 

Os fenóis totais nas folhas foram analisados segundo o método Folin-

Ciocalteu (Noriega et al., 2012), utilizando ácido gálico nas concentrações de 25 

a 500 μg mL-1 para construir a curva padrão. As reações para determinação de 

fenóis totais foram realizadas com a utilização de 25 μL de amostra, 1250 μL de 

água destilada e 125 μL de Folin-Ciocalteu, após a adição dos compostos 
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anteriores, foi necessário aguardar 3 minutos, e após este tempo foram 

adicionados 350 μL de NaCO3 e 750 μL de água destilada, as amostras então 

ficaram armazenadas no escuro por 1 hora. Posteriormente, a leitura dos tubos 

foi realizada em espectrofotômetro a 765 nm em cubeta de quartzo, o branco 

(para zerar o espectrofotômetro) foi realizado da mesma forma da amostra, 

exceto que ao invés da amostra, adicionou-se 25 μL de água destilada. A sua 

concentração foi expressa em μg mL-1 de equivalentes de ácido gálico. As 

análises foram realizadas em duplicata. 

A determinação dos flavonoides totais nas folhas foi realizada de acordo 

com Yao et al. (2004). Para a elaboração da curva analítica, foi utilizada rutina 

diluída em álcool etílico absoluto nas concentrações de 25 a 500 μg mL-1. As 

concentrações de flavonoides foram realizadas a partir da adição de 100 μL de 

amostra, 400 μL de etanol 70% e 50 μL de NaNO2, aguardou 6 minutos e 

adicionou-se 50 μL de AlCl3, 300 μL de NaOH e 100 μL de água destilada, 

ficaram em repouso no escuro por 15 minutos e posteriormente foi realizada a 

leitura em espectrofotômetro a 510 nm em cubeta de quartzo. Para zerar o 

espectrofotômetro foi utilizado as mesmas soluções, exceto a amostra 

(substituída por água destilada). A sua concentração foi expressa em μg mL-1 de 

equivalentes de rutina. As análises foram realizadas em duplicata. 

 

4.4 Avaliação biométrica, biomassa e de produção 

 

No dia 17/03/23, 4 meses após a emergência, foram realizados altura 

(auxilio de fitas métricas) e diâmetro das plantas (utilizando um paquímetro). 

Para biomassa: massa seca das folhas (MSF), massa seca do caule (MSC) e 

massa da espiga (ME). Ainda, foram realizadas estimativas de produção, onde 

as espigas foram removidas da casca e debulhadas, posteriormente foi realizada 

a medição do peso de 100 grãos (Ahmad et al., 2021). 

 

4.5 Análise estatística  

 

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas 

entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). As análises foram realizadas com o 

auxílio do programa estatístico SISVAR v. 5.1 (Ferreira, 2011). Foi realizada uma 
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análise multivariada por componentes principais (PCA) com o programa 

estatístico PC-Ord. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliações fisiológicas 

 

No primeiro dia de medidas fisiológicas, terceiro dia após submissão dos 

estresses (28/11/2022) em condição normal as plantas aumentaram a 

assimilação líquida de CO2 (A) com aplicação foliar de 1 mmol L-1 (F), comparada 

à concentração controle de 0 mmol L-1 (C) (Figura 2 - A). Para as plantas em 

condição estressante houve uma diminuição da A nas plantas com tratamento F 

de 16,22%, comparadas a C (Figura 2 - A). 

Com relação à condutância estomática (gs), as plantas em condição 

normal, com tratamento de semente (TS) e F aumentaram a condutância 

comparada às C (Figura 2 - B). E sob condição estressante, observa-se que as 

plantas com aplicação F diminuiu 28,04% a condutância em comparação à C 

(Figura 2 - B). 

Na concentração intercelular de CO2 (Ci), sob condição normal, as 

plantas com tratamento F aumentaram a concentração de CO2 em 55,04%, em 

relação ao tratamento C (Figura 2 - C). Na condição estressante, as plantas com 

aplicação F diminuíram o Ci comparado à C (Figura 2 - C). 

No parâmetro de transpiração (E), sob condição estressante, as plantas 

com tratamento F, apresentaram diminuição de 20,32% comparado à C (Figura 

2 - D). 
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Figura 2 - Assimilação líquida de CO2 (A) (A), condutância estomática (gs) (B), concentração 
intercelular de CO2 (Ci) (C) e transpiração (E) (D) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), três dias (28/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

No quarto dia após submissão aos estresses (29/11/2022) em condição 

estressante, é possível observar uma diminuição da A e do gs nas plantas com 

tratamento F, tanto com relação à condição quanto com a aplicação de ACh 

comparado à C (Figura 3 - A e B).  

Em Ci, sob condição estressante, as plantas com TS e F, diferiram da C 

com relação à alta temperatura e suspensão de irrigação (Figura 3 - C). Para E, 

as plantas na condição estressante com tratamento F, houve diminuição da 

transpiração, com relação à aplicação (Figura 3 - D). 
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Figura 3 - Assimilação líquida de CO2 (A) (A), condutância estomática (gs) (B), concentração 
intercelular de CO2 (Ci) (C) e transpiração (E) (D) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), quatro dias (29/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

No quinto dia das plantas submetidas a alta temperatura e suspensão 

da irrigação (30/11/22) é possível observar diferença estatística na A, gs e Ci 

entre as condições, mas não entre os modos de aplicação, onde a condição 

normal apresentou aumento comparada à condição estressante (Figura 4 - A, B 

e C). 

 Em E, também não houve diferença entre os modos de aplicação, mas 

o aumento ocorreu na condição estressante e não na condição normal (Figura 4 

- D).  
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Figura 4 - Assimilação líquida de CO2 (A) (A), condutância estomática (gs) (B), concentração 
intercelular de CO2 (Ci) (C) e transpiração (E) (D) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Após 24 horas da retomada das condições normais (01/12/2022), as 

plantas em condição estressante retomaram a temperatura controle e foram 

irrigadas. Foram realizadas análises de reidratação, a A nas plantas em condição 

estressante, com tratamento F apresentou diminuição comparado comparada à 

C e TS (Figura 5 - A). 

No parâmetro de gs e Ci, as plantas na condição normal em TS e F 

apresentaram diminuição comparadas ao tratamento C (Figura 5 – B e C).  

Na condição estressante, as plantas nos tratamentos C e F, não se 

diferiram estatisticamente no gs, no entanto, as plantas com TS apresentou 

aumento comparadas à C (Figura 5 - B). Em Ci, também em condição 

estressante, não houve diferença entre os tratamentos, independente dos modos 

de aplicação e condição (Figura 5 - C). 
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Com relação à E, em condição normal, as plantas com TS, diminuiu 

comparadas ao tratamento C (Figura 5 - D). Em condição estressante as plantas 

nos tratamentos C e F se equipararam estatisticamente a TS (Figura 5 - D). 

 

 

Figura 5 - Assimilação líquida de CO2 (A) (A), condutância estomática (gs) (B), concentração 
intercelular de CO2 (Ci) (C) e transpiração (E) (D) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), 24h (01/12/22) após 
retomada das condições normais. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa 
entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 

 

No terceiro dia do início dos estresses, a análise de eficiência do uso da 

água (EUA), as plantas não apresentaram diferença com relação ao modo de 

aplicação, apenas entre as condições, na qual, a condição estressante 

ocasionou diminuição em EUA, quando comparadas com plantas em condição 

normal (Figura 6).  
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Figura 6 - Eficiência do uso da água (EUA) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), três dias (28/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 

 

No quarto dia, a EUA, as plantas não apresentaram diferença 

significativa com relação ao modo de aplicação, apenas entre as condições 

(Figura 7). 

 

Figura 7 - Eficiência do uso da água (EUA) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), quatro dias (29/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
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O mesmo da Figura 7 foi observado nas plantas no quinto dia de 

estresse, as plantas em condição normal, independente dos modos de aplicação 

de ACh utilizadas apresentaram melhor EUA comparada às plantas na condição 

estressante (Figura 8). 

 

 

Figura 8 - Eficiência do uso da água (EUA) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Na análise de recuperação, em condição estressante, com o tratamento 

F aumentou a EUA, com relação à condição imposta, comparada às demais 

doses na mesma condição (Figura 9).  
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Figura 9 - Eficiência do uso da água (EUA) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), 24h (01/12/2022) após 
retomada das condições normais. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa 
entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

No terceiro dia de estresse, não houve diferença estatística significativa 

na eficiência da carboxilação da rubisco (A/Ci) (Figura 10). 

 

 

Figura 10 - Eficiência de carboxilação da Rubisco (A/Ci) em plantas de milho tratadas com 
diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle 
com água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), três dias (28/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
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O mesmo foi observado no quarto dia após submissão aos estresses, 

onde A/Ci não apresentou diferença estatística entre as condições e entre os 

modos de aplicação (Figura 11). 

 

Figura 11 - Eficiência de carboxilação da Rubisco (A/Ci) em plantas de milho tratadas com 
diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle 
com água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), quatro dias (29/11/22) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Já no quinto dia de estresse, sob condição estressante, as plantas com 

TS, apresentou diminuição na A/Ci comparadas ao tratamento F (Figura 12). 

 

Figura 12 - Eficiência de carboxilação da Rubisco (A/Ci) em plantas de milho tratadas com 
diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle 
com água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/22) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 



43 

 

 

 

Na análise de recuperação, 24 horas após retomada das condições 

normais (01/12/2022), no parâmetro de A/Ci as plantas na condição normal, com 

aplicação de ACh, apresentaram aumento em TS, comparadas a C (Figura 13). 

Na condição estressante, as plantas em todos os tratamentos não diferiram 

estatisticamente entre si (Figura 13). 

 

 

Figura 13 - Eficiência de carboxilação da Rubisco (A/Ci) em plantas de milho tratadas com 
diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle 
com água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC diae suspensão da irrigação), 24h (01/12/2022) após 
retomada das condições normais. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa 
entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 
 

Sob condição estressante, terceiro dia de estresse, as plantas no 

tratamento F diminuiu 18,45% a taxa de transporte de elétrons (ETR) comparada 

a C (Figura 14). 
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Figura 14 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), três dias (28/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Após quatro dias de estresse, na ETR, as plantas no tratamento F, em 

condição estressante, diferiu estatisticamente com relação ao modo de aplicação 

comparada ao tratamento TS. Apresentando diferenças entre a mesma 

aplicação (F) na condição normal (Figura 15). 

 

Figura 15 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), quatro dias (29/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
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No ETR, dia 30/11/22, com cinco dias após submissão aos estresses, as 

plantas sob condição normal, indiferente dos modos de aplicação de ACh 

utilizadas, apresentaram um aumento comparada às plantas na condição 

estressante (Figura 16). 

 

 

Figura 16 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Na análise de recuperação, as plantas na condição estressante, 

apresentaram ETR menor estatisticamente no tratamento F comparadas à TS, e 

diminuiu 32,4% comparada ao mesmo tratamento na condição normal (Figura 

17). 
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Figura 17 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), 24h (01/12/2022) após 
retomada das condições normais. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa 
entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Na fluorescência da clorofila a (Fv’/Fm’), primeiro dia de análise 

(28/11/22) e três dias após submissão aos estresses, o tratamento F apresentou 

uma diminuição em comparação às plantas C com relação à condição (Figura 

18). 

 

Figura 18 - Fluorescência da clorofila a (Fv’/Fm’) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), três dias (28/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
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No quarto dia de estresse, no parâmetro de Fv’/Fm’ as plantas com 

tratamento F em condição estressante apresentou diminuição com relação ao 

modo de aplicação comparada a C (Figura 19). 

 

 

Figura 19 - Fluorescência da clorofila a (Fv’/Fm’) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), quatro dias (29/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros.  

 
Na Fv’/Fm’, cinco dias após estressadas, independente dos modos de 

aplicação de ACh utilizadas, as plantas em condição estressante apresentaram 

aumento estatístico em TS e F comparado às plantas C. Ainda, as plantas nos 

mesmos tratamentos e na mesma condição estressante equipararam 

estatisticamente com as plantas em condição normal, independente da forma de 

aplicação de ACh (Figura 20). 
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Figura 20 - Fluorescência da clorofila a (Fv’/Fm’) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noiyr e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/2022) 
após a submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 
 

Na análise de recuperação, na Fv’/Fm’ não houve diferenças estatísticas, 

independente das condições e dos modos de aplicação de ACh utilizadas (Figura 

21). 

 
Figura 21 - Fluorescência da clorofila a (Fv’/Fm’) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), 24h (01/12/2022) após 
retomada das condições normais. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa 
entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
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5.2 Avaliações bioquímicas  
 
 

A SOD diminuiu sua atividade, em condição normal nas plantas de milho 

com tratamento F em 45,9% e 39,43%, respectivamente, comparadas à C e TS 

(Figura 22 - A). Sob condição estressante, as plantas com tratamento F 

apresentou diminuição de SOD em 15,17%, comparadas à C (Figura 22 - A). 

A CAT apresentou um aumento da atividade enzimática nas plantas com 

TS e F em condição normal, em condição estressante, as plantas com TS 

aumentaram a atividade enzimática comparada a C (Figura 22 - B). 

A enzima APX em condição normal nas plantas de milho no TS 

aumentou 155,28% sua atividade enzimática comparada a C, no entanto, as 

plantas no tratamento F diminuiu 46,3% comparada ao tratamento C (Figura 22 

- C). Já em condição estressante, as plantas com TS e F diminuíram a atividade 

enzimática da APX em 66,8% e 47,64% respectivamente, comparadas às 

plantas C (Figura 22 - C). 

 

Figura 22 - Superóxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B) e ascorbato peroxidase (APX) 
(C) em plantas de milho tratadas com diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes 
(TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à condição normal 
(31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão 
da irrigação), cinco dias (30/11/2022) após submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas 
indicam diferença significativa entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre 
estresses térmico e hídrico associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 

 

No O2
-, as plantas na condição normal no tratamento F apresentam uma 

diminuição comparadas a C e TS (Figura 23 - A). Em condição estressante as 

plantas no tratamento F aumentaram 28,91% o O2
- comparada às plantas C 

(Figura 23 - A). 

No H2O2 em condição normal, não diferiram estatisticamente entre os 

tratamentos (Figura 23 - B). Sob condição estressante, as plantas no tratamento 
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F aumentou a produção de peróxido de hidrogênio comparadas à C (Figura 23 - 

B). 

No parâmetro de MDA, sob condição normal, as plantas com TS diminuiu 

24,40% com relação a C (Figura 23 - C). Em condição estressante as plantas 

com TS e F diminuíram o teor de MDA em 23,88% e 30,94%, respectivamente, 

comparadas à C (Figura 23 - C). 

 

Figura 23 - Superóxido (O2
-) (A), peróxido de hidrogênio (H2O2) (B) e peroxidação lipídica (MDA) 

(C) em plantas de milho tratadas com diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes 
(TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à condição normal 
(31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante (38 ºC/2 8ºC dia/noite e suspensão 
da irrigação), cinco dias (30/11/2022) após submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas 
indicam diferença significativa entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre 
estresses térmico e hídrico associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
 

Na atividade da enzima Acetilcolinesterase (AChE), as plantas sob 

condição normal com TS e F diminuíram comparadas a C (Figura 24). Em 

condição estressante as plantas com TS e F também diminuíram a atividade da 

enzima AChE comparada à C (Figura 24). 
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Figura 24 - Acetilcolinesterase (AChE) em plantas de milho tratadas com diferentes aplicações 
de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada 
(C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante 
(38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/2022) após submissão aos 
estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre os modos de 
aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados (Tukey, 
p<0.05). Barras indicam erros. 

 

Em fenóis e flavonoides totais, foram observados os mesmos resultados, 

desta forma, sob condição normal, as plantas com aplicação F diminuíram 

comparado a C com relação ao modo de aplicação (Figura 25 – A e B). No 

entanto, as plantas em condição estressante não apresentaram diferenças 

estatísticas, independente dos modos de aplicação de ACh utilizadas (Figura 25 

- A e B). 

 

Figura 25 - Fenóis totais (A) e flavonóides totais (B) em plantas de milho tratadas com diferentes 
aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com 
água destilada (Cl) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e 
condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação), cinco dias (30/11/2022) 
após submissão aos estresses. Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa entre 
os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico associados 
(Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 
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5.3 Avaliações biométricas, biomassa e produção 

 

Análises realizadas 4 meses após a emergência das plantas de milho, 

os parâmetros de CT e DC não apresentaram diferenças estatísticas, 

independente das condições e dos modos de aplicação de ACh utilizadas 

(Tabela 2). 

 
Tabela 2 – Comprimento total (CT) e diâmetro do colmo (DC) das plantas de 
milho tratadas com diferentes aplicações de ACh (tratamento de sementes (TS) 
e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à 
condição normal (CN) (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição 
estressante (CE) (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação). Quatro meses 
após emergência. (Tukey, p<0.05). 
 

Tratamentos 
Comprimento total (m) Diâmetro do colmo (mm) 

CN CE CN CE 

C 1,803 Aa 1,853 Aa 19,45 Aa 19,53 Aa 

TS 1,645 Aa 1,723 Aa 19,64 Aa 20,53 Aa 

F 1,780 Aa 1,845 Aa 20,58 Aa 20,12 Aa 

CV% (média) 6,45 5,33 11,3 14,48 

 

Houve um aumento da MSF na condição normal nas plantas com TS e 

F de ACh comparadas às plantas C (Figura 26 - A). Em condição estressante 

ocorreu uma diminuição de 28,53%, na MSF das plantas sob o tratamento TS 

comparada à C (Figura 26 - A). 

Em MSC apenas em condição estressante, as plantas no tratamento F 

diferiu dos outros tratamentos com relação à condição, e não com relação à 

aplicação de ACh (Figura 26 - B). 

Com relação à ME, na condição normal as plantas que receberam 

aplicação em TS diminuíram a massa da espiga comparadas à F (Figura 26 - C). 

Em condição estressante, as plantas de milho com aplicação F aumentou a ME 

em 23,03%, comparadas à C (Figura 26 - C). 
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Figura 26 - Massa seca da folha (MSF) (A), massa seca do colmo (MSC) (B) e massa da espiga 
(ME) (C) em plantas de milho tratadas com diferentes aplicações de ACh (tratamento de 
sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada (C) submetidas à 
condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante (38 ºC/28 ºC 
dia/noite e suspensão da irrigação). Letras maiúsculas distintas indicam diferença significativa 
entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e hídrico 
associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 

 

No peso de 100 grãos (g) as plantas na condição estressante com 

aplicação TS e F apresentaram aumento de 11,9% e 12,77%, respectivamente, 

comparadas às plantas C (Figura 27).  

 

 

Figura 27 - peso de 100 grãos (g) em plantas de milho tratadas com diferentes aplicações de 
ACh (tratamento de sementes (TS) e foliar (F) com 1 mmol L-1) e controle com água destilada 
(C) submetidas à condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e condição estressante 
(38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão da irrigação). Letras maiúsculas distintas indicam diferença 
significativa entre os modos de aplicação de ACh e letras minúsculas entre estresses térmico e 
hídrico associados (Tukey, p<0.05). Barras indicam erros. 

 
 
5.4 Análise multivariada por componentes principais (PCA) 
 

A análise de componentes principais (PCA) apresentou diferença nos 

agrupamentos com relação às condições (normal e estressante) (Figura – 28). A 
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PCA com todos os parâmetros deste trabalho representou 56,46% da variação 

total dos dados. A componente principal um (PCA1) explicou 47,72% e a 

componente principal dois (PCA2) explicou 8,74% (Figura – 28). As variáveis 

que mais contribuíram para distinção dos grupos na PCA1 foram no dia 

28/11/2022, assimilação líquida de CO2, condutância estomática, transpiração, 

eficiência no uso da água e taxa de transporte de elétrons. No dia 29/11/2022 

foram assimilação líquida de CO2, condutância estomática, concentração interna 

de CO2, eficiência no uso da água, fluorescência da clorofila a e taxa de 

transporte de elétrons. Para o dia 30/11/2022 foram assimilação líquida CO2, 

condutância estomática, concentração interna do CO2, transpiração, eficiência 

do uso da água, fluorescência da clorofila a, eficiência de carboxilação da rubisco 

e taxa de transporte de elétrons. E no dia 01/12/2022 foram assimilação líquida 

de CO2, condutância estomática, transpiração, eficiência no uso da água, 

eficiência da carboxilação da rubisco e taxa de transporte de elétrons. Também 

nos parâmetros bioquímicos como catalase, peróxido de hidrogênio, 

acetilcolinesterase, fenol e flavonoide totais e em biomassa, em massa da 

espiga. Enquanto que para a PCA2 foram transpiração no dia 29/11/2022, e 

fluorescência da clorofila a nos dias 29/11/2022 e 01/12/2022. A ordenação 

espacial das repetições permitiu a visualização de dois grupos formados por 

plantas sob condição normal (31,9 ºC/19,9 ºC máx./min. e irrigada) e plantas sob 

condição estressante (38 ºC/28 ºC dia/noite e suspensão na irrigação), por 

símbolos fechado e abertos, respectivamente. O grupo de plantas em condição 

normal está à esquerda do eixo central, nos quadrantes superior e inferior, 

enquanto que as plantas em condição estressante estão à direita do eixo 

principal, nos quadrantes superior e inferior (Figura – 28). 
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Figura 28 – Gráfico de ordenação gerado pela análise de componentes principais com todos os 
parâmetros deste trabalho (Figuras 2 a 27). Símbolos fechados e abertos indicam os tratamentos 
sem e com condição estressante, respectivamente. Quadrados preto, triângulo laranja e círculo 
preto indicam os modos de aplicação de ACh. As porcentagens que explicam as variações dos 
dados em cada componente são mostradas nos eixos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A cultura do milho é sensível a alterações ambientais, como alta 

temperatura e déficit hídrico (Bhusal et al., 2021; Erenstein et al., 2022). A 

interação dos estresses térmico e hídrico podem levar à redução da atividade 

fotossintética, do metabolismo oxidativo e ocasionar danos às membranas, desta 

forma, interfere negativamente em processos fisiológicos, morfológicos e 

bioquímicos das plantas (Hussain et al., 2019).  

O mecanismo da fotossíntese é essencial para o metabolismo primário 

das plantas, especialmente em situações de estresse (Wise et al., 2004). No 

estudo atual foi demonstrado que plantas com aplicação de ACh após submissão 

à alta temperatura e suspensão da irrigação diminuíram a atividade 

fotossintética, levando ao fechamento estomático, à diminuição do conteúdo 

interno de CO2 e diminuição na transpiração no tratamento F, nos dois primeiros 

dias de análise (28/11/22 e 29/11/22) (Figura 2 e 3). 

Desta forma, nossos resultados demonstraram a eficiência das plantas 

em manter o ajuste fisiológico, como forma de evitar a perda de água em meio à 

condição estressante. O processo de abertura e fechamento estomático ocorre 

em razão da alteração do volume das células guardas, influenciado pela 

presença de íons, como K+ (Wang; Wang; Lou,1999). Desta forma, a ACh está 

envolvida no processo de abertura e fechamento dos estômatos, na alteração da 

permeabilidade da membrana aos íons.  

Estudos sem aplicação de ACh, em briófitas encontraram atividade 

enzimática da acetilcolinesterase entre a parede celular e a membrana 

plasmática, acreditando no envolvimento da ACh no movimento dos estômatos 

(Wang; Wang; Lou,1999). Em plantas como tabaco e fava, a atividade da 

acetilcolinesterase, também foi relevante, desta forma, as células guardas é 

ponto alvo da acetilcolina (Wang; Wang; Lou,1999; Wang et al., 2003), ocorrendo 

a diminuição da perda de água através da redução da transpiração (Wang et al., 

2003; Jia; Zhang, 2008).  

Experimentos realizados em plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) 

com estresse salino e aplicação foliar e radicular de ACh em diferentes 

concentrações, apresentou resultados semelhantes, afirmando haver uma 
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correlação entre A e gs, pois ambas apresentaram diminuição, levando ao 

fechamento estomático, e desta forma, impedindo a entrada de CO2 nas folhas, 

reduzindo também os valores do Ci (Qin et al., 2019).  

Ainda sobre o ajuste fisiológico, houve diminuição de Fv’/Fm’, que é a 

eficiência fotoquímica adaptada à luz, para as plantas com aplicação F sob 

condição estressante tanto no primeiro quanto no segundo dia de análises 

fisiológicas (28 e 29/11/22) (Figura 18 e 19), demonstrando que houve dano nas 

clorofilas, caracterizando uma perturbação no aparato fotossintético, levando a 

diminuição da eficiência fotoquímica do PSII (Azevedo Neto et al., 2011).  

No entanto, no terceiro dia de análise (30/11/22), as plantas com TS e F 

aumentaram a Fv’/Fm’, e como observado na recuperação (01/12/22), não houve 

diferença significativa entres os tratamentos, desta forma, evidenciando uma 

fotoinibição transitória, não compromentendo a integridade das clorofilas (Figura 

20 e 21).  

Também nos dois primeiros dias (28 e 29/11/22), e na análise de 

recuperação (01/12/22), foi observado diminuição do ETR, com aplicação F em 

condição estressante (Figura 14, 15 e 17). A exposição das plantas à diferentes 

tipos de estresses abióticos podem reduzir a atividade do fotossistema II (PSII) 

levando à degradação de proteínas como a D1, que faz parte do centro de 

reação do PSII, é facilmente degradada com o excesso de luz, ocorrendo um 

processo de fotoinibição (Araújo; Deminicis, 2009), outro fator é a interferência 

na produção de ATP e NADPH para etapa final da bioquímica da fotossíntese 

(Pieters; Tezara; Herrera, 2003; Faseela et al., 2020; Perera-Castro; Flexas, 

2023).  

Em milho, submetido à estresse hídrico, foi observado uma diminuição 

acentuada na taxa de transporte de elétrons (ETR) (Guo et al., 2020). Ainda, a 

exposição prolongada ao estresse hídrico pode levar a ruptura de organelas 

celulares, dos pigmentos fotossintetizantes, membranas de tilacóides e 

cloroplastos (Manaa et al., 2021). 

No terceiro dia de análise, com as plantas condicionadas à alta 

temperatura e déficit hídrico (30/11/22), conseguimos observar que a 

concentração da ACh parou de influenciar nos parâmetros da A, gs, Ci e E, 

ocorrendo uma estabilização entre os tratamentos (Figura 4). Apesar disso, é 

possível inferir que a ACh beneficiou as plantas, através dos resultados 
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referentes ao potencial hídrico foliar (ψf), que é caracterizado pela diminuição da 

quantidade de água presente no solo, também decrescendo o conteúdo de água 

da folha, perdendo o turgor das células guardas e levando ao fechamento 

estomático (Nonami, 1998). 

 Os estresses hídricos com base no potencial hídrico foliar são definidos 

em três intervalos de classificação: ψ< -1,5MPa, déficit hídrico severo, entre -1,5 

e -0,8MPa déficit hídrico moderado e > -0,8MPa, sem déficit hídrico (Guimarães; 

Stone; Brunini, 2006). As plantas com o tratamento F sob condição estressante 

se equipararam às plantas controle (C) sob condição normal, com valores entre 

-0,6Mpa e -1,15Mpa. Desta forma, essas plantas apresentaram menor déficit 

hídrico, com relação aos outros tratamentos (Tabela 1). 

Além disso, as plantas quando estressadas, diminuem a atividade 

fotossintética e consequentemente a eficiência da carboxilação da rubisco (A/Ci) 

(Daneluzzi, 2012). Oposto aos nossos resultados, que apresentaram maior A/Ci 

em plantas estressadas com aplicação F de ACh também no dia 30/11/22 (Figura 

12). Quando a carboxilação é otimizada, temos uma preservação da integridade 

da Rubisco, sendo benéfica para o aparato bioquímico da fotossíntese. Em 

plantas estressadas, com aplicação de ACh, isso não resultou em incremento de 

A, porém, mesmo mantendo a integridade da rubisco o resultado de A em plantas 

C4 também é moderado pela enzima Pepcase (Bergamaschi; Matzenauer, 

2014). 

Nossos resultados fisiológicos referentes às análises de recuperação 

(01/12/22), com plantas em condição estressante que retornaram a temperatura 

adequada, após 24h. Medidas pontuais constataram que no TS, houve aumento 

de A, gs, Ci e E, no entanto, para as plantas com aplicação C e F, diminuíram a 

A juntamente com E, e aumentaram gs e Ci (Figura 5), constatando que elas 

ainda estavam em estado de recuperação e adaptação, visto que, o tempo de 

recuperação pode variar entre espécies, intensidade e duração de estresses 

(Liberato et al., 2006). 

Evidenciado em estudos realizados com diferentes genótipos de sorgo, 

submetidos à estresse hídrico, onde após quatro níveis de estresse: ameno (4 

dias), médio (8 dias) e severo (12 dias) demonstraram que a condutância 

estomática diminuiu drasticamente comparado às plantas irrigadas, e que esse 
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padrão se manteve 7 dias após a suspensão do estresse, no período de 

recuperação (Magalhães et al., 2016). 

A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) quando em 

concentrações adequadas é essencial para regulação de crescimento e 

desenvolvimento, no entanto, quando as plantas estão em condições de 

estresse, as EROs são danosas, causando estresse oxidativo, gerando 

degradação de compostos como carboidratos, lipídeos, ácidos nucleicos, 

proteínas celulares e peroxidação lipídica através da formação de 

malondialdeído (MDA) (Raza et al., 2022).  

Como forma de defesa, ocorre a síntese e atividade de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT e APX) e não enzimáticas (fenóis e flavonoides). A 

relação das EROs, com as enzimas, e os biorreguladores é que definem a 

sobrevivência das plantas nestas condições adversas (Raza et al., 2022). A 

utilização de biorreguladores estimula alguns processos celulares como a 

atividade enzimática (Raza et al., 2022).  

A enzima SOD é a primeira na linha de defesa contra EROs, onde é 

capaz de converter O2
- em H2O2, posteriormente, a H2O2 é convertida em O2 e 

H2O através das enzimas CAT e APX, diminuindo os danos da EROs (Su et al., 

2020b). 

Nossos resultados demonstraram que aplicação de ACh diminuiu a 

concentração de MDA em condição estressante para TS e F e aumentou a 

atividade enzimática da CAT (Figura 22 – B e 23 - C). Dois trabalhos 

apresentaram resultados semelhantes, com aplicação de ACh em Nicotiana 

benthamiana, um sob estresse hídrico e outro com estresse por cadmio, 

observando a redução do acumulo de EROs e aumento da atividade enzimática, 

da SOD, CAT e APX, desta forma, indicando que a ACh auxilia na expressão de 

genes relacionados às atividades das enzimas antioxidantes em folhas (Su et 

al., 2020b; Qi et al., 2023).  

A diminuição da atividade enzimática da AChE em TS e F em ambas as 

condições, e também a diminuição da atividade das enzimas SOD e APX, assim 

como aumento no conteúdo de H2O2 e O2
- (Figura 24, 22 – A e C e 23 – A e B) 

está relacionado com a resposta temporal, visto que, respostas bioquímicas 

variam ao longo do tempo. Um exemplo foi a submissão de Agropyron 

desertorum ao estresse hídrico, onde observaram que a atividade da CAT e SOD 
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aumentaram substancialmente entre o 5º e 15º dias de estresse, no entanto, no 

20º dia elas diminuíram suas atividades, equiparando aos controles. Na APX 

houve aumento rápido entre o 10º e 20º dias e no 20º dia começou a diminuir 

sua atividade, desta forma, o aumento e diminuição da atividade enzimática tem 

variação de dias, com relação a severidade do estresse, tempo de duração e 

espécies (Liu; Huang, 2000; Tatari et al., 2012) 

Com relação aos parâmetros morfológicos, os nossos resultados 

apresentaram aumento de massa da folha em condição normal em TS e F 

(Figura 26 - A).  

De acordo com a literatura, estresses são capazes de ocasionar redução 

nos parâmetros de biomassa, como observado em plantas de milho (Zea mays) 

cultivadas sob alta temperatura, com diminuição considerável na biomassa da 

parte aérea e do enchimento de grãos na espiga, diminuindo a produção, 

atrelada ao aumento de metabolismo respiratório e consequente mecanismo de 

manutenção celular (Silveira et al., 2010; Edreira; Otegui, 2012). Positivamente, 

as plantas com aplicação de bioreguladores apresentam seu crescimento 

estimulado, aumentando biomassa, a produção e mitigam os efeitos danosos 

dos estresses (Ahmad et al., 2022).  

Outro resultado observado referente aos parâmetros de biomassa e 

produção, foi a diminuição da MSF e aumento da ME juntamente com o aumento 

no peso de 100 grãos nas plantas com aplicação F de ACh, (Figura 26 – A e C 

e 27). Visto que, a ACh, é uma biomolécula envolvida na translocação de 

carboidratos, como amido, o que promove crescimento e desenvolvimento de 

todos os órgãos vegetais (Sugiyama; Tezuka, 2011). Podendo promover ajustes 

fisiológicos e incrementando a biomassa, mesmo em condição de estresses 

associados (térmico e hídrico).  
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7 CONSIDERAÇÃO FINAL 

 

A aplicação foliar de ACh apresentou maior eficiência fotossintética em 

razão de ter se adaptado melhor às condições impostas, no entanto, as plantas 

com tratamento de semente se equipararam à controle. Parâmetros bioquímicos 

apresentaram aumento na atividade enzimática da catalase e diminuição no 

conteúdo de MDA, já em biomassa, houve redução na MSF, mas ocorreu 

aumento no peso de 100 grãos, em TS e F sob condição estressante. 

 

8 CONCLUSÃO 

 

A aplicação de acetilcolina foliar mitigou os efeitos dos estresses térmico 

e hídrico, ajustando parâmetros fisiológicos no decorrer do tempo e quando 

plantas foram retomadas a condições normais, impactando no aumento de 

biomassa. No entanto, novos estudos são necessários para elucidar o seu papel. 
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