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RESUMO - Estudos relacionados a toleréncia a seca estdo sdo cada vez mais estratégicos
para Brasil, ja que, este € 0 estresse abidtico mais complexo e de maior efeito sobre as
culturas. Dentro deste contexto o objetivo deste trabaho foi avaliar os efeitos da aplicagdo do
&cido abscisico (ABA) no aumento a toleréncia ao estresse hidrico em hibridos de milho
contrastante & seca: DKB 390 (tolerante) e BRS 1030 (sensivel). Para isso foi redizado em
casa de vegetacdo a caracterizacdo da atividade antioxidante enzimética, anaisando-se 0s
teores de peréxido de hidrogénio (H202) e maonadeido (MDA), assim como os teores de
ABA. 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 avaliagOes também foram feitas durante 10
dias apOs a recuperagdo hidrica. O ABA exogeno parece ter influenciado o DKB 390
(tolerante) principalmente no 1° dia apés sua aplicagdo e com o passar dos dias o conteiido
interno de ABA diminuiu. Com 5 dias de estresse, 0 hibrido tolerante em relagdo ao sensivel
apresentou menor teor de MDA. Com 10 dias de estresse 0 BRS 1030 apresentou maior
acumulo de H20, e MDA.. Conclui-se que o DKB 390 foi mais responsivo a aplicacdo de ABA
0 gue provavel mente aumentou a tolerancia da toleréncia a seca desse hibrido.
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Introducéo

A seca é um topico importante e crescente em muitas partes do mundo. Ela é uma das
principais limitagcBes no cultivo do milho. Devido & mudangas climéticas os problemas com a
seca vém aumentando e areas que atuamente sdo grandes produtoras de gréos podem ndo
estar mais aptas ao plantio devido a fata ou ma distribuicdo de &gua (Fan et al., 2009).

A seca também induz um estresse oxidativo em plantas pela producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). O aumento da producdo 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 sSnais para aivacdo da resposta a0 estresse e caminhos de defesa
(Karuppanapandia et a., 2011). Para aumentar a produtividade agricola em &reas com
deficiéncia hidrica € de suma importancia induzir tolerdncia & seca e vérias préticas
agronémicas e fisiolégicas tém sido implementadas a fim de garantir este propdsito (Anjum et
al., 2011b). Uma dessas préticas que vem ganhando destaque nos Ultimos tempos é a aplicacdo

exogena de substancias em plantas. Em milho pode-se citar aplicacéo de écido abscisico (Jiang
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e Zhang 2002; Kellos et a., 2008), esses autores relatam que a aplicacdo dessas moléculas tem
aumentado o status hidrico foliar, a atividade enzimética antioxidante, e as trocas gasosas.

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis papeis da aplicacdo
exogena de acido abscisico em aumentar a toleréncia a seca em hibridos de milho tolerante e
sensivel baseado em mudancas bioquimicas como teor de ABA enddgeno, teor de peroxido de
hidrogénio e teor de malonaldeido.

Material e M éodos

Foram utilizados dois hibridos contrastantes para tolerdncia a secaz DKB 390
(tolerante) BRS 1030 (sensivel) esse Ultimo oriundo do Programa de Mehoramento da
Embrapa. O ensaio foi conduzido, em regime de casa de vegetagdo, 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 Distrofico Tipico. A adubacdo foi feita de acordo com a recomendagédo da andlise
quimica do solo, aplicando-se no momento do plantio uma adubagdo 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 aimposicdo do estresse.

O teor de &gua no solo foi monitorado diariamente nos periodos da manhé e da tarde (9
e 15 horas), com o auxilio de um sensor de umidade watermark (tensiémetro) modelo 200SS —
5" (IRROMETER, Cdliférnia — USA), instalado no centro dos vasos de cada repeticdo, 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 indugdo do estresse hidrico foi realizada diariamente
aplicando-se no minimo 50% da agua total disponivel, ou sgja, até a tensdo da agua no solo
atingir no minimo -138 kPa, cujo valor corresponde a0 solo especificado. Esse estresse foi
mantido por 10 dias.

Com 12 horas da imposi¢éo 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 solucdo foi pulverizada na parte aérea (Arocaet a., 2003).

O delineamento experimental foi de blocos a0 acaso em esguema fatorial com 8
tratamentos (DKB 390 estressado e irrigado e estressado e irrigado com aplicagéo de ABA
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exdgeno; e BRS 1030 estressado e irrigado e estressado e irrigado com aplicacédo de ABA
exogeno) e 6 épocas de coleta (1, 5 e 10 dias de estresse hidrico e 1, 5 e 10 dias de
recuperacdo hidrica) e 3 repeticbes. As avaiaches foram realizadas durante 10 dias na
imposicdo do estresse hidrico, no momento em que as plantas se encontravam no
florescimento pleno e durante 10 dias na recuperagcdo hidrica das plantas (retomada da
umidade do solo para a capacidade de campo).

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

Amostras contendo 250 mg de tecido foliar foram macerados em nitrogénio liquido,
acrescido de 20% de PVPP, homogeneizados em 5 mL de tricloroacético (TCA) 0,1% e
centrifugados, a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para
determinac&o do teor de perdxido de hidrogénio (H-0.) e MDA. O teor de H-O. foi medido
em espectrofotdmetro de acordo com Alexieva et a. (2001). O teor de malonaldeido (MDA)
que € um produto final da peroxidacéo lipidica foi utilizado para determinar o nivel de dano
nas membranas. O méodo utilizado foi de acordo Buege e Aust (1978) baseado na reacdo
com é&cido tiobarbitdrico.

Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias e 0 + erro padréo
(SE). Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se a andlise de varidncia (ANAVA) e o
teste de comparacdo de médias Skott-Knott, a 0,05% de significancia (P 0.05), no programa
Sisvar versdo 4.3 (Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil).

Resultados e Discussdo

A aplicacdo de ABA ndo afetou significativamente as caracteristicas analisadas nos
tratamentos irrigados (Tabela 1; 2 e 3). Em milho, Jang e Zhang (2002) também ndo
encontraram influéncia da aplicagdo de ABA em tratamentos com irrigagao.

Entre os tratamentos, observa-se que no primeiro dia de estresse o DKB 390
estressado e 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 ABA, seguido dos outros
tratamentos estressados. Com o aumento de dias sob estresse (10 dias) houve inversdo com o
BRS 1030 estressado+ABA significativamente maior, seguido do BRS 1030 estressado, DKB
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390 estressado+ABA e DKB irrigado+ABA. No primeiro dia de recuperacdo hidrica os
tratamentos BRS 1030 estressado e estressado+ABA apresentaram 0S maiores vaores
seguidos dos outros tratamentos. No 5° e 10° dia de recuperacdo hidrica ndo houve diferencas
entre os tratamentos (Tabela 1).

O é&cido abscisico é um horménio muito importante, pois além de funcdes de regulacéo
nos processos fisioldgicos e de desenvolvimento, € o principa regulador nas respostas
adaptativas a estresses ambientais, sobretudo a seca (Jiang e Zhang 2002). No tratamento
estressado sem aplicacdo exdgena do &cido abscisico, 0 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 a., 2003).
Ainda a aplicacdo de ABA na parte aérea aumentou o teor de ABA nas folhas dos dois
hibridos, porém com resultado mais pronunciado no tolerante. Com o aumento dos dias de
estresse (10 dias) einicio da recuperagdo hidrica, o hibrido sensivel foi 0 que apresentou maior
teor de ABA. Portanto o ABA exdgeno parece ter influenciado o DKB 390 (tolerante)
principamente no 1° dia apds sua aplicagdo e com o passar dos dias o conteido interno de
ABA diminuiu. Em estudos com genétipos de trigo de programas de melhoramento para a
seca 0s autores observaram que 0s gendtipos produzidos antigamente, tinham maior
quantidade de ABA do que os gendtipos modernos (Fan et a., 2009).

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

Um fato marcante com relagdo ao perdxido de hidrogénio (H.O,) foi que nos dias
iniciais de estresse 0 DKB 390 estressado+ABA teve maior teor e com 10 dias de estresse foi
observado neste mesmo tratamento um teor significativamente menor em relagcdo aos outros
tratamentos (Tabela 2). Contrariamente, o hibrido sensivel com 10 dias de estresse apresentou
outro comportamento, onde o tratamento BRS 1030 estressado mostrou um pronunciado

aumento em relacao aos outros tratamentos, sendo que a aplicagdo de ABA parece ter aliviado
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esta sSituacdo. Com relagdo ao aumento do teor de HO, nos dias iniciais de estresse no hibrido
tolerante (DKB), com aplicacdo de ABA, resultados semelhantes foram encontrados por
Kellos et a., (2008) em que uma linhagem de milho tolerante exibiu maior teor de H-O;
quando aplicado &cido abscisico. O aumento de H»O no inicio do estresse no DKB 390 pode
ser explicado pelo papel do H-O, como uma potente molécula sindizadora do estresse. Com o
aumento do estresse hidrico é notério a participacdo do H.O. pela reagdo de Haber-
Weiss/Fenton como radical livre atacando as membranas celulares (Queval et a., 2008). Torna
Se necessario entdo, uma varredura para diminuicéo dessas moléculas, mas esta capacidade ndo
foi encontrada no hibrido sensivel (BRS 1030) porque ndo conseguiu diminuir a quantidade de
peroxido de hidrogénio.

No geral os tratamentos estressados tiveram um aumento no teor de maonadeido
(MDA) e apos a recuperacdo hidrica o teor diminuiu (Tabela 3). No primeiro dia de estresse
observou-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 3). No quinto dia de
estresse todos os tratamentos estressados incluindo os com aplicagdo exdgena de ABA
apresentaram um aumento significativo no teor de maonadeido (MDA) quando comparado
com os tratamentos irrigados. E com 10 dias de estresse 0 maior teor foi encontrado no
tratamento BRS 1030 estressado e 0o menor foram no DKB 390 estressado+ABA e nos
tratamentos irrigados. N& houve diferencas entre os tratamentos nos dias de recuperagéo
hidrica (Tabela 3).

Em milho baixo teor de malonaldeido (MDA) tem sido associado a toleréncia a seca
(Anjum et ., 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. O hibrido sensivel (BRS
1030) exibiu um aumento mais significativo durante os dias de estresse do que o tolerante
(DKB 390) sendo que a aplicagdo de ABA dliviou significativamente o dano nas membranas
principdmente no DKB 390. Um divio no dano das membranas (menor formagdo de
malonaldeido) também foi evidenciado em milho com aplicagdo de ABA (Kellos et al., 2008).

A diminuicéo do teor de MDA e de H,O, observados quando o hibrido tolerante (DKB
390) estava sob estresse severo (10 dias) pode ter sido devido a0 aumento da atividade
enziméatica antioxidante nas folhas que proporciona uma melhor protecdo contra o estresse
oxidativo (Moussa e Abdel-Aziz 2008). Nos ultimos tempos tem sido grande o interesse em
investigagdes do sistema de defesa antioxidante em folhas, devido a um dos principios de que a
folha age como um sensor priméario no estresse de seca. Além disso, tem sido demonstrado que

as respostas antioxidantes s8o bem correl acionadas com a tolerancia de cultivares de milho sob
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seca (Chugh et a., 2011).
Conclui-se que o DKB 390 foi mais responsvo a aplicagdo de ABA o que

provavelmente induziu o aumento da toleréncia a seca
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Tabela 1 Teor de &cido abscisico (ABA) durante a imposicdo do estresse e recuperacdo hidrica em dois
hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030) com e sem aplicacdo de ABA exdgena.

Tratamento/DAE 1 5 10 1 5 10°

Teor de &cido abscisico (ABA) emol g* MF

DKB estressado 15.83+1.1b* 17.17£13b 10.30+0.7 ¢ 8.00£0.6 b 9.33+0.7 a 9.001.7+ a

BRS estressado 13.33+0.7 c 14.66+0.8 b 13.50+0.8 b 12.00+1.5a  10.00+0.6 a 9.22+0.3 a

DKB estressado+tABA  21.00+0.6 a 20.00+0.6 a 15.33+0.3 b 10.33+0.3 b 12.00+0.6 a 11.61+0.7 a
BRS estressado+ABA  17.34+1.2b 16.66£0.9 b 21.68+0.9a 12.29+03a  11.34+12a 12.33+0.3 a
DKB irrigado 10.35+0.3d 9.66+1.1d 10.66+0.4 c 10.30+1.3 b 11.00+0.6 a 11.10+16a
BRSirrigado 10.00+£0.5d 10.00+£0.5d 11.31+1.2¢c 9.67+0.3b 10.65+0.3 a 11.23+1.2a
DKB irrigado+ABA 12.20+0.2c 11.66+1.0c 13.00£0.9 b 10.00£0.8 b 11.00+0.1 a 12.34+0.7 a
BRSirrigado+ABA 12.00+0.4 c 12.60+1.2c 11.66+1.1c 10.67+0.6 b 12.00+0.6 a 12.20+1.0a

* Médias seguidas por mesma letra minlscula para os tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a
5% de probabilidade (P 0.05). Cada valor indica a média do tratamento £S.E e * indicam fase da recuperacdo

hidrica

Tabela 2 Teor de perdxido de hidrogénio (H,O) durante a imposi¢éo do estresse e recuperacao hidrica em dois
hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030) com e sem aplicacdo de ABA exdgena.
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Tratamento/DAE 1 5 10 1 5 10
Teor de perdxido de hidrogénio (umol g*MF)

DKB estressado 174.1+£33 b* 500.00+11 b 241.22+15b 124.33+37 a 138.00+09 a 158.37+34 a
BRS estressado 151.5¢27 b 599.00+ 36 a 405.20+£92 a 116.00+33 a 135.33t11a 137.33+30 a
DKB estressado+ABA  384.3t%4 a 339.91+59 ¢ 118.66+14 c 141.02+30 a 131.00+08 a 161.33t16 a
BRS estressado+ABA 188.9+50 b 460.86+66 b 314.18+40 b 147.33t20 a 149.33+24 a 130.33t15a
DKB irrigado 128.9+27 b 155.66+20 d 90.02+20 c 170.33+47 a 159.05+27 a 178.33t20 a
BRS irrigado 141.3+28 b 170.60+£37 d 67.89t51 c 106.33+04 a 169.00+23 a 147.67+26 a
DKB irrigado+ABA 73.7£18 b 154.44+38d 127.38+19c 134.00+12 a 137.33t16a 126.30+07 a
BRS irrigado+ABA 109.1£38 b 134.00£25d 90.98+39 c 156.45+06 a 147.00+06 a 126.00+06 a

* Médias seguidas por mesma letra mindscula para os tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a

5% de probabilidade (P 0.05). Cada valor indica a média do tratamento £S.E e * indicam fase da recuperacdo

hidrica

Tabela 3 Teor malonaldeido (MDA) durante a imposicao do estresse e recuperacao hidrica em dois hibridos

contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030) com e sem aplicacdo de ABA exdgeno

Tratamento/DAE 1 5 10 1 5 10
Teor de MDA (s mol g* MF)

DKB estressado 27.04+10 a@" 112.34+46 a 150.43+11b 20.02t14 a 53.80t12 a 50.74+17 a
BRS estressado 2545+12 a 132.99+15a 222.85+38 a 41.61+32 a 30.49t16 a 70.81+£27 a
DKB estressado+ABA  27.42+02 a 71.49+09 a 88.40t11c 51.67+24 a 65.23t45a 11.98+03 a
BRS estressado+ABA 31.30t13a 95.70t13 a 115.35+10 b 78.00£28 a 28.63t05 a 12.45+02 a
DKB irrigado 24.30t11 a 29.67+09b 32.51+08 c 24.68+10 a 23.50+05 a 40.62+18 a
BRS irrigado 24.52+03 a 18.67+06 b 17.58+04 c 58.25+33 a 13.04+08 a 22.85+06 a
DKB irrigado+ABA 35.50+08 a 22.17+03b 40.35+18 c 22.00£09 a 50.00+22 a 06.37+03 a
BRS irrigado+ABA 49.56+10 a 22.54+10b 28.65+08 c 31.28+10a 49.35+15a 12.46+ 0l a

*Médias seguidas por mesma |etra minUscula para os tratamentos, ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a

5% de probabilidade (Pe 0.05). Cada valor indica a média do tratamentotS.E e * indicam fase da recuperacao

hidrica.
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