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RESUMO - Para aumentar a produtividade agricola em areas com deficiéncia hidrica ¢ de
suma importancia induzir tolerancia a seca, assim como implementar varias praticas
agrondmicas e fisiologicas. A aplicagdo exdgena de certas substancias em plantas com intuito
de aumentar a tolerancia, tem sido uma pratica utilizada e estudada por varios pesquisadores.
Dentro deste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagdo do acido
abscisico (ABA) no aumento a tolerancia ao estresse hidrico em hibridos de milho contrastante
a seca: DKB 390 (tolerante) e BRS 1030 (sensivel). Para isso foi avaliado em em casa de
vegetacdao a atividade de algumas enzimas do sistema antioxidante. A deficiéncia hidrica foi
imposta por 10 dias no estadio de florescimento e uma dose de 100 uM de ABA foi aplicada
na parte aérea. As avaliagdes também foram feitas durante 10 dias apds a recuperagdo hidrica.
Com 5 dias de estresse, o hibrido tolerante em relacdo ao sensivel apresentou maior atividade
das enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase do ascorbato e do guaiacol. Com 10
dias de estresse DKB 390 diminuiu a atividade das enzimas e o BRS 1030 apresentou maior
atividade. A aplicacdo de ABA esta relacionado com uma maior tolerdncia apenas no DKB
390, devido ao aumento do status hidrico e da atividade enzimatica, principalmente a catalase.

Palavras-chave: Zea mays L., estresse hidrico, estresse oxidativo.

Introducao

A seca induz um estresse oxidativo em plantas pela producao de espécies reativas de
oxigénio (ERO). O aumento da produ¢do de EROs durante o estresse pode ser uma ameaca
para as cé€lulas se ocorrer um aumento elevado, mas também sabe-se que elas agem como
sinais para ativagdo da resposta ao estresse e para caminhos de defesa. (Karuppanapandia et
al., 2011). Para aumentar a produtividade agricola em areas com deficiéncia hidrica ¢ de suma
importancia induzir tolerancia a seca e implementar varias praticas agrondmicas e fisioldgicas a
fim de garantir este propdsito (Anjum et al., 2011b). Uma dessas praticas que vem ganhando
destaque nos ultimos tempos € a aplicacdo exdgena de substancias em plantas. Em milho pode-
se citar aplicacdao de acido abscisico (Jiang e 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, com relagdo a aplicagao
exogena do acido abscisico (ABA), em gramineas (Cynodon dactylon) (Lu et al.,2009) e arroz
(Yeetal., 2011), contudo em milho a literatura ¢ carente de publicagdes.

Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar as possiveis modificagdes da aplicagdo
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exogena de acido abscisico em aumentar a tolerancia a seca em hibridos de milho tolerante e

sensivel baseado em mudangcas fisiol6gicas como atividade antioxidante enzimatica.

Material e Métodos

Foram utilizados dois hibridos contrastantes para tolerancia a seca: DKB 390
(tolerante) BRS 1030 (sensivel) esse Ultimo oriundo do Programa de Melhoramento da
Embrapa. O ensaio foi conduzido, em regime de casa de vegetacao, no Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo (Embrapa), em Sete Lagoas, estado de Minas Gerais. Utilizaram-se
duas plantas por vaso de 20 litros, preenchidos previamente com solo do tipo Latossolo
Vermelho Distréfico Tipico. A adubagdo foi feita de acordo com a recomendagdo da analise
quimica do solo, aplicando-se no momento do plantio uma adubacdo basica com 5-20-20+Zn
com doses de 23 g. 20 Kg!' de solo. As plantas foram irrigadas regularmente mantendo uma
6tima umidade do solo até a imposicao do estresse.

O teor de 4gua 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 (tensiometro) modelo 200SS —
5’(IRROMETER, Califéornia — USA), instalado no centro dos vasos de cada repeti¢do, na
profundidade de 20 cm. No pré-florescimento, foram impostos dois tratamentos hidricos:
irrigado e estressado. No primeiro, a reposicdo hidrica foi realizada diariamente até o solo
atingir a umidade proxima a CC (tensdo da agua no solo de aproximadamente -18 kPa),
enquanto que, no segundo tratamento, a inducao do estresse hidrico foi realizada diariamente
aplicando-se no minimo 50% da agua total disponivel, ou seja, até a tensdo 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 imposicao 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 solugdo foi pulverizada na parte aérea (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 aplicacio de ABA
exogeno; ¢ BRS 1030 estressado e irrigado e estressado e irrigado com aplicagdo de ABA
exogeno) e 6 épocas de coleta (1, 5 e 10 dias de estresse hidrico e 1, 5 e 10 dias de
recuperagdo hidrica) e 3 repeticOes. As avaliacdes foram realizadas durante 10 dias na

imposicao do estresse hidrico, no momento em que as plantas se encontravam no
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florescimento pleno e durante 10 dias na recuperacdo hidrica das plantas (retomada da
umidade do solo para a capacidade de campo).

Ap0s a coleta dos tecidos foliares estes foram armazenados em freezer -80°C até a
extracdo. O método de extragdo do ABA foliar foi adaptado a partir de e Guoéth et al. (2009) e
a deteccdo foi feita utilizando Kits de ensaio imuno-enzimatico (Phytodetec ABA Enzyme
Immunoassay Test Kit — Sigma-Aldrich).

A extragdo das enzimas foi feita pela maceragdo de 500 mg de folha em nitrogénio
liquido, adicionando-se 1,5 mL do tampao de extracdo constituido de: tampado fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0), | mM EDTA, 2 mM DTT, 0,8 mM PMSF, 1% de PVPP ¢ 1 mM
de acido ascorbico (ASC). O extrato foi centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C no periodo das andlises. Os sobrenadantes
coletados foram utilizados nas analises de todas as enzimas. Foi obtida a atividade especifica
das enzimas utilizando-se o método de Bradford, sendo utilizada uma curva padrao de
albumina de soro bovina (BSA).

A atividade da dismutase do superdxido foi avaliada pela capacidade em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT), proposta por Giannopolitis € Ries (1977) e a
da catalase foi determinada pelo consumo de H>O, a 240 nm por 3 minutos (Havir e Mchale
1987).

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pelo acompanhamento da
oxidacdo do ascorbato a 290 nm por 3 minutos (Nakano e Asada 1981) e a atividade da
peroxidase do guaiacol (POD, EC 1.11.1.7) foi determinada pela oxida¢do do guaiacol a 470
nm segundo Lin e Wang (2002) com modificagdes.

Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias e o + erro padrdo
(SE). Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se a andlise de varidncia (ANAVA) e o
teste de comparagao de médias Skott-Knott, a 0,05% de significancia (P+0.05), no programa
Sisvar versao 4.3.

Resultados e Discussio

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 aplicagdo de ABA nao diferenciaram suas atividades enzimaticas entre os tratamentos
ao longo dos dias de coleta (com algumas excecdes) (Fig. 1). Na analise da atividade da
superoxido dismutase (SOD) ndo foram observados diferencas significativas entre os

tratamentos no primeiro dia de estresse (Fig. 1A). No quinto dia de estresse houve um
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aumento da atividade da SOD nos tratamentos DKB 390 estressado e estressado+ABA. Neste
mesmo dia no DKB 390, apesar da aplicagdo do ABA ter aumentado a atividade da SOD, nao
houve diferencas significativas no tratamento com e sem aplicacdo de ABA. No décimo dia de
estresse ocorreu uma diminuicdo da atividade da SOD no DKB 390 estressado ¢
estressado+ABA e um aumento nos tratamentos estressado e estressado com aplicacao de
ABA no BRS 1030. Na reidratagdo (recuperagdo hidrica) ndo houve diferencas significativas
entre os tratamentos (Fig. 1A).

Nao houve diferenga entre os tratamentos para a atividade da catalase (CAT) no
primeiro dia de estresse hidrico, porém com 5 dias de estresse no tratamento estressado, a
atividade do DKB 390 aumentou significativamente ¢ a do DKB 390 com aplicagdio de ABA
apresentou maior média (Fig. 1B). O hibrido BRS 1030 além de ter uma menor atividade da
catalase, ndo apresentou diferencas na atividade com aplicacdo de ABA. Com 10 dias de
estresse hidrico, no tratamento estressado a atividade do DKB 390 diminuiu € a do BRS 1030
aumentou independente da aplicacdo de ABA. Nao houve diferengas na recuperaciao hidrica
(Fig. 1B).

Na atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) ndo foi verificado diferencas
entre os tratamentos no primeiro dia de estresse (Fig. 1C). Com cinco dias no tratamento
estressado, o DKB 390 mostrou superioridade na atividade da APX e apesar de maior média,
com aplicacdo de ABA nao houve diferencas 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 enquanto que DKB 390 estressado+ABA juntamente
com os tratamentos irrigados tiveram a menor atividade. Apos 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. 1C).

Da mesma forma que na atividade das enzimas anteriores para a atividade da
peroxidase do guaiacol (POD) ndo houve diferengas no primeiro dia de estresse hidrico (Fig.
1D). Ja no quinto dia os tratamentos DKB 390 estressado e estressado+ABA tiveram uma
atividade maior que o restante dos tratamentos. No décimo dia de estresse esses mesmos
genoétipos diminuiram significativamente suas atividades da POD em relacdo aos tratamentos
BRS 1030 estressado e estressado+rABA e também foram iguais a atividade do tratamento

BRS 1030 irrigado. Em nenhum dos dias da recuperacdao hidrica houve diferenca entre os

0148



tratamentos (Fig. 1D).

O DKB 390 teve algumas particularidades nas atividades enzimaticas antioxidantes (Fig
1). No inicio do estresse apresentou alta atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (POD) e com 10 dias de deficiéncia hidrica
ocorreu uma diminui¢do da atividade. Apesar de em alguns casos ocorrer maiores médias nas
atividades, nao houve influéncia da aplicagdo 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. Uma alta atividade de todas essas enzimas principalmente no
quinto dia de estresse estd ligada resumidamente, a remog¢ao dos radicais livres (incluindo o
H>0,) através da rota conhecida como via de Halliwell-Asada ou ciclo do ascorbato/glutationa
(Apel e Hirt 2004). Com aumento dos dias de estresse (10 dias) o hibrido tolerante apresentou
menor atividade enzimatica mostrando efetivagdo do controle do estresse oxidativo enquanto o
hibrido sensivel BRS 1030 de forma contraria teve baixa atividade enzimatica que pode
acarretar em altos teores de H,O- e de peroxidacao lipidica (teor de MDA). Em arroz (Ye et
al., 2011) e em milho (Hu et al., 2005) sob estresse de seca, a aplicacdo de ABA também
elevou a atividade da enzima catalase.

Conclui-se que o DKB 390 apresentou maior capacidade de combater o estresse

oxidativo via enzimas antioxidantes e a aplicagao de ABA elevou a atividade da catalase.
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Fig. 1 Atividade da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase
do guaiacol (POD) durante a imposi¢@o do estresse e recuperacao hidrica em dois hibridos contrastantes a seca
(DKB 390 ¢ BRS 1030) com e sem aplicagdo de ABA exogeno.* Médias seguidas por mesma letra em cada dia
ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (Pe0.05). Cada barra indica a média do
tratamento£S.E e * indicam fase da recuperagdo hidrica.
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