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Resumo

Estudos relacionados a tolerancia a seca estdo sendo cada vez
mais estratégicos para o Brasil, ja que este € o estresse abidtico
mais complexo e de maior efeito sobre as culturas. A pratica de
aplicacao de substancias em plantas com intuito de aumentar

a tolerancia vem ganhando espaco na pesquisa. Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacéao
do acido abscisico (ABA) no aumento a tolerancia a seca em
hibridos de milho contrastantes a seca: DKB 390 (tolerante)

e BRS 1030 (sensivel). Para isso, foi realizada em casa de
vegetacao a caracterizagao do status hidrico (potencial hidrico de
base W_; médio W _, e docaule ¥ ) e da atividade antioxidante
enzimatica. Os teores de ABA, de perdxido de hidrogénio (H,O.,)
e de malonaldeido (MDA) também foram analisados. A deficiéncia
hidrica foi imposta por 10 dias no estadio de florescimento e uma
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dose de 100 uM de ABA foi aplicada na parte aérea. As avaliacoes
também foram feitas durante 10 dias apds a recuperacao hidrica.
Com 5 dias de estresse, o hibrido tolerante em relagcado ao sensivel
apresentou menor teor de MDA, menor redug¢ao do status hidrico

e maior atividade das enzimas superoxidodismutase, catalase,
peroxidase do ascorbato e do guaiacol, glutationaredutase,
deidroascorbatoredutase, polifenoloxidade e L-fenilalanina
amonialiase. Com 10 dias de estresse, o DKB 390 diminuiu a
atividade das enzimas e o BRS 1030 apresentou maior atividade,
porém, este teve grandes quantidades de H,O, e MDA. A aplicagéo
de ABA levou a maior tolerancia apenas no DKB 390, devido ao
aumento do status hidrico e da atividade enzimatica (principalmente
a CAT).

Palavras-chave: Zea mays L.; estresse hidrico; estresse oxidativo;
acido abscisico; potencial hidrico; peréxido de hidrogénio;
peroxidacao lipidica

Introducéao

A seca é um tépico importante e crescente em muitas partes do
mundo. Ela é uma das principais limitagdes no cultivo do milho.
Devido as mudancgas climaticas, os problemas com a seca vém
aumentando e areas que atualmente sdo grandes produtoras de
graos podem nao estar mais aptas ao plantio devido a falta ou ma
distribuigdo de agua (FAN et al., 2009; FARRE; FACI, 2009).

A seca também induz um estresse oxidativo em plantas, pela
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO). O aumento

da producao de EROs durante o estresse pode ser uma ameaca
para as células se ocorrer um aumento elevado, mas também
sabe-se que elas agem como sinais para ativacao da resposta ao
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estresse e caminhos de defesa. Assim, as espécies reativas de
oxigénio podem ser vistas como indicadoras celulares do estresse
€ como mensageiros secundarios envolvendo rotas de sinal de
transdugao, em resposta ao estresse (KARUPPANAPANDIA et al.,
2011; MITLER, 2002). Em quantidades exageradas, as espécies
reativas de oxigénio podem atacar as membranas lipidicas, levando
a formacéao de um produto final chamado malonaldeido (MDA), pelo
processo de peroxidagao lipidica (MITLER, 2002).

Na presenca téxica das espécies reativas de oxigénio (ERO),

o milho responde ao estresse hidrico produzindo mecanismos

de defesa. Um dos mecanismos de defesa é o sistema de
desintoxicagao antioxidante que consiste de um sistema nao
enzimatico (moléculas de pequeno peso molecular), como
glutationa, acido ascérbico, compostos fendlicos; e de um sistema
enzimatico composto pelas enzimas superoxidodismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol
(POD), glutationaredutase (GR), monodeidroascorbatoredutase
(MDHAR), deidroascorbatoredutase (DHAR) e polifenoloxidade
(PPO) (MITLER, 2002; ALI; ASHRAF, 2011; KARUPPANAPANDIA
et al., 2011). Além dessas enzimas, a L-fenilalanina amonialiase
tem mostrado importante papel na tolerancia a varios estresses
(incluindo a seca) devido a sua atividade estar ligada a producéao de
compostos fendlicos que também sao antioxidantes (POURCEL et
al., 2006; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011).

Para aumentar a produtividade agricola em areas com deficiéncia
hidrica € de suma importancia induzir tolerancia a seca e varias
praticas agrondémicas e fisioldgicas tém sido feitas a fim de garantir
este propdsito (ANJUM et al., 2011b). Uma dessas praticas que vém
ganhando destaque nos ultimos tempos € a aplicagdo exdgena de
substancias em plantas. No milho pode-se citar aplicacdo de varias
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moléculas, como acido ascoérbico (DOLATABADIAN e al., 2009),
acido fulvico (ANJUM et al., 2011b), glinenobetaina (ANJUM et al.,
2011a); trealose (ALI; ASHRAF, 2011), pré-oxidantes (DARKO et
al., 2011), brassinolideos (ANJUM et al., 2011c) e acido abscisico
(JIANG; ZHANG, 2002; KELLOS et al., 2008). Esses autores
relatam que a aplicacdo dessas moléculas tem aumentado o
status hidrico foliar, a atividade enzimatica antioxidante e trocas
gasosas. Existem alguns trabalhos relativos a aplicagdo exdgena
do 4cido abscisico (ABA), em gramineas (Cynodondactylon) (LU
et al., 2009) e arroz (YE et al., 2011), contudo, em milho ha poucos
estudos neste sentido. Estudos evidenciam que o ABA pode estar
relacionado com o estresse oxidativo em células de milho (HU et
al., 2005). Jiang e Zhang (2002, 2003) observaram em milho um
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e da atividade

de enzimas antioxidantes quando submetidas a concentragdes
variaveis de ABA. Apesar disso, pouco se sabe sobre a interagcao de
ABA com gendtipos de milho tolerantes e sensiveis a seca.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis
papéis da aplicacdo exdégena de acido abscisico em aumentar
a tolerancia a seca em hibridos de milho tolerantes e sensiveis,
baseado em mudangas fisiolégicas, como parametros hidricos e
atividade antioxidante enzimatica.

Material e Métodos

Material vegetal e condigbes de crescimento

Foram utilizados dois hibridos contrastantes para tolerancia a seca:
DKB 390 (tolerante) e BRS 1030 (sensivel), esse ultimo oriundo do
Programa de Melhoramento da Embrapa. O ensaio foi conduzido,

em regime de casa de vegetagao, no Centro Nacional de Pesquisa
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de Milho e Sorgo (Embrapa), em Sete Lagoas, estado de Minas
Gerais, Brasil (altitude de 732 m, latitude Sul 19°28’, longitude
Oeste 44°15’). As médias de temperaturas maxima e minima
registradas durante o periodo de avaliagao foram de 29,2 °C e 22,5
°C, respectivamente. A umidade relativa do ar oscilou entre 52% a
78%. Utilizaram-se duas plantas por vaso de 20 litros, preenchidos
previamente com solo do tipo Latossolo Vermelho Distrofico
Tipico. A adubacao foi feita de acordo com a recomendacéao da
analise quimica do solo, aplicando-se no momento do plantio uma
adubacao basica com 5-20-20+Zn com doses de 23 g. 20 kg™ de
solo. As plantas foram irrigadas regularmente, mantendo-se uma
6tima umidade do solo até a imposigao do estresse. Todos os
tratamentos fitossanitarios necessarios a cultura foram aplicados.

Imposicao do estresse hidrico, aplicagdo de ABA e design
experimental

O teor de agua no solo foi monitorado diariamente nos periodos

da manha e da tarde (9 e 15 horas), com o auxilio de um sensor

de umidade Watermark (modelo 200SS — 5”, IRROMETER,
Califérnia — USA), instalado no centro dos vasos de cada repeticao,
na profundidade de 20 cm. Estes sensores detectam a tenséo de
agua no solo com base na resisténcia elétrica e foram acoplados

a medidores digitais (Watermark meter) da mesma empresa. Os
valores variam de 0 kPa (totalmente umido) a -200 kPa (muito
seco). A reposigao hidrica foi realizada com base nas leituras
obtidas com o sensor e a agua foi reposta até a capacidade de
campo (CC) durante o periodo que antecedeu a imposi¢ao dos
tratamentos. Esses calculos foram realizados com o auxilio de uma
planilha eletronica, feita em fungéo da curva de retengao de agua do
solo.
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No pré-florescimento, foram impostos dois tratamentos hidricos:
irrigado e estressado. No primeiro, a reposic¢ao hidrica foi realizada
diariamente até o solo atingir a umidade préxima a CC (tensao da
agua no solo de aproximadamente -18 kPa), enquanto que, no
segundo tratamento, a indugao do estresse hidrico foi realizada
diariamente aplicando-se no minimo 50% da agua total disponivel,
ou seja, até a tensao da agua no solo atingir no minimo -138 kPa,
cujo valor corresponde ao solo especificado. Esse estresse foi
mantido por 10 dias.

Com 12 horas da imposigao do estresse, as plantas foram tratadas
com (+/-)-cis, trans-ABA (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) na
concentragdo de 100 uM. O ABA foi primeiro dissolvido em 1 ml de
etanol 70% e em seguida completado o volume para 1 litro. Logo
apos, a solucéo foi aplicada nas folhas (AROCA et al., 2003).

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso em esquema
fatorial com 8 tratamentos (DKB 390 estressado e irrigado e
estressado e irrigado com aplicagdao de ABA exdégeno; e BRS 1030
estressado e irrigado e estressado e irrigado com aplicagdo de ABA
exdgeno) e 6 épocas de coleta (1, 5 e 10 dias de estresse hidrico e
1, 5 e 10 dias de recuperacao hidrica) e 3 repeticdes. As avaliagcbes
foram realizadas durante 10 dias na imposicao do estresse hidrico,
no momento em que as plantas se encontravam no florescimento
pleno e durante 10 dias na recuperacgao hidrica das plantas
(retomada da umidade do solo para a capacidade de campo).

Paréametros de relagéo hidrica
O potencial hidrico foliar foi determinado através de uma camara

de presséao do tipo Scholander (Soil Moisture Equipment Corp.,
Modelo 3005, Santa Barbara CA, USA) em quatro folhas totalmente

9
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expandidas por repeticdo. Foram feitas medidas de potencial hidrico
de base (pre-dawn, ‘de) as 5 h da manha, potencial hidrico médio
(midday, ¥_ ) as 12 h e potencial hidrico do caule (W ). O ¥ _ foi
feito em folhas sem transpiracao, cobertas com papel insufilme e
papel aluminio, uma hora antes das medidas (10h). A cobertura

de papel nas folhas impede a transpiracao foliar, igualando o
potencial hidrico da folha ao do caule; foram escolhidas folhas que
estavam sombreadas para evitar estresse por aquecimento (BEGG;
TURNER, 1970; CHONE et al., 2001).

Extracdo e quantificagao de ABA foliar

Apos a coleta dos tecidos foliares, esses foram guardados em
freezer a 80 °C até a extracdo. O método de extracao do ABA foliar
foi adaptado de Guéth et al. (2009). Quinhentos miligramas de
tecido foliar foram macerados em nitrogénio liquido, em seguida
foram adicionados 5 ml de 80% (v/v) de metanol contendo 0,1%

de BHT como um antioxidante. O extrato foi incubado a 4 °C por 4
h e, subsequentemente, centrifugado duas vezes a 4.000 rpm na
mesma temperatura. O sobrenadante foi seco em rotaevaporizador
em temperatura de 26 °C. Para a quantificagdo, as amostras foram
dissolvidas em tampao TBS (25 mM Tris, 100mMNACI, 1TmM
MgCl, hexaidratado) (1,5 uL/100" mg de amostra) e a detecgéo foi
feita utilizando kits de ensaio imuno-enzimatico (Phytodetec ABA
Enzymelmmunoassay Test Kit — Sigma-Aldrich).

Extragdo e quantificagdo do teor de peroxido de hidrogénio (H,0,) e
malonaldeido (MDA)

Amostras contendo 250 mg de tecido foliar foram maceradas em
nitrogénio liquido, acrescidas de 20% de PVPP, homogeneizadas
em 5 mL de tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugadas a 10.000
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rom por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para
determinagéo do teor de peroxido de hidrogénio (H,0,) e MDA.

O teor de H,O, foi medido em espectrofotometro de acordo com
Alexieva et al. (2001). O meio de reacao consistiu de 0,5 mL do
sobrenadante do extrato, 0,5 mL de tampao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,0) e 2 mL de 1 M de iodeto de potassio (KI). A reacao
foi desenvolvida por uma hora no escuro e a absorbancia medida
a 390 nm. A concentragéo de H,O, foi calculada através de uma
curva padrao. O teor de malonaldeido (MDA), que € um produto
final da peroxidacao lipidica, foi utilizado para determinar o nivel
de dano nas membranas. O método utilizado foi de acordo com
Buege e Aust (1978), baseado na reagdo com acido tiobarbiturico.
Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reagao
(0,5% (m/v) de acido 2-tiobarbiturico (TBA) e 10% (m/v) de TCA),
incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30 minutos. A reagao foi
paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. O teor
de MDA foi trabalhado utilizando um coeficiente de extingdo de
155 mM cm™ usando-se a seguinte formula: teor de MDA (nM) =
[(A535-A600)/1,56] x 105.

Extracdo e atividade enzimatica

A extragcédo das enzimas foi feita pela maceragédo de 500 mg de
folha em nitrogénio liquido, adicionando-se 1,5 mL do tampao de
extragao constituido de: tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0), 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,8 mM PMSF, 1% de PVPP e 1 mM
de acido ascoérbico (ASC). O extrato foi centrifugado a 14.000 rpm
por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e armazenado
a -80 °C no periodo das analises. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nas andlises de todas as enzimas. A atividade das
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enzimas foi expressa por miligramas (mg) de proteinas que foram
determinadas pelo método de Bradford (1976), utilizando-se uma
curva padrao de albumina de soro bovino (BSA).

A atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi
avaliada pela capacidade em inibir a fotorreducao do azul de
nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis € Ries (1977). A
mistura reacional foi constituida de 100 uL de extrato enzimatico

e 1,9 mL de meio de reacéo contendo tampéao fosfato de potassio
50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM,
riboflavina 2 yM. A mistura foi iluminada com uma lampada de 20
W por 10 minutos. Para o controle foi utilizado a mesma mistura
anterior, porém, sem a presencga do extrato enzimatico e mantido
no escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm e uma unidade de
SOD correspondeu a quantidade de enzima capaz de inibir em 50%
a fotorredugédo do NBT nas condi¢gbes de ensaio.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pelo
consumo de H,0, a 240 nm por 3 minutos. A mistura reacional foi
incubada a 28 °C e foi constituida de 25 pL de extrato enzimatico
e 0, 975 mL do meio reacional contendo tampao fosfato de potassio
50 mM (pH 7,0) e H,O, 12,5 mM. O coeficiente de extingdo molar
utilizado foi 36 mM-' cm™ (HAVIR; MCHALE, 1987).

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi
determinada pelo acompanhamento da oxidacédo do ascorbato

a 290 nm por 3 minutos. A mistura reacional foi incubada a 28

°C e foi constituida de 60 pL de extrato enzimatico e 0,94 mL do
meio reacional contendo tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH
7,0), H,0, 1 mM, L-acido ascorbico 0,8 mM e agua destilada. O
coeficiente de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM-' cm™ (NAKANO;
ASADA, 1981).



Influéncia do Acido Abscisico na Atividade Enzimatica Antioxidante, nos Parametros 13
Hidricos e na Tolerancia a Seca em Hibridos de Milho

A atividade da peroxidase do guaiacol (POD, EC 1.11.1.7) foi
determinada pela oxidagao do guaiacol a 470 nm, segundo Lin e
Wang (2002), com modificagdes. A mistura reacional foi constituida
de 20 uL de extrato enzimatico e 1,02 mL de meio reacional
contendo tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,0), guaiacol
3,24 mM, H,0,3,87 mM. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi
26,6 mM' cm-.

A andlise da atividade da redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2)
baseou-se no método de Cakmak et al. (1993), monitorando-se a
taxa de oxidacdo do NADPH, com decréscimo na absorbancia a
340 nm. A mistura reacional foi incubada a 28 °C, sendo constituida
de tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 7.8), glutationa oxidada
(GSSG) 0,5 mM, NADPH 0,12 mM e 30 yL do extrato enzimatico.
Para calculo da atividade da GR, utilizou-se o coeficiente de
extingdo molar 6,2 mM-'cm'. Corregdes dos extratos foram feitas
através da atividade a 340 nm sem NADPH quando necessarias.

A atividade da redutase do deidroascorbato (DHAR, EC 1.15.1.1)
foi realizada através de uma mistura reacional contendo 100 pL

de extrato enzimatico e 1,9 mL de um meio reacional constituido
de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), deidroascorbato
(DHA) 0,5 mM, glutationa reduzida (GSH) 1 mM e &gua destilada.
A atividade foi determinada pela redugao do DHA a acido ascoérbico
via GSH a 265 nm e o coeficiente de extingdo molar utilizado foi 14
mM-" cm™' (HOSSAIN; ASADA, 1984).

A atividade da polifenoloxidase (PPO, EC 1.10.3.2) foi acessada
através do método proposto por Kar e Mishra (1976) com algumas
modificacdes. Esse método quantifica a formacao de purpurogalina
a 420 nm. A mistura reacional foi formada por 10 uL de extrato
enzimatico e 0,990 mL do meio reacional contendo tampao fosfato
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de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 10mM e agua destilada. A
mistura foi incubada a 25 °C por 5 minutos e imediatamente cessou-
se a reacéo pela adi¢édo de 0,1 mL de H,SO, 5%.

A atividade da L-fenilalanina amonialiase (PAL, EC 4.3.1.5) foi
determinada pela formacgao de acido cindmico a 290 nm (CAHILL;
McCOMB, 1992). A mistura reacional compreendeu 25 uL de
extrato enzimatico e 0,975 mL de meio de reagao constituido

de tampao borato 67 mM (pH 8.8), L-fenilalanina 33 mM e agua
destilada. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 104 mM-’
cm™ e a mistura foi incubada a 30 °C por 1 hora e imediatamente
cessou-se a reacao pela adicao de 33 uL de HCI 6 N.

Analise dos dados

Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias
e 0 * erro padrao (SE). Para analise estatistica dos resultados,
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacgéao
de médias Skott-Knott, a 0,05% de significancia (P<0,05), no
programa Sisvar versao 4.3 (Universidade Federal de Lavras,
Lavras, Brasil).

Resultados

Monitoramento da umidade do solo

A Figura 1 ilustra a tensao de agua no solo em todos os
tratamentos. Nos 10 primeiros dias, em todos os tratamentos
estressados, tanto no hibrido DKB 390 quanto no BRS 1030, com
ou sem aplicagcao de ABA. Observou-se que os valores de tensao
de agua no solo variaram entre -139 a -192 kPa (Figs. 1A, 1B).
Nesses mesmos tratamentos e considerando os dias de avaliagao
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das caracteristicas fisioldgicas (1, 5 e 10 dias) observou-se uma
diminuicédo gradativa da tensdo de agua no solo. Apés os 10 dias
de deficiéncia hidrica iniciou-se a reidratacao do solo chegando a
variagdes nas leituras entre -10 e -25 kPa, indicando umidade do
solo préxima a capacidade de campo (Figs. 1A, 1B). No tratamento
irrigado sem aplicagao de ABA ocorreu menor controle da umidade
tendo maiores variagdes na tensao do solo (Fig. 1C). No quinto dia
observou-se maior tensao (-49 kPa) nos vasos plantados com o
BRS 1030. No tratamento irrigado com aplicacado de ABA os valores
de tensdo de agua do solo variaram menos e tiveram médias mais
proximas da capacidade de campo (Fig. 1D).
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WPy
T B

[k

-50 1 71 DKB390 irrigado D DKB 390 irrigado+ABA T
[ [ BRS1030 irrigado C—1 BRS1030 irrigado+ABA

Tempo (dias) Tempo (dias)
Figura 1. Valores médios da tensao da agua no solo medida
com sensores Watermark durante a imposig¢ao do estresse e
recuperacao hidrica. (A) DKB 390 e BRS1030 estressados (B)
DKB 390 e BRS1030 estressados com aplicacao de ABA (C) DKB
390 e BRS1030 irrigados (D) DKB 390 e BRS1030 irrigados com
aplicagao de ABA. Setas indicam inicio da recuperacao hidrica.
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Paréametros de relacéo hidrica

Com relacao aos parametros de relagao hidrica, nos tratamentos
irrigados, nao houve diferencas durante os dias de analises para os
dois hibridos, mesmo com a aplicacao de ABA. Contudo, para todos
os tratamentos com imposi¢ao de estresse hidrico, houve uma
reducéao efetiva desses parametros quando comparados aos 10 dias
seguintes de reirrigacao (recuperacgao hidrica) (Figs. 2A, 2B, 2C).

— - — DKB 390 estressado —&— DKB 390 irrigado

A —o— BRS 1030 estressado B o BRS1030irrigado T 05
05 v DKB 390 estressado+ABA —e— DKB 390 irrigado+ABA
—4— BRS 1030 estressado+ABA —O— BRS 1030 irrigado+ABA

v (MPa)

pd

1 5 10 1* 5* 10*
Tempo (dias)

- (MPa)

v

1 5 10 1* 5* 10*
Tempo (dias)

Figura 2. Parametros de relacao hidrica durante a imposigéao do
estresse e recuperacgao hidrica em dois hibridos contrastantes a
seca

Quanto ao potencial hidrico de base (Wpd), o hibrido DKB 390
(tolerante) sob tratamento estressado apresentou menor redugao
do que o hibrido BRS 1030 (sensivel) nos dias 1, 5 € 10 de coleta
(Fig. 2A). O mesmo comportamento foi observado no DKB sob
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estresse com aplicacao de ABA (DKB 390 estressado+ABA),
tendo menor redugao do kde que o BRS com aplicacao de ABA
(BRS 1030 estressado+ABA). Para o DKB 390, a aplicagao de
ABA proporcionou um aumento do potencial hidrico de base

(Wpd), contudo, para o BRS 1030 isto ndo ocorreu. No primeiro

dia de reidratacado, o BRS 1030 estressado+ABA apresentou
significativamente menor Wpd (-0,31 MPa) (Fig. 2A). Na avaliagao
do potencial hidrico do caule (W), foi verificado, nos tratamentos
estressados, que a reducgao foi mais pronunciada no hibrido
sensivel a seca do que no tolerante. Nos dois hibridos estressados,
com aplicacdo de ABA em relagao aos sem aplicagdo, ocorreu um
aumento das médias do ¥_, sendo que o tolerante se destacou
com maior aumento no 5° e 10° dias de estresse e o sensivel

se destacou com maior aumento no 1° e 5° dias (Fig. 2B). Nos

5 dias de estresse, o tratamento DKB 390 estressado+ABA teve
menor reducao do potencial hidrico do caule em relagao aos
outros tratamentos estressados. Observa-se na Figura 2C que

no primeiro dia de imposicao do estresse o BRS 1030 estressado
mostrou menor potencial hidrico medio (V) (-2,1 MPa). Com a
aplicagéo do horménio ABA houve uma menor redugao do ¥ _, em
todas as coletas sob estresse (1, 5 e 10 dias), sendo o BRS 1030
com menores médias em relacdo ao DKB 390 (Fig. 2C). O hibrido
sensivel a seca BRS 1030 estressado apresentou menor ¥_ no 1°
dia de recuperacgao hidrica.

Teor de acido abscisico (ABA), peroxido de hidrogénio (H,0,) e
malonaldeido (MDA)

Entre os tratamentos, observa-se que no primeiro dia de estresse
o DKB 390 estressado e o estressado+ABA apresentaram maior
teor de ABA seguido dos tratamentos BRS 1030 estressado e
estressado+ABA (Tabela 1). No quinto dia sob estresse, o DKB
390 estressado+ABA apresentou significativamente maior teor de

17
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ABA, seguido dos outros tratamentos estressados. Com o aumento
de dias sob estresse (10 dias), houve inversao com o BRS 1030
estressado+ABA significativamente maior, seguido do BRS 1030
estressado, DKB 390 estressado+ABA e DKB irrigado+ABA. No
primeiro dia de recuperacao hidrica, os tratamentos BRS 1030
estressado e estressado+ABA apresentaram os maiores valores
seguidos dos outros tratamentos. No 5° e 10° dia de recuperagao
hidrica ndo houve diferencas entre os tratamentos (Tabela 1).

Observa-se que, no primeiro dia sob estresse, o DKB 390
estressado+ABA apresentou o maior teor de peroxido de hidrogénio
(H,0,) (Tabela 2). No 5° e 10° dia sob estresse, o hibrido BRS 1030
estressado foi 0 que apresentou significativamente o maior teor
seguido de BRS 1030 estressado+ABA e DKB 390 estressado.
Também no 5° e 10° dia de estresse, quando considerados apenas
os tratamentos estressados, o menor teor de H,O, foi encontrado
no tratamento DKB 390 estressado+ABA (Tabela 2). Mesmo com
24 horas de recuperacao hidrica (1 dia) o BRS 1030 estressado e
estressado+ABA ainda apresentaram maior teor de H,0, e nos dias
restantes de recuperacao hidrica ndo houve diferencas entre os
tratamentos.

No geral, os tratamentos estressados tiveram um aumento no

teor de malonaldeido (MDA) e apds a recuperacao hidrica o teor
diminuiu (Tabela 3). No 1° dia de estresse observou-se que nao
houve diferencga entre os tratamentos (Tabela 3). No 5° dia de
estresse, todos os tratamentos estressados, incluindo os com
aplicagdo exogena de ABA, apresentaram um aumento significativo
no teor de malonaldeido (MDA), quando comparados com os
tratamentos irrigados. E com 10 dias de estresse, o maior teor foi
encontrado no tratamento BRS 1030 estressado e o menor foi no
DKB 390 estressado+ABA e nos tratamentos irrigados. Nao houve

diferencas entre os tratamentos nos dias de recuperacao hidrica
(Tabela 3).
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Atividade enzimatica

O aumento dos dias de estresse hidrico acarretou maior atividade
das enzimas tanto no DKB 390 quanto no BRS 1030. Os
tratamentos irrigados nos dois hibridos, incluindo também os com
aplicagao de ABA logicamente ndo diferenciaram suas atividades
enzimaticas entre os tratamentos ao longo dos dias de coleta

(com algumas excecdes) (Figs. 3, 4). Na analise da atividade da
superoxido dismutase (SOD) nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos no 1° dia de estresse (Fig. 3A).
No 5° dia de estresse, houve um aumento da atividade da SOD nos
tratamentos DKB 390 estressado e estressado+ABA. Nesse mesmo
dia, no DKB 390, apesar de a aplicagao do ABA ter aumentado a
atividade da SOD, nao houve diferencgas significativas no tratamento
com e sem aplicagdo de ABA. No 10° dia de estresse, ocorreu

uma diminuigao da atividade da SOD no DKB 390 estressado e
estressado+ABA e um aumento nos tratamentos estressado e
estressado com aplicagcao de ABA no BRS 1030. Na reidratagao
(recuperacao hidrica) ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos (Fig. 3A).

N&o houve diferenca entre os tratamentos para a atividade da
catalase (CAT) no 1° dia de estresse hidrico, porém, com 5 dias

de estresse no tratamento estressado, a atividade do DKB 390
aumentou significativamente e a do DKB 390 com aplicagao de ABA
apresentou maior média (Fig. 3B). O hibrido BRS 1030, além de ter
uma menor atividade da catalase, ndao apresentou diferencas na
atividade com aplicacdo de ABA. Com 10 dias de estresse hidrico,
no tratamento estressado, a atividade do DKB 390 diminuiu e a

do BRS 1030 aumentou independente da aplicagcao de ABA. Nao
houve diferencas na recuperacao hidrica (Fig. 3B).
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Na atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) nao foram
verificadas diferencas entre os tratamentos no 1° dia de estresse
(Fig. 3C). Com cinco dias no tratamento estressado, o DKB 390
mostrou superioridade na atividade da APX e, apesar de maior
média, com aplicacéo de ABA nao houve diferengas estatisticas.
A aplicagdo de ABA também elevou a atividade do BRS 1030
(BRS 1030 estressado+ABA) a valores semelhantes ao DKB 390
estressado e estressado+ABA, contudo, o tratamento BRS 1030
estressado apresentou a menor atividade. No 10° dia de coleta, os
tratamentos BRS 1030 estressado e estressado+ABA apresentaram
a maior atividade da APX e DKB-estressado, enquanto que DKB
390 estressado+ABA juntamente com os tratamentos irrigados
tiveram a menor atividade. Apds 24 horas de recuperacao hidrica
(1° dia), os tratamentos DKB 390 estressado+ABA, BRS 1030
estressado+ABA e DKB 390 irrigado+ABA apresentaram menor
atividade da peroxidase do ascorbato (Fig. 3C).

Da mesma forma que na atividade das enzimas anteriores

para a atividade da peroxidase do guaiacol (POD), nao houve
diferencas no 1° dia de estresse hidrico (Fig. 3D). Ja no 5° dia, os
tratamentos DKB 390 estressado e estressado+ABA tiveram uma
atividade maior que o restante dos tratamentos. No 10° dia de
estresse, esses mesmos gendtipos diminuiram significativamente
suas atividades da POD em relacéo aos tratamentos BRS 1030
estressado e estressado+ABA e também foram iguais a atividade do
tratamento BRS 1030 irrigado. Em nenhum dos dias da recuperagéo
hidrica houve diferenca entre os tratamentos (Fig. 3D).

No primeiro dia de estresse hidrico observou-se que a atividade
da glutationaredutase (GR) foi maior no DKB 390 estressado+ABA
em relacao aos outros tratamentos (Fig. 4A). No 5° dia, a atividade
da GR foi significativamente maior no DKB 390 estressado e
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no 10° dia foram os tratamentos BRS 1030 estressado, DKB
390 estressado+ABA e BRS 1030 estressado+ABA que tiveram
maior atividade. Nao foram observadas diferencas nos dias de
recuperacao hidrica (Fig. 4A).

Para as médias da atividade da deidroascoratoredutase (DHAR),

no 1° dia de estresse hidrico, ndo houve diferencgas significativas
entre os tratamentos, porém, no 5° dia de estresse, os tratamentos
estressados e estressados com aplicacao de ABA, para os dois
hibridos, tiveram uma atividade significativamente mais pronunciada
do que os tratamentos irrigados (Fig. 4B). No 10° dia de estresse,
DKB 390 estressado, DKB 390 e o BRS 1030 irrigado apresentaram
as menores médias. No 1° dia de recuperacao hidrica, o DKB 390,
o0 BRS 1030 estressado, o DKB 390 e o BRS 1030 irrigado+ABA
apresentaram as maiores médias (Fig. 4B).

Na atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) foram observadas
diferengas significativas apenas no 5° e 10° dias de estresse (Fig.
4C). No 5° dia, a maior atividade da PPO foi verificada no DKB
390 estressado. Ja no 10° dia, os tratamentos dos dois hibridos
estressados, incluindo os estressados com aplicagcéo de ABA,
apresentaram maior atividade do que os tratamentos irrigados (Fig.
4C).

O DKB 390 estressado+ABA apresentou a maior atividade da
L-fenilalanina amonialiase (PAL), no 1° dia de estresse (Fig. 4D).
Em seguida, os tratamentos DKB 390, BRS 1030 estressado e

BRS 1030 estressado+ABA apresentaram as segundas maiores
médias e, finalmente, os tratamentos irrigados tiveram as menores.
Com 5 dias de estresse, nenhum tratamento se diferenciou
significativamente e, com 10 dias, o BRS 1030 estressado e
estressado+ABA tiveram uma atividade da PAL maior em relacéo ao
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DKB 390 estressado e estressado+ABA (Fig. 4D).

Discussao

Uma das dificuldades em experimentos envolvendo a seca € a
qualidade do monitoramento da umidade do solo. Foi observado
neste trabalho que durante os 10 dias de restricao hidrica, a
umidade foi igual ou menor a 50% da capacidade total de agua
disponivel no solo (Fig. 1), significando a presenca de um estresse
que pode ser descrito como entre moderado nos primeiros dias (1 e
5 dias) e severo nos ultimos (10 dias) (BETTAIEB et al., 2011).

A aplicagao de ABA nao afetou significativamente as caracteristicas
analisadas nos tratamentos irrigados. Em milho, Jiang e Zhang
(2002) também nao encontraram influéncia da aplicagdo de ABA em
tratamentos com irrigacao.

O acido abscisico € um hormébnio muito importante, pois,

além de fungdes de regulagédo nos processos fisioldgicos e de
desenvolvimento, € o principal regulador nas respostas adaptativas
a estresses ambientais, inclusive a seca (JIANG; ZHANG, 2002;
LU et al., 2009). No tratamento estressado sem aplicagdo exégena
do acido abscisico, o DKB 390 teve maior teor de ABA no inicio do
estresse hidrico do que o BRS 1030 (Tabela 1). Alguns trabalhos
também relatam aumento de ABA enddgeno em plantas tolerantes
de milho sob estresse (AROCA et al., 2003; BANO;YASMEEN,
2010). Ainda a aplicacao de ABA na parte aérea aumentou o teor
de ABA nas folhas dos dois hibridos, porém, mais pronunciado no
tolerante. Com o aumento dos dias de estresse (10 dias) e inicio da
recuperacgao hidrica, o hibrido sensivel foi o que apresentou maior
teor de ABA. Portanto o ABA exdgeno parece ter influenciado o
DKB 390 (tolerante) principalmente no 1° dia apds sua aplicagao
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e com o passar dos dias o conteudo interno de ABA diminuiu. Da
mesma forma, em algumas gramineas, menor acumulacao de ABA
foi encontrada em gendtipos tolerantes a seca no final do estresse
(COSTA; HUANG, 2007). Em estudos com gendtipos de trigo de
programas de melhoramento para a seca, os autores observaram
que os genotipos produzidos antigamente tinham maior quantidade
de ABA do que os gendtipos modernos (FAN et al., 2009).

A perda de agua em células, tecidos e érgaos, devido ao estresse
hidrico, € bem discutida na literatura (FAROOQ et al., 2009).
Muitas investigagbes tém mostrado que, quando plantas de milho
sdo submetidas a seca, ocorre uma grande reducéo no potencial
hidrico, assim, um controle do status hidrico € importantissimo para
a sobrevivéncia e tolerancia nos ambientes com pouca umidade no
solo (MEDICI et al., 2003; ALI;ASHRAF, 2011). Com relacdo aos
parametros de relagao hidrica avaliados, observa-se claramente
uma maior recuperacgao do status hidrico noturno (devido ao maior
¥ ) € maior status hidrico diurno (devido a maiores médias de ¥ e
W_,) no hibrido tolerante (DKB 390) em relagéo ao hibrido sensivel
(BRS 1030) (Fig. 2). Em relagao ao status hidrico, o hibrido DKB
390, sob estresse, respondeu mais (foi mais sensivel) a aplicagéao
de ABA e manteve um maior status hidrico do que sem aplicacao
do horménio. Um maior status evidenciado no hibrido tolerante
com aplicagcao do ABA pode ter sido devido a fungao desse
horménio de aumentar a condutividade hidraulica, favorecendo uma
melhor hidratacao dos tecidos. O balanco de ABA raiz/parte aérea
influencia o status hidrico das plantas (KUDOYAROVA et al., 2011).
Como relatado anteriormente, foi observado nas folhas de milho

um aumento do teor de ABA enddgeno com a aplicagdo de ABA na
parte aérea (Tabela 1). De acordo com Christmann et al. (2005),

o0 ABA na parte aérea acumula-se principalmente nos tecidos
vasculares e em seguida nas células guardas. Assim, como relatado
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por Kudoyarova et al. (2011), em trabalhos com trigo, no hibrido
DKB 390, o acumulo de ABA nas folhas sugere que o ABA poderia
ser facilmente transportado via tecidos vasculares para as raizes
aumentando a condutividade hidraulica e favorecendo o status
hidrico da parte aérea. Apesar de o potencial hidrico do caule (V)
ser mais utilizado em outras culturas, como a uva (CHONE et al.,
2001), vale ressaltar aqui que este parametro mostrou ser um bom
indicador do estresse hidrico também para milho.

Um fato marcante com relagéo ao peroxido de hidrogénio (H,0O,) foi
que nos dias iniciais de estresse, o DKB 390 estressado+ABA teve
maior teor e com 10 dias de estresse foi observado neste mesmo
tratamento um teor significativamente menor em relagcao aos
outros tratamentos (Tabela 2). Contrariamente, o hibrido sensivel
com 10 dias de estresse apresentou outro comportamento, pois
teve o tratamento BRS 1030 estressado um pronunciado aumento
em relacao aos outros tratamentos e a aplicagao de ABA parece
ter atenuado esta situacdo. Com relagdo ao aumento do teor de
H,O, nos dias iniciais de estresse no hibrido tolerante (DKB), com
aplicagao de ABA, resultados semelhantes foram encontrados por
Kellos et al. (2008), em que uma linhagem de milho tolerante exibiu
maior teor de H,0,, quando foi aplicado acido abscisico. O aumento
de H,0, no inicio do estresse no DKB 390 pode ser explicado

pelo papel do H,0, como uma potente molécula sinalizadora do
estresse (MOLLER et al., 2007). Com o aumento do estresse
hidrico € notdria a participagédo do H,O, pela reagédo de Haber-
Weiss/Fenton como radical livre atacando as membranas celulares
(QUEVAL et al., 2008). Torna-se necessario, entdo, uma varredura
para diminuicdo dessas moléculas, mas esta capacidade nao foi
encontrada no hibrido sensivel (BRS 1030), porque ndo conseguiu
diminuir a quantidade de peroxido.
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Em milho, baixo teor de malonaldeido (MDA) tem sido associado
com tolerancia a seca (ANJUM et al., 2011b). Um maior teor de
MDA com o aumento dos dias de estresse hidrico foi evidenciado
nos dois hibridos, mesmo quando o ABA foi aplicado. Quando
foram comparados os tratamentos, & interessante perceber que,
com 10 dias de estresse, onde o teor de agua no solo foi mais
baixo, ocorreram maiores médias de teor de MDA. O hibrido
sensivel (BRS 1030) exibiu um aumento mais significativo durante
os dias de estresse do que o tolerante (DKB 390), sendo que a
aplicacao de ABA aliviou significativamente o dano nas membranas,
principalmente no DKB 390. Um alivio no dano das membranas
(menor formagéao de malonaldeido) também foi evidenciado em
milho, com aplicagdo de ABA (KELLOS et al., 2008).

A diminuigdo do teor de MDA e de H,O,, observada quando

o hibrido tolerante (DKB 390) estava sob estresse severo (10
dias), pode ter sido devido ao aumento da atividade enzimatica
antioxidante nas folhas que proporciona uma melhor protecéo
contra o estresse oxidativo (MOUSSA; ABDEL-AZIZ, 2008). Nos
ultimos tempos, tem sido grande o interesse em investigacoes

do sistema de defesa antioxidante em folhas, devido a um dos
principios de que a folha age como um sensor primario no estresse
de seca. Além disso, tem sido demonstrado que as respostas
antioxidantes sdo bem correlacionadas com a tolerancia de

cultivares de milho sob seca (CHUGH et al., 2011).

O DKB 390 teve algumas particularidades nas atividades
enzimaticas antioxidantes (Figs. 3, 4). No inicio do estresse, ele
apresentou alta atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (POD) e
deidroascorbatoredutase (DHAR) e, com 10 dias de deficiéncia
hidrica, ocorreu uma diminuicao da atividade. Apesar de, em
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alguns casos, ocorrerem maiores médias nas atividades, ndo
houve influéncia da aplicacdo de ABA nessas enzimas, exceto

para a atividade da CAT, que, com a aplicacdo do ABA, elevou

sua atividade, resultando em valores mais altos, principalmente
no DKB 390. A glutationaredutase (GR), enzima importante na
reciclagem da glutationa em condigbes de estresse (SZALAI

et al., 2009), foi a Unica enzima que exibiu diferencas entre os
tratamentos (destacando-se o DKB 390-estressado-ABA) logo

no primeiro dia de estresse. Uma alta atividade de todas essas
enzimas, principalmente no 5° dia de estresse, esta ligada,
resumidamente, a remogao dos radicais livres (incluindo o H,0,)
através da rota conhecida como via de Halliwell-Asada ou ciclo do
ascorbato/glutationa (APEL; HIRT, 2004). Com aumento dos dias de
estresse (10 dias), o hibrido tolerante apresentou menor atividade
enzimatica, mostrando efetivagao do controle do estresse oxidativo,
enquanto o hibrido sensivel BRS 1030, de forma contraria, teve
baixa atividade enzimatica, o que pode ter acarretado os altos
teores de H,O, e de peroxidagéo lipidica (teor de MDA).

No DKB 390, com relacao a aplicagao de ABA (DKB 390
estressado+ABA), houve um aumento do teor de ABA e de H,0O,,
no 1° dia de estresse, seguido de um aumento da atividade
enzimatica da catalase, no 5° dia, que podem ser explicados do
seguinte modo: o tratamento exdgeno com ABA pode aumentar o
teor de ABA interno e isto leva a um acumulo de H,O,, que é uma
molécula sinalizadora para ativacdo de enzimas antioxidantes. Esta
explicacao foi demostrada em arroz (avaliando a atividade da CAT)
(YE et al., 2011) e também em milho (avaliando a atividade da CAT

e outras enzimas) (JIANG; ZHANG, 2002; HU et al., 2005).

A polifenoloxidade (PPO), juntamente com a peroxidase do guaiacol
(POD), pode agir em difendis e fendis para a producao de outros
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compostos fendlicos importantes na varredura de radicais livres,
como os flavonoides (POURCEL et al., 2006). Alguns estudos

com gergelim (Sesamumindicum L.) evidenciaram maior atividade
da PPO em gendtipos tolerantes em comparacao aos sensiveis
(FAZELI et al., 2007), contudo, nos resultados mostrados nesse
trabalho nao ocorreram diferencas entre os hibridos contrastantes

a seca. Foi verificado um aumento da atividade da L-fenilalanina
amonialiase (PAL) pelo DKB 390 no primeiro dia de estresse. Esses
dados sao semelhantes ao encontrado por Hura et al. (2008), em
que genotipos tolerantes de milho tiveram maior atividade da PAL.
Uma atividade alta da PAL no inicio do estresse pode ser importante
também para uma producao rapida de compostos fendlicos,
aumentando a protecao contra o estresse oxidativo (HURA et al.,
2008; GHOLIZADEH, 2010).

Conclui-se com base nesta pesquisa que ocorreram significativas
diferencas nas caracteristicas fisiolégicas relacionadas a tolerancia
a seca entre os dois hibridos contrastantes a seca; o DKB 390
apresentou maior capacidade de manter o status hidrico e de
combater o estresse oxidativo, via enzimas antioxidantes; e foi mais
responsivo a aplicacdo de ABA, que levou ao aumento da tolerancia
a seca.
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