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Resumo 

Avaliou-se a relação entre óxido nítrico (NO) e aumento na 
atividade de enzimas do sistema antioxidante induzido por 
ácido abscísico (ABA) em milho sob déficit hídrico severo. Para 
tanto, dois genótipos de milho contrastantes para tolerância à 
seca (BRS1010-sensível e DKB390-tolerante) foram cultivados 
sob irrigação, e ao atingirem o pré-florescimento foram 
expostos a dois níveis de água no solo (CC- capacidade de 
campo, e DH- déficit hídrico). Após 12 dias nessas condições, a 
irrigação foi restabelecida de modo a manter o nível de água no 
solo sob CC até a colheita. Plantas do BRS1010 sob DH tiveram 
a atividade da enzima catalase e os níveis de NO diminuídos, 
enquanto os níveis de ABA e de malonaldeído (MDA) foram 
aumentados em relação às suas respectivas plantas sob CC. Por 
sua vez, plantas do DKB390 sob DH não apresentaram variações 
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na atividade de enzimas do sistema antioxidante tampouco nos 
níveis de ABA em relação às suas respectivas plantas sob CC, 
e ainda assim os níveis de MDA não foram aumentados; fato 
acoplado a aumentos nos níveis de NO. Consequentemente, 
sob DH as plantas oriundas do DKB390 apresentaram valores 
50% maiores de índice de colheita em relação às dos BRS1010.

Palavras-chave: catalase, condutância do mesofilo, 
fotoassimilados, índice de colheita
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Abstract

We evaluated the relationship between nitric oxide (NO) and 
up-regulation of the acid abscisic-induced antioxidant system 
in maize under long-term drought. Two maize genotypes 
contrasting for drought tolerance (BRS1010 – sensitive and 
DKB390 - tolerant) were exposed to two different soil water 
levels, field capacity (FC) and water deficit (WD) at pre-
flowering. After 12 days in these conditions, plants were re-
irrigated and soil water level was kept under FC until harvest. 
The WD plants from BRS1010 showed lower catalase (CAT) 
activity and NO levels, whereas ABA and malonaldeyde (MDA) 
levels increased related to its counterparts under FC. In turn, 
WD plants from DKB390 did not change CAT activity and ABA 
levels compared to FC plants, and cellular damage remained 
unaltered; this fact was coupled to increase in NO levels. As a 
result, WD plants from DKB390 showed harvest index values 
50% higher than BRS1010 under the same condition.

Key words: catalase, mesophyll conductance, photoassimilates, 
harvest index.
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Introdução

O milho (Zea mays L.) é uma espécie que apresenta um elevado 
consumo de água, e, em situações de déficit hídrico (DH), uma 
de suas primeiras respostas é o fechamento estomático, o 
que limita as trocas gasosas foliares e, consequentemente, a 
produtividade (SOUZA et al., 2013). Isso ocorre porque reduções 
no potencial hídrico do solo com a ocorrência de DH induzem a 
biossíntese de moléculas sinalizadoras em raízes desidratadas, 
particularmente, o ácido abscísico (ABA), sendo o sinal emitido 
e transmitido para as folhas, onde o seu acúmulo previne 
declínios no status hídrico foliar através do fechamento dos 
estômatos (BENESOVÁ et al., 2012), além de induzir o aumento 
da atividade de enzimas do sistema antioxidante (SOUZA et al. 
2014). 

Avaliando DH de curta duração, Souza et al. (2014) mostraram, 
também em milho, que a condutância estomática ao vapor de 
água (gs) do milho decresce à medida em que o status hídrico 
diminui, o que invariavelmente coincide com a diminuição 
nas taxas fotossintética (A) e transpiratória (E). Além disso, 
tais autores propuseram que melhorias na taxa fotossintética 
em genótipos de milho tolerantes ao DH ocorrem, em maior 
extensão, por meio do controle do estresse oxidativo via 
aumento na atividade de enzimas do sistema antioxidante em 
folhas, sendo esse processo induzido por aumento nos níveis 
de ABA.

À medida que o DH progride, os declínios em A e na 
produtividade passam a ser atribuídos, principalmente, ao 
aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), 
potencialmente capazes de causar peroxidação de lipídios 
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(CHUGH et al., 2011), em decorrência do declínio na atividade de 
enzimas do sistema antioxidante e níveis de ABA (SOUZA et al. 
2014). Um crescente número de evidências sugere que o óxido 
nítrico (NO) também é uma importante molécula sinalizadora 
envolvida em mecanismos de defesa em resposta ao DH 
prolongado, por induzir a biossíntese de ABA (ZHAO et al., 2001; 
XING et al., 2004; ZHANG et al., 2011) e aliviar danos em nível 
de membrana e nas células do mesofilo (JIE et al., 2012; ZHUK; 
MUSIYENKO, 2012). 

Recentes estudos têm sugerido que o NO também está 
envolvido no aumento da atividade de enzimas do sistema 
antioxidante induzido por ABA, como superóxido dismutase 
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (ZHOU 
et al., 2005; SHI et al., 2014). Entretanto, já foi observada a ação 
do NO como inibidor da expressão e atividade dessas enzimas 
(CLARKE et al., 2000; MURGIA et al., 2004). Mais evidências, 
portanto, são requeridas para descobrir o envolvimento do NO 
no aumento da atividade de enzimas do sistema antioxidante 
induzido por ABA. Aparentemente, aumentos nos níveis de 
ABA quando as plantas são expostas a longos períodos sob 
DH ocorrem a expensas de um esgotamento dos níveis basais 
do NO nos tecidos da planta (LOZANO-JUSTE; LEÓN, 2010), ou 
seja, na inexistência de outros mecanismos de tolerância ao DH.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a relação entre NO e o 
aumento na atividade de enzimas do sistema antioxidante 
induzido por aumentos nos níveis de ABA em milho sob DH 
severo. 
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Material e Métodos

Condições de Cultivo, Material Vegetal e Desenho 
Experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetação na Embrapa 
Milho e Sorgo (19º28’ S, 44º15’08’’ W, 732 m de altitude), e o 
material vegetal consistiu de dois genótipos de milho com 
níveis contrastantes de tolerância à seca: DKB390 (tolerante) e 
BRS1010 (sensível). 

As plantas foram cultivadas em vasos plásticos, contendo 20 kg 
de Latossolo Vermelho Distrófico Típico (SOUZA et al., 2014). O 
teor de água no solo foi monitorado diariamente entre 09h00 e 
15h00, com auxílio de sensores de umidade modelo GB Reader 
N1535 (Measurement Engineering, Austrália) instalados no 
centro de cada vaso, com auxílio de um trado de rosca, a uma 
profundidade de 20 cm. Esses sensores detectam a tensão 
de água no solo com base na resistência elétrica e foram 
acoplados a medidores digitais. A reposição hídrica através 
de irrigação foi realizada com base nas leituras obtidas com o 
sensor e a água foi reposta até a capacidade de campo durante 
o período que antecedeu o início da imposição da deficiência 
hídrica. Os cálculos de reposição de água foram realizados com 
o auxílio de uma planilha eletrônica, feita em função da curva 
de retenção de água do solo. Em paralelo, foram realizados 
todos os tratos culturais e fitossanitários necessários.

Ao atingir o estádio de pré-florescimento, a metade das plantas 
de cada genótipo foi submetida ao déficit hídrico (DH); a outra 
metade continuou recebendo irrigação diariamente, a fim de 
manter a umidade do solo próxima à capacidade de campo 
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(CC), com tensão de água no solo em torno de –18 kPa. A 
exposição ao DH se deu pelo fornecimento diário de 50% da 
água total disponível até a tensão de água no solo atingir, no 
mínimo, –138 kPa. Após 12 dias de imposição dos tratamentos 
foram realizadas as avaliações fisiológicas, e, em seguida, o 
fornecimento de água foi restabelecido, mantendo-se em níveis 
ótimos até o final do ciclo, quando foram realizadas avaliações 
dos parâmetros agronômicos. A unidade experimental 
foi composta por um vaso, contendo duas plantas, e seis 
repetições por tratamento.

Foram aplicados testes estatísticos preliminares para 
adequação dos resultados à análise da variância (ANOVA). O 
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, foi utilizado para 
testar todo e qualquer contraste.

Avaliações Fisiológicas

Atividade de Enzimas do Sistema Antioxidante

Foi determinada a atividade das enzimas catalase (CAT, 
EC 1.11.1.6), peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), e 
dismutase do superóxido (SOD, EC 1.15.1.1), a partir de folhas 
homogeneizadas em meio contendo tampão fosfato de potássio 
(TFK) 0,1 M (pH 6,8), EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, ácido ascórbico 
1 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1% (p/v) (SOUZA et al., 2014). 

Peroxidação Lipídica pelo Teste do Malonaldeído 
(MDA)

Amostras de tecido vegetal foram trituradas em N2(l), 
homogeneizadas em ácido tricloroacético (TCA) 1% (p/v), e 
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em seguida centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos, a 4 ºC. 
Alíquotas do sobrenadante foram adicionadas a uma solução 
de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (p/v) dissolvido em TCA 
20% (p/v), e incubadas em Thermomixer Confort (Eppendorf 
Instruments) a 95 ºC durante 2 horas. A reação foi paralisada 
por resfriamento a 4 ºC, seguida por centrifugação a 12.000 g 
durante 10 minutos e leitura da absorvância do MDA realizada 
a 532 nm. A absorvância inespecífica a 600 nm foi medida e 
subtraída das amostras (SOUZA et al., 2014). 

Ácido Abscísico (ABA)

Aproximadamente 100 mg de tecido vegetal foi macerado 
em N2(l), e em seguida, transferido para tubos contendo 1 
mL de metanol 80% (v/v) suplementado com 2,6 di-t-butil 4 
metilfenol a 0.1%. O extrato obtido foi incubado a 4 ºC durante 
4 horas, e centrifugado a 4.000 g sob a mesma temperatura. 
O sobrenadante foi seco em rotoevaporizador, a 26 ºC. 
Para quantificação dos níveis de ABA, as amostras foram 
dissolvidas em tampão TBS (Tris 25 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 

1 mM), e a detecção foi realizada por meio de kit para ensaio 
imunoenzimático de ABA (ABA Enzyme Immunoassay Test Kit – 
Sigma), conforme Souza et al. (2014). 

Detecção de Oxido Nítrico (•NO)

Amostras foram incubadas em solução de 4,5 diacetato de 
diaminofluoresceína 10 mM (DAF-2DA, Sigma, St. Louis, MO, 
USA) dissolvido em Tris-Cl (10 mM pH 7) durante 20 minutos, 
conforme recomendações do fabricante. Na ausência de luz, 
presença de oxigênio, de óxido nítrico e em pH neutro, o DAF-
2DA foi convertido em triazol fluoresceína (DAF - 2T), que é 
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a forma fluorescente excitada em absorvância de 450 nm, 
levando à emissão de uma cor verde fluorescente a 515 nm. O 
NO foi visualizado em microscópio de varredura confocal Zeiss 
LSM 510, com filtros nos comprimentos de onda de 450 e 515 
nm. As imagens obtidas foram analisadas com o programa 
Zeiss LCM Image Browser. Para todos os tratamentos, 
foi feito controle negativo, sem a presença da substância 
marcadora DAF-2DA, a fim de visualizar a fluorescência natural 
(autofluorescência).

Trocas Gasosas Foliares

A taxa fotossintética líquida (A) e a taxa de transpiração 
foliar (E) foram medidas simultaneamente aos parâmetros de 
fluorescência da clorofila a, utilizando-se um analisador de 
gases infravermelho (IRGA – Infrared Gas Analizer), modelo LI 
6400 (LI-COR, Lincoln, NE, EUA), equipado com um fluorômetro 
(LI-6400-40, LI-COR Inc.). A concentração intercelular de CO2 
(Ci) e a condutância estomática ao vapor de água (gs) foram 
calculadas pelo referido equipamento a partir dos valores de A e 
E. A partir dos valores de A e E, também foi obtida a relação de 
eficiência do uso de água (A/E). As medições foram realizadas 
entre 08h00 e 10h00, sob radiação fotossinteticamente ativa 
artificial (RFA) de 1.500 µmol fótons m-2 s-1 em nível da folha, 
com 21% de O2 e 400 µmol CO2 mol-1 ar. 

O IRGA foi programado para realizar curvas de resposta de 
A à concentração interna de CO2 (curva A/Ci), variando-se, 
sequencialmente, a pressão parcial de CO2: 40, 30, 20, 10, 5, 40, 
60, 80, 100 Pa. Em seguida, a pressão parcial de CO2 foi reduzida 
para 100 Pa, o fluxo de ar foi substituído por fluxo de nitrogênio 
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gasoso, com 1% O2 para realização, nas mesmas folhas, de 
curvas de resposta de A à RFA em baixo O2. 

A eficiência fotoquímica do fotossistema II (ϕFSII) foi determinada 
pela medição do estado estável da fluorescência (Fs) e da 
fluorescência máxima (Fm’), utilizando um pulso de luz saturante 
de aproximadamente 8.000 µmol fótons m-2 s-1.  

A taxa de transporte de elétrons (J) foi calculada como (digitar a 
fórmula) , em que α ι a absortância 
da folha e β reflete o particionamento dos pacotes de energia 
entre os fotossistemas I e II, e o αβ foi determinado a partir 
da relação entre A e , obtidos pela variação da 
intensidade de luz sob condições fotorrespiratórias. 

Estimativas da condutância do mesofilo (gm) foram 
realizadas usando o método de Harley et al. (1992), no qual a 

, considerando-se valores de respiração (Rd) medidos durante 
a noite em RFA = 0 µmol fótons m-2 s-1, e o valor conservativo 
do ponto de compensação para o CO2 na ausência de Rd (Ι*) 
para milho 40,53 (MASSAD et al., 2007). Para transformar as 
curvas A/Ci em curvas A/Cc (Cc = concentração de CO2 nos sítios 
de carboxilação), Cc foi calculado de acordo com Harley et al. 
(1992), em que Cc = Ci - (A/gm). 

A taxa máxima de carboxilação limitada pela Ribulose-1,5-
bisfosfato (Vcmax), pelas Fosfoenol piruvato-PEPc e Piruvato 
ortofosfato dicinase -PPDK (Vpmax) e a taxa máxima de 
carboxilação limitada pela taxa de transporte de elétrons (Jmax), 
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obtidas para cada curva A/Cc, foram estimadas conforme 
Massad et al. (2007). 

A taxa de fotorrespiração foi estimada pela fórmula 

 
As correções dos vazamentos de CO2 e vapor de água dentro 
e fora da câmara do LI-6400-40 foram aplicadas para todos os 
dados de trocas gasosas. 

Avaliação do Desempenho Agronômico

O desempenho agronômico dos genótipos foi avaliado 
ao final do ciclo, conforme Souza et al. (2013), mediante 
quantificação do número e da massa de grãos por espiga, 
e o índice de colheita. Adicionalmente, um grupo de 50 
grãos, sendo três repetições por tratamento, foi submetido à 
caracterização morfométrica, mensurando-se as dimensões 
dos grãos (comprimento, largura e espessura) com auxílio 
de um paquímetro digital. Posteriormente, tais grãos foram 
embebidos overnight em amolecedor etilenodiamina (10%, 
p/v) e cortados longitudinalmente com navalha para avaliar 
possíveis mudanças no tamanho do embrião, a depender dos 
tratamentos. Fotografias foram obtidas a partir de uma câmara 
fotográfica acoplada a um microscópio estereoscópico tipo 
lupa, utilizando-se o programa ImageJ para calcular a relação 
entre as áreas do endosperma e do embrião. 

Resultados e Discussão

A atividade da enzima SOD não apresentou diferença 
significativa entre os diferentes genótipos e níveis de água 
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(dados não apresentados). Com a exposição ao DH, a atividade 
da APX também se manteve inalterada, enquanto a da CAT 
foi diminuída apenas no genótipo BRS1010; nesse genótipo, 
o referido declínio na atividade da CAT foi acompanhado por 
aumentos significativos nos níveis de ABA e de MDA (Figura 
1). Plantas do genótipo DKB390 sob DH não apresentaram 
variações significativas na atividade de enzimas do sistema 
antioxidante, tampouco nos níveis de ABA, em relação às suas 
respectivas plantas sob CC, e, ainda assim, os níveis de MDA 
não foram aumentados (Figura 1). 
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Figura 1. Atividade das enzimas peroxidase do ascorbato 
(APX) e catalase (CAT), e níveis de ácido abscísico (ABA) e 
malonaldeído (MDA) em folhas de dois genótipos de milho com 
características contrastantes para tolerância à seca: BRS1010 
(sensível) e DKB390 (tolerante), cultivados sob dois níveis de 
água no solo (capacidade de campo – CC, e déficit hídrico – DH). 
Letras minúsculas denotam comparações entre os genótipos 
dentro de um mesmo nível de água no solo, e maiúsculas, 
comparações entre os níveis de água no solo dentro de um 
mesmo genótipo. Foi aplicado o teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade.
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Mediante análise de cortes transversais da folha com 
microscopia à laser confocal utilizando uma sonda fluorescente 
sensível ao NO (DAF-2DA), foi possível evidenciar a presença de 
NO nos elementos de vaso do xilema, esclerênquima e células 
epidérmicas, independentemente do genótipo e nível de água; 
entretanto, sob DH, a produção de NO derivado da marcação 
verde fluorescente com DAF-2DA em plantas do genótipo 
BRS1010 diminuiu. Por sua vez, plantas do genótipo DKB390 
sob DH aumentaram sobremaneira a fluorescência do DAF-
2DA nos tecidos foliares quando comparadas a plantas sob CC 
(Figura 2). 

 

Figura 2. Análise por microscopia confocal in situ para NO 
utilizando sonda DAF-2DA em folhas de dois genótipos de 
milho, cultivados sob dois níveis de água no solo (capacidade 
de campo – CC, e déficit hídrico – DH). A) BRS1010 sob CC; B) 
DKB390 sob CC; C) BRS1010 sob DH; D) DKB390 sob DH. Barra: 
50 µm.
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Sob CC, os valores de A, gs, Vp,max, Vc,max e Jmax foram maiores no 
DKB390 em relação ao BRS1010, enquanto os valores de Ci e Cc 
foram menores. Os de Fv/Fm, E, gm e PR não variaram (Tabela 1). 

Tabela 1. Parâmetros de trocas gasosas obtidos in situ e 
derivados de curvas A-Cc em folhas de dois genótipos de 
milho com características contrastantes para tolerância à 
seca: BRS1010 (sensível) e DKB390 (tolerante), cultivados sob 
dois níveis de água no solo (capacidade de campo – CC, e 
déficit hídrico – DH). Todos os dados foram obtidos em folha 
correspondente da primeira espiga de cada planta (n = 6)

Parâmetro  BRS1010  DKB 390  

  CC  DH   CC  DH 

A  23,20bA  0,152bB   27,72aA  2,257aB 

FvFm  0,803aA  0,762aB   0,800aA  0,757aB 

gs  0,102bA  0,007bB   0,138aA  0,023aB 

E  2,107aA  0,088bB   2,347aA  0,499aB 

Ci  75,27aB  357,8aA   43,38bB  215,5bA 

gm  55,17aA  0,830bB   61,62aA  83,79aA 

Cc  63,67aB  357,8aA   29,52bB  214,4bA 

PR  -1,91aB  0,619bA   -2,63aB  1,122aA 

Vpmax  38,26bA  12,54bB   42,60aA  14,94aB 

Vcmax  64,84bA  50,66bB   67,60aA  52,03aB 

Jmax  231,8bA  71,29bB   260,0aA  81,56aB 

A/E  11,99aA  1,645bB   11,81aA  4,592aB 

Abreviaturas: taxa fotossintética (A, µmol CO2 m-2s-1), máxima eficiência do fotossistema II (FvFm), 

condutância estomática (gs, mol H2O m-2s-1), taxa transpiratória (E, mol H2O m-2s-1), concentração 

interna de CO2 (Ci, µmol CO2 m-2s-1), condutância do mesofilo (gm, mol CO2 m-2 s-1), concentração de 

CO2 no cloroplasto (Cc, µmol mol-1), taxa fotorespiratória (FR, µmol CO2 m-2 s-1), taxa máxima de 

carboxilação limitada pela Ribulose 1,5 bisfosfato (Vc,max, µmol m-2 s-1), taxa máxima de 

carboxilação limitada pela fosfoenolpiruvato carboxilase (Vp,max, µmol m-2 s-1), taxa máxima de 

carboxilação limitada pela taxa de transporte de elétrons (Jmax, µmol m-2 s-1), eficiência de uso da 

água (A/E). Letras minúsculas denotam comparações entre os genótipos dentro de um mesmo 

nível de água no solo, e maiúsculas, comparações entre os níveis de água no solo dentro de um 

mesmo genótipo. Foi aplicado o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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Independentemente do genótipo, houve redução expressiva 
de A, gs, E, Fv/Fm, Vp,max, Vc,max, Jmax e A/E em plantas expostas 
ao estresse gerado pelo DH quando comparadas ao controle, 
enquanto os valores de Ci, Cc e PR aumentaram. Entretanto, 
plantas sob DH oriundas do genótipo DKB390 exibiram valores 
de A, gs, E, gm, PR, Vp,max, Vc,max, Jmax e A/E maiores em relação 
àqueles verificados em plantas oriundas do genótipo BRS1010 
cultivadas na mesma condição (Tabela 1). Cabe ressaltar que 
apenas plantas do genótipo BRS1010 apresentaram valores 
de A demasiadamente baixos sob DH em razão da adicional 
limitação em gm, o que, associado com valores também baixos 
de E, resultou em baixíssima relação de eficiência de uso da 
água (A/E) (Tabela 1). 

Sob DH, plantas oriundas do genótipo DKB390 apresentaram, 
em relação às dos genótipos BRS1010, maior número e massa 
de grãos por espiga (Figura 3), sem alteração na biomassa total 
(dado não apresentado). Como consequência, o IC no genótipo 
DKB390 sob CC foi, em média, 50% maior em relação ao do 
genótipo BRS1010 (Figura 3). Registra-se, inclusive, que apenas 
plantas do genótipo BRS1010 tiveram os valores de EM:E 
reduzidos sob DH (Figura 3), corroborando a ocorrência de um 
menor fluxo de fotoassimilados para os grãos nesse genótipo 
de milho sob DH.
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Figura 3. Desempenho agronômico em dois genótipos de 
milho com características contrastantes para tolerância à seca: 
BRS1010 (sensível) e DKB390 (tolerante), cultivados sob dois 
níveis de água no solo (capacidade de campo – CC, e déficit 
hídrico – DH) (n = 6). Letras minúsculas denotam comparações 
entre os genótipos dentro de um mesmo nível de água no solo, 
e maiúsculas, comparações entre os níveis de água no solo 
dentro de um mesmo genótipo. Foi aplicado o teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

A tolerância de alguns genótipos ao estresse oxidativo 
associado ao DH, em grande extensão, se deve à indução no 
aumento na atividade da SOD, a qual converte O2

-  em H2O2, 
e subsequente aumento da atividade de outras enzimas, 
como CAT e APX, eliminando o produto formado; registra-se, 
inclusive, que o ABA controla a indução de tal aumento (BANO 
et al., 2012; SOUZA et al., 2014; CAI et al., 2015). No presente 
estudo, danos oxidativos na membrana foram evidentes apenas 
no genótipo BRS1010. Em estudos prévios, o genótipo DKB390 
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comportou-se como tolerante ao DH (SOUZA et al., 2014) e 
esperava-se em plantas desse genótipo aumentos nos níveis 
de ABA e da atividade de enzimas do sistema antioxidante, 
além de um menor conteúdo de MDA, indicando aumento 
na capacidade antioxidante e poucos danos na membrana. 
De forma surpreendente, plantas do genótipo DKB390 sob 
DH não apresentaram danos peroxidativos significativos em 
membranas, o que ocorreu sem a necessidade de ajustes na 
atividade de enzimas antioxidantes mediado por ABA.Souza et 
al. (2014) observaram que a atividade de enzimas antioxidantes 
é elevada durante os primeiros dias sob DH, mas após dez 
dias sob tal condição estressante a atividade das enzimas 
antioxidantes decresce, corroborando resultados do presente 
estudo, no qual as plantas foram expostas ao DH durante 12 
dias. Possivelmente, não apenas a enzima CAT mas também o 
ABA foram desativados em razão da longa exposição ao DH, 
e outros mecanismos de tolerância ao DH, que não o aumento 
na atividade de enzimas do sistema antioxidante mediado por 
ABA, foram ativados para controle dos processos oxidativos 
sob DH apenas no genótipo DKB390. Apenas plantas do 
genótipo BRS1010 apresentaram, sob DH, aumentos nos níveis 
de ABA em relação ao respectivo controle, sob CC; entretanto, 
por causa da inativação do sistema antioxidante enzimático 
de defesa e de outros mecanismos de proteção contra o dano 
oxidativo, os níveis de MDA aumentaram sobremaneira. De 
fato, o aumento nos níveis de ABA ocorre apenas se houver um 
esgotamento dos níveis basais do NO (LOZANO-JUSTE; LEÓN, 
2010).

O papel do NO em mecanismo de tolerância ao estresse 
oxidativo sob DH ainda não foi elucidado (XING et al., 2004; 
ZHANG et al., 2011). Diversos autores evidenciam que tanto 
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ROS como NO induzem a biossíntese de ABA durante o DH 
(ZHAO et al., 2001; XING et al., 2004), mas a via de sinalização 
do NO é diferente daquela amplamente aceita para ROS (XING 
et al., 2004). Recentemente, Jie et al. (2012) mostraram que o 
NO alivia danos na  membrana por decrescer a E em folhas de 
plantas de arroz sob DH. Notavelmente, plantas do genótipo 
BRS1010 sob DH apresentaram limitação do fechamento 
estomático, impedindo a perda de calor latente via E, e não 
investiram na produção de NO, ocasionando aumento na 
temperatura foliar, seguido de danos na etapa fotoquímica 
da fotossíntese. Com o dano fotoquímico, a disponibilidade 
de NADPH e ATP para uso pelas enzimas de redução e de 
fosforilação do carbono na etapa bioquímica foi comprometida, 
explicando, assim, o aumento em Ci e os baixíssimos valores 
de A em relação ao de plantas desse genótipo sob CC. Os 
baixos valores de A, associados aos também baixos valores de 
E resultaram em menor A/E. Além disso, apenas plantas desse 
material sob DH apresentaram limitação em gm. 

De acordo com Souza et al. (2013), genótipos tolerantes ao DH 
mantêm-se produtivos por aumentarem E, o que, por sua vez, 
ocorre a expensas de um maior consumo de água. Ao liberarem 
mais água via abertura dos estômatos, haveria um resfriamento 
foliar, que evitaria os danos fotoquímicos. Plantas do genótipo 
DKB390 sob DH também limitaram E, gs e apresentaram dano 
fotoquímico; entretanto, a gm não foi limitada, sugerindo que 
a gm compensou reduções em gs no genótipo DKB390 sob 
DH. Hommel et al. (2014) mostraram a importância da gm na 
otimização dos recursos em períodos de restrição hídrica, e 
Zhuk e Musiyenko (2012) propuseram que o NO reduz os efeitos 
destrutivos do DH nas células do mesofilo em plantas de trigo 
sob DH, ainda que gm a não tenha sido levada em conta.
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Em estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa, 
observamos que o N investido no aparato fotossintético em 
enzimas de carboxilação, cadeia de transporte de elétrons e 
do complexo coletor de luz nos fotossistemas foi reduzido 
em plantas dos genótipos BRS1010 e DKB390 sob DH. Apenas 
plantas do genótipo BRS1010 sob DH tiveram a gm limitada por 
baixo investimento em N. Talvez, o genótipo DKB390 sob DH 
apenas decresceu a gs pela necessidade de limitar E e prevenir 
a embolia no xilema, o que, por sua vez, favoreceu o desvio do 
N das enzimas investidas no aparato fotossintético não apenas 
para a construção de aquaporinas e outras proteínas que 
contribuem para a gm, mas também para os custos associados 
com a manutenção dessas (COWAN, 1986). 

O aumento na expressão gênica e na abundância de 
aquaporinas em folhas de feijão sob DH são correlacionadas 
com o declínio na E por causa do fechamento estomático 
induzido por ABA e do aumento na gm (AROCA et al., 2006). 
Parent et al. (2009) sugeriram que o ABA afeta propriedades 
hidráulicas das plantas via aumento na abundância das 
aquaporinas, as quais contribuem para a manutenção do status 
hídrico foliar. Algumas aquaporinas, entretanto, são pouco 
afetadas pelo ABA (XU et al., 2013), e o NO induz a expressão 
de genes que codificam aquaporinas (LIU et al., 2007; DI PIETRO 
et al., 2013). Sugere-se, pois, que o NO induza a expressão 
de genes que codificam aquaporinas no genótipo DKB390 
sob DH, o que, por sua vez, regula a gm para evitar possíveis 
danos de membrana, ao menos quando o sistema antioxidante 
enzimático de defesa mediado por ABA está desativado. 
Análise dos componentes agronômicos confirmam a tolerância 
e a sensibilidade, respectivamente, dos genótipos DKB390 e 
BRS1010 sob DH.
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Conclusão

A tolerância ao déficit hídrico no genótipo DKB390 está 
associada com um aumento nos níveis de NO, compensando 
a perda na atividade de enzimas do sistema antioxidante 
mediado por ABA. 
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