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RESUMO

O intuito deste trabalho foi desenvolver bases cientificas para garantir
em médio prazo o entendimento dos mecanismos utilizados pelas plantas de
milho sob déficit hidrico (seca) e identificar os principais efeitos da aplicagdo do
acido abscisico na tolerdncia a seca. Assim, os objetivos deste trabalho foram:
caracterizar, em condigdes de campo (Janauba-MG), as modifica¢des
morfofisiologicas e morfoanatdmicas e avaliar a producdo de grdos; investigar,
em condi¢des de casa de vegetacdo, o efeito da aplicacdo do acido abscisico
(ABA) na atividade enzimatica antioxidante, nos parametros hidricos, nas trocas
gasosas e na fluorescéncia da clorofila. Utilizaram-se dois hibridos de milho
contrastantes a seca conduzidos em 3 experimentos: um em campo e dois em
casa de vegetacdo. O experimento de campo foi conduzido por dois anos ¢ a
deficiéncia hidrica foi imposta suspendendo a irrigagdo por 22 dias no pré-
florescimento, e as avaliagcdes foram realizadas no final do estresse. Ja os de casa
de vegetagdo a deficiéncia hidrica foi imposta por 10 dias no estadio de
florescimento quando uma dose de 100 uM de ABA foi aplicada na parte aérea.
As avaliagdes foram feitas durante o estresse e apds recuperagdo hidrica (volta
da irrigacdo). Em condigdes de campo o hibrido tolerante (DKB 390) apresentou
maior desempenho na producdo do que o sensivel (BRS 1030) além de maior
condutancia estomatica, menor porcentagem de folhas secas, maior sincronismo
das inflorescéncias, e maior relagdo Fv/Fm. Na raiz, o DKB 390 apresentou
maior quantidade de aerénquima no cortex, um aumento da espessura exoderme,
metaxilemas numerosos ¢ com menor didmetro. A folha também apresentou
maior numero de estdmatos e menor distdncia entre os feixes vasculares do
limbo. Em condi¢des de casa de vegetagdo, observou-se que a aplicagdo de ABA
levou a maior tolerdncia apenas no DKB 390, devido ao aumento do status
hidrico, da atividade enzimatica antioxidante (principalmente a catalase),
aumento dos pardmetros fotossintéticos e diminui¢ao do declinio nas fungdes do
fotossistema II (PSII) durante o estresse.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Anatomia foliar. Anatomia radicular Zea mays.
Trocas gasosas. Fluorescéncia da clorofila.



ABSTRACT

This work aimed to develop scientific bases to understand at medium
term the mechanisms used by maize plants under water deficit (drought) and
identify the main effects of abscisic acid application on drought tolerance.
Therefore the objectives of this study were: to characterize at field condition
(Janauba — MG), the morph physiological and morph anatomical alterations and
as well as to evaluate the grain production; at greenhouse conditions to research
the application effect of abscisic acid (ABA) on antioxidant enzymatic activity,
hydric parameters, gaseous exchange and chlorophyll fluorescence. It was used
two maize hybrids contrast to drought carried out in three experiments: one at
field and two in greenhouse. The field experiment was carried out for two years
and the water deficit was imposed for 22 days at pre flowering growth stage, the
evaluations were done at the end of stress period. On the other hand at
greenhouse the water deficit was imposed for 10 days at flowering, when ABA
application was accomplished at the concentration of 100 uM on the leaves
plant. The evaluations were done during water stress and after recovery period,
in other words, when irrigation was back. At field condition the water tolerant
hybrid (DKB 390) showed better performance on grain production than the
sensitive one (BRS 1030), furthermore DKB had higher stomata conductance,
lower percentage of drought leaves, greater flowering synchronism and greater
Fv/Fm relationship. At the root system, DKB 390 presented higher
aerenchymaquantity on cortex, an increase of exoderm thickness and numerous
metaxylems with shorter diameter. At the leaf this hybrid also presented higher
stomata number and shorter distance between vascular bundle on leaf blade. At
greenhouse conditions it was observed that ABA application induced greater
drought tolerance only for DKB 390, due to better water status, antioxidant
activity (especially catalase), increase photosynthetic parameters and decrease of
PSII functions during the water stress.

Key words: Water stress. Leaf anatomy. Root anatomy Zea mays. Gaseous
exchange. Chlorophyll fluorescence.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Nas proximas décadas, existem previsdes de que, as mudangas de clima
serdo tdo intensas, a ponto de mudar a geografia da produgdo agricola mundial.
Existem evidéncias de que deverdo ocorrer aumentos de temperatura e que esses,
por menores que sejam, trardo consequéncias dramaticas na distribui¢do das
culturas no mundo. Isso devera causar uma migragdo das culturas para regides
que hoje nio sdo de sua ocorréncia, em busca de condi¢des climaticas melhores.
Areas que atualmente sio grandes produtoras de grios podem ndo estar mais
aptas ao plantio antes do final do século.

A seca e a disponibilidade de agua no planeta ja estdo entre as principais
preocupagdes das diversas liderangas mundiais. Ha previsdes de que, a agua sera
um produto raro futuramente (FARRE; FACI, 2009). A escassez, 0 uso
inadequado, a poluigdo, a contaminacdo e o desperdicio do recurso “agua”, sdo
temas-chave nas agendas de debates de diversas instituicdes publicas ou
privadas. Estas mudancas climaticas deverdo afetar a geografia das culturas e
alterar o quadro agricola brasileiro, que em sua maioria ocorre em condi¢des ndo
irrigadas. Nessa situagdo, ¢ necessario um maior conhecimento dos fatores
biolégicos e climaticos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico, de forma a
garantir que no futuro, a agricultura brasileira possa contar com genétipos cada
vez mais adaptados a deficiéncia hidrica.

Estudos relacionados a tolerdncia a seca serdo entdo cada vez mais
estratégicos para o pais, ja que, esse ¢ 0 estresse abidtico mais complexo e de
maior efeito sobre as culturas, sendo ainda o principal fator que deve limitar a
produgdo mundial de alimentos nos proximos anos (PENNISI, 2008). O Brasil ¢

um dos grandes produtores de milho tendo uma estimativa de 59.459,2 milhoes
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de toneladas na safra 2010/2011 (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2011) e recentemente vem sendo relatado que
perdas expressivas na producdo de milho vém ocorrendo devido a seca. Neste
inicio do ano de 2012, por exemplo, as perdas diretas provocadas pela estiagem
ja passam de R$ 5,3 bilhdes no Rio Grande do Sul segundo levantamento
divulgado pela Federacao da Agricultura no Estado (Farsul). Em milho, a queda
prevista é de 54%, de 5,9 milhdes para 2,7 milhdes de toneladas (FEDERACAO
DA AGRICULTURA NO ESTADO - FARSUL, 2012).

Pesquisas relacionadas a tolerdncia a seca envolvem grande
conhecimento multidisciplinar que precisa trabalhar harmonicamente focado em
estratégias de mitigacdo dos prejuizos advindos do estresse hidrico,
principalmente sob a forma de desenvolvimento de cultivares mais tolerantes.
Para se atingir este objetivo € necessario determinar parametros relacionados aos
aspectos climatoldgicos e edaficos, passando por especificidades da cultura com
respeito a este estresse e indo até o uso de ferramentas fisiologicas e
biotecnolodgicas visando a geragdo de genotipos mais adaptados.

Os objetivos deste trabalho, portanto, foram: caracterizar, em condi¢des
de campo (Janatba-MG), as modificagcdes morfofisiologicas e morfoanatomicas
e avaliar a producdo de grios; investigar, em condigdes de casa de vegetacdo, o
efeito da aplicagdio do 4acido abscisico (ABA) na atividade enzimatica
antioxidante, nos parametros hidricos, nas trocas gasosas e na fluorescéncia da

clorofila.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia a seca em milho e os efeitos do déficit hidrico

O conceito de tolerancia a seca ¢ um dos mais ambiguos na literatura e
sua defini¢do ¢ altamente dependente dos métodos utilizados para avaliagdo do
mesmo (BLUM, 2005). Selecdo para tolerancia a seca tem resultado em
progressos lentos, e inequivocos sobre diversas culturas (REYNOLDS;
TUBEROSA, 2008).

Em milho, ganhos genéticos através de sele¢@o para tolerdncia a seca
tém sido obtidos, quando o estresse ¢ imposto na fase de florescimento (sendo
que, antes do inicio do estresse a cultura deve ser conduzida em condi¢des
otimas de irrigagdo) (MAKUMBI et al., 2011; MONNEVEUX et al., 2000).
Quanto a intensidade do estresse em milho, o ideal para a selecdo de genotipos
tolerantes a seca € que o nivel deste estresse seja suficiente para causar as
seguintes modificagdes: a) reduzir a produ¢do em no minimo 40% em relacdo ao
ambiente sem estresse (BANZINGER et al., 2000); b) aumentar o intervalo entre
florescimento masculino e feminino (IFMF) de 4 a 8 dias; ¢) causar abortamento
de espigas, de forma que o nimero médio de espigas por planta varie de 0,3 a
0,7 (ARAUS; SANCHEZ; EDMEADES, 2011; BOLANOS; EDMEADES,
1996). Além disso, é importante que o estresse seja imposto de forma uniforme
em toda a area.

Deve ser dada énfase na avaliagdo simultinea de sitios com e sem
estresse de seca, pois permitem obter as correlagdes genéticas entre os dois
grupos de ambientes (GAMA et al., 2004).

A ocorréncia de deficiéncia hidrica nas diferentes fases fenologicas da
cultura do milho, afetam a produtividade de formas distintas. Déficit hidrico na

fase de germinacdo reduz a produgdo via diminuicdo do niimero de plantas por
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area (estande). Déficit hidrico durante a fase vegetativa reduz a area foliar e
consequentemente a taxa fotossintética e a acumulacdo de carboidratos; na fase
inicial de V5, pode diminuir o potencial produtivo ja que nessa fase acontece a
diferenciag¢do floral. A seca no periodo de florescimento reduz o nimero de
graos e induz a uma senescéncia precoce das folhas, reduzindo o suprimento de
assimilados durante a fase de enchimento de grios (ARAUS; SANCHEZ;
EDMEADES, 2011; BERGAMASCHI et al., 2004; MAGALHAES; DURAES,
2008).

A produgdo de grios em milho depende do grau de formacdo de
estruturas ditas “drenos”, como as espigas, grdos e endospermas, que sao 0s
depdsitos dos carboidratos gerados pela fotossintese. O nimero destas estruturas
¢ determinado nas duas semanas que antecedem o florescimento (RITCHIE;
HANWAY; BENSON, 2003; SCHUSSLER; WESTGATE, 1995), fazendo com
que, essa seja a fase critica para plantas de milho submetidas ao estresse de seca
(GRANT et al., 1989; MAKUMBI et al., 2011). Apesar de existirem na planta
reservas acumuladas antes do florescimento, a espiga de milho na sua fase
inicial de desenvolvimento tem pequena capacidade de atrair fotoassimilados
durante as duas semanas iniciais de desenvolvimento. Ainda, o nimero de
6vulos que se transformardo em graos ¢ afetado pela taxa de grdos que serdo
abortados no periodo até duas semanas apos o florescimento (BELOW, 1996).

O estresse hidrico na fase que antecede o florescimento em milho
também reduz o fluxo de fotoassimilados para os 6rgdos reprodutivos em
formacao, retardando a emissdo dos estilo-estigmas na espiga, levando a uma
ndo coincidéncia entre a emissdo destes e do penddo. A seca leva entdo a um
aumento do intervalo entre o florescimento masculino e feminino em milho
(IFMF) (EDMEADES et al., 2000).

Cerca de duas a trés semanas apos a polinizagdo, os grios entram em

uma fase linear de acumulacdo de biomassa, tornando-se drenos fortes para as
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reservas acumuladas nas folhas e colmo. Se os grios conseguem atingir este
estagio, eles normalmente atingem pelo menos 30% do peso observado em
plantas ndo submetidas a estresse hidrico (BOLANOS; EDMEADES, 1996).

Além do peso de graos sob estresse, caracteristicas secundarias devem
ser utilizadas na selecdo, pois estas podem aumentar a precisdo na identificagdo
de gendtipos superiores nesse ambiente (ARAUS; SANCHEZ; EDMEADES,
2011; DURAES et al., 2004). Uma caracteristica afetada pela seca, também
importante na sele¢do para adaptacdo ao estresse hidrico em milho, é o numero
de espigas por planta. Esse carater possui alta herdabilidade (a qual aumenta
com a intensidade do estresse hidrico) e possui alta correlagdo com peso de
graos em condigdo de seca imposta na fase de florescimento. Deve-se contar
como espigas produzidas, aquelas que possuam pelo menos um unico grao
(BANZINGER et al., 2000).

O intervalo entre florescimento masculino e feminino (IFMF) aumenta
com o estresse hidrico e ¢ negativamente correlacionado com produc¢do de graos
(DUVICK, 2005). A herdabilidade do IFMF ¢ média, mas aumenta com o nivel
de estresse hidrico, mostrando mais alta correlagdo com produgdo de grdos em
ambientes sob estresse. Selecdo para reduzir o IFMF em milho tem permitido
ganhos de sele¢do razoaveis e mostrado alto impacto positivo sobre tolerancia a
seca nessa cultura (DUBEY et al., 2010; RIBAULT et al., 2004).

Cultivares de milho tolerantes a seca tendem a ter um nimero menor de
plantas sem espigas e menor percentagem de folhas mortas (LAFITTE;
BANZINGER, 1997). A caracteristica “percentagem de folhas mortas” pode ser
avaliada visualmente por meio de uma escala de notas de 1 (10% folhas mortas)
a 10 (100% folhas mortas) ou estabelecendo-se uma outra escala de 0 a 100%,
que correspondem as folhas totalmente verdes e totalmente senescentes,
respectivamente (CARLESSO et al., 1997). Essa caracteristica ¢ uma das

estratégias utilizadas pela planta para manter a transpiracdo e aumentar o
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acumulo de carboidratos durante o ciclo de crescimento da cultura (BORREL;
HAMMER; VAN OOSTEROM, 2001).

De modo geral, em condigdes de baixa disponibilidade hidrica, a perda
de 4agua excede a absor¢do em intensidade suficiente para causar o decréscimo
no conteudo de agua da planta e a redugdo do turgor, resultando numa
diminui¢do da expansdo celular. Esse fato pode também causar alteracdes de
varios processos morfologicos e bioquimicos (CHAVES; MAROCO;
PEREIRA, 2003).

2.2 Acido abscisico, estresse oxidativo e sistema de defesa

O fitormonio ABA (4cido abscisico) controla muitos processos
importantes no crescimento e desenvolvimento da planta (TARDIEU; PARENT;
SIMONNEAU, 2010). Além de amplas fungdes no desenvolvimento e
crescimento ele também regula respostas adaptativas em condi¢des adversas.
Sob baixa disponibilidade hidrica ha um grande acimulo de ABA regulando a
abertura e o fechamento dos estomatos. Seu acimulo em folhas estressadas
exerce um grande papel na redugdo da perda de agua pela transpiracdo (ZHU,
2002). O fechamento estomatico também pode ser causado pelo aumento do
transporte de ABA para parte aérea (através do xilema), o qual foi produzido nas
raizes, em contato com o solo seco, para a parte aérea (SCHACHTMAN;
GOODGER, 2008).

Estudos evidenciam que o ABA pode estar relacionado com o estresse
oxidativo em células vegetais (HU et al., 2005). Jiang e Zhang (2001, 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. O termo espécies reativas de oxigénio (ERO) ¢é

um coletivo que inclui ndo somente radicais de oxigénio como o radical
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superoxido (0%), oxigénio singleto (‘0,), alcoxila (RO’) ou hidroxila (OH'), mas,
também, alguns ndo derivados de radicais, como o peroxido de hidrogénio
(H20,) e o 4cido hipocloroso (HOCL) (KARUPPANAPANDIA et al., 2011).

Tanto o ABA quanto as espécies reativas de oxigénio também sio
moléculas mensageiras que induzem a defesa antioxidante (SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997). Quando as plantas estdo submetidas a
estresse de seca ¢ comum a produgdo de ERO e a peroxidagdo lipidica (reagdo
de oxidagdo em cadeia dos lipideos de membrana) (CHEN; LI; CHEN, 2000).

Para controle do nivel de ERO e protecdo celular, os tecidos vegetais
utilizam-se de sistemas ndo enzimatico (moléculas de pequeno peso molecular)
como glutationa, acido ascorbico, compostos fenolicos; ¢ de um sistema
enzimatico composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (POD), glutationa redutase
(GR), monodeidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato redutase
(DHAR) e  polifenoloxidade = (PPO)  (ALL; ASHRAF, 2011;
KARUPPANAPANDIA et al., 2011; MITLER, 2002). Além dessas enzimas a
L-fenilalanina amonialiase tem mostrado importante papel na tolerancia a varios
estresses (incluindo a seca) devidos a sua atividade estar ligada a producdo de
compostos fendlicos que também sdo antioxidantes (POURCEL et al., 2006;
SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011). Dessa forma uma maior produgio
dessas enzimas pode ajudar a caracterizar cultivares quanto a tolerancia a seca
(FAZELIL; GHORBANLI; NIKNAN, 2007; MOUSSA; ABDEL-AZIZ, 2008).

A aplicacdo de produtos no milho em busca de maior tolerdncia a seca
vem aumentando nos ultimos tempos. Pode-se citar aplicagdo de varias
moléculas como acido ascorbico (DOLATABADIAN; MODARRES-SNAVY;
SHARIFI, 2009), 4cido fulvico (ANJUM et al., 2011b), glinenobetaina (ANJUM
et al., 2011c); trealose (ALI; ASHRAF, 2011), pro-oxidantes (DARKO et al.,
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2011) e brassinolideos (ANJUM et al., 2011a). Estas tém aumentado o status

hidrico foliar, a atividade enzimatica antioxidante e trocas gasosas.

2.3 Seca e modificacoes morfoanatomicas

Em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica do solo ocorre um
aumento marcante da razao raiz:parte aérea, o qual, juntamente com o efeito do
ABA no fechamento dos estdmatos, auxilia a planta a enfrentar o estresse
hidrico. Assim, como a expansdo foliar ¢ inibida, torna-se reduzido o consumo
de carbono e energia, e uma propor¢ao maior de assimilados vegetais pode ser
distribuida ao sistema subterrdneo, onde eles podem sustentar o crescimento
posterior de raizes. Esses fatores levam a um crescimento preferencial das raizes
em direcdo a zonas do solo que permanecem umidas. Com o avanco do déficit
hidrico, as camadas superiores do solo sdo, em geral, as primeiras a secar.
Assim, as plantas desenvolvem um sistema de raizes predominantemente
superficial quando todas as camadas do solo estdo umedecidas, e perda de raizes
superficiais e proliferacdo de raizes mais profundas, quando a agua é esgotada
nas camadas superiores do solo. O crescimento e aprofundamento das raizes
para manter a absor¢do de dgua podem ser considerados como uma linha de
defesa contra a seca (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Em culturas como trigo (KIRKEGAARD et al., 2007), arroz
(SURALTA; INUKAI; YAMAUCHI, 2008), sorgo (SANTAMARIA;
LUDLOW,; FUKALI 1990) e milho (ZHU; BROWN; LYNCH, 2010) o sistema
radicular mais desenvolvido e mais profundo contribuiu substancialmente para a
performance das culturas sob estresse hidrico. Um mecanismo alternativo para
maior absor¢do de agua e nutrientes em condic¢des de seca € a produgdo de raizes
finas com uma maior area superficial por unidade de massa. Com isso hd um

aumento no comprimento especifico e da area superficial de raiz que podem
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levar a uma maior tolerancia a seca (METCALFE et al., 2008). Com relagédo a
morfologia e arquitetura nas raizes de milho, existem poucas informagdes sobre
diferengas genéticas para tolerancia a seca e para a absor¢do de agua. E no geral,
em culturas tolerantes a seca hd poucos trabalhos sobre aprofundamento de
raizes e modificagdes do sistema radicular (HUND; RUTA; LIEDGENS, 2009).
Em estudos com dois hibridos de milho (DK585 e Santos), para tolerancia a
seca, Vamerali et al. (2003) observaram diferencas no sistema radicular, mas nao
houve relagdo com o rendimento da cultura.

As caracteristicas anatdmicas podem ser alteradas em condi¢des de
deficiéncia hidrica de modo a regular as repostas das plantas a seca (MAKBUI
et al., 2011). Sabe-se que mudangas nas caracteristicas anatdmicas podem alterar
a difusdo de CO,, a partir de cavidades subestomaticas, aos sitios de
carboxilagdo, e assim, contribuir para a manutengdo das taxas de fotossintese,
mesmo com baixa condutancia estomatica. Diferentes estratégias de tolerancia
sdo utilizadas pelas plantas, dentre as quais sdo comuns na folha a diminuicdo da
area foliar e a abscisdo foliar (EVANS et al., 1994; SHAO et al., 2008).

Varias modificagdes em plantas submetidas e/ou ocorrentes em
ambientes com baixa disponibilidade de agua podem propiciar uma maior
tolerdncia a condi¢do ambiental, como a presenga de epiderme com paredes
celulares densamente cutinizadas e cobertas por espessas camadas de cera
(CAMERON; TEECE; SMART, 2006), estdmatos em maior nimero, pequenos
e muitas vezes escondidos sob uma densa cobertura de tricomas ou mesmo em
criptas estomaticas, reduzindo, dessa forma, a perda de agua e otimizando as
trocas gasosas em decorréncia de sua abertura (CASTRO; PEREIRA; PAIVA,
2009; LARCHER, 2000). Também ¢é observada redugdo no tamanho celular e
aumento na espessura da parede celular, muitas vezes associada a uma maior
lignificagdo (LEVITT, 1980; PITMAN et al., 1983). Uma maior deposi¢ao de

lignina ou suberina na endoderme, exoderme, camadas de células corticais e



20

medula das raizes (BARUCH; MERIDA, 1995) podem auxiliar na protegdo da
planta contra dessecagdo e morte das células do cortex evitando o efluxo de agua
para a rizosfera (PENA-VALDIVIA et al., 2005; SHARP; DAVIES, 1985). A
presenca de aerénquimas no cortex de arroz (SURALTA; YAMAUCHI, 2008) e
milho (ZHU; BROWN; LYNCH, 2010) submetidos a seca também foram
evidenciados sendo importantes para diminuir o custo metabdlico no tecido
radicular (diminuic¢do de células em respiracdo) favorecendo o crescimento para
regides mais profundas em busca de agua.

Um importante aspecto de resposta de plantas ao déficit hidrico ¢ que a
medida que a disponibilidade de 4gua no solo declina, a tensdo hidraulica ao
longo do continuo solo-planta-atmosfera aumenta até niveis em que a
continuidade da coluna de agua no xilema ¢ interrompida por cavitagdo.
Buscando esquivar-se de cavitagdo algumas plantas, inclusive o milho,
modificam seu crescimento reduzindo didmetro dos vasos de metaxilema e
aumentando o niimero de feixes (PENA-VALDIVIA et al., 2005; LI; SPERRY;
SHAO, 2009; VASELLATI et al., 2001).

2.4 Respostas ecofisiolégicas a deficiéncia hidrica

Alteragdes na condutincia estomatica (GRZESIAK; GRZESIAK;
SKOCZOWSKI, 2006), eficiéncia do uso da agua (WUE) (FAROOQ et al.,
2009), potencial hidrico foliar (VITALE et al., 2007), teor de clorofila
(GRZESIAK et al., 2007), fluorescéncia da clorofila a e fotossintese (XU et al.,
2008) sdo observadas em plantas de milho sob baixa disponibilidade hidrica. O
déficit hidrico pode reduzir a taxa fotossintética foliar que aliados a outros
processos fisiologicos e bioquimicos levam a senescéncia (SHAH; PAULSEN,
2003). A relagdo e a propor¢do da limitacdo fotossintética por fatores

estomaticos ¢ ndo estomaticos €, ainda, um tema sob intenso debate na literatura
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(XU et al, 2008). Durante muito tempo o fechamento estomatico foi
considerado como o principal fator para o decréscimo da fotossintese em
condi¢des de déficit hidrico moderado. Entretanto, atualmente, tem sido
evidenciado que a fosforila¢do, a regeneracdo da RuBP ¢ a atividade da rubisco
tem contribuido também para o decréscimo da fotossintese (CARMO-SILVA et
al., 2010; MEDRANO et al., 2002).

O milho ¢ caracterizado por possuir fotossintese tipo Cs com
mecanismos especificos de concentracdo de CO,, que inicialmente envolve a
fixagdo de CO, pela fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) nas células do
mesofilo formando um 4cido de quatro carbonos, seguido pela sua
descarboxilagdo nas células da bainha que resulta na liberagdio de CO,
reassimilado pela ribulose-1-5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). O
aumento da concentracdo de CO, nas células da bainha resulta em uma baixa
atividade da ribulose-1-5-bifosfato oxigenase e consequentemente baixas taxas
de fotorrespiracdo e aumento da taxa fotossintética (TAZI; ZEIGER, 2004).
Estudos com gramineas tipo C, (Setaria sphacelata) em condi¢des de seca
mostraram que a atividade maxima e a fisiologica da PEPC diminuiram com o
aumento da intensidade do estresse (MARQUES DA SILVA; ARRABACA,
2004). Em folhas de milho Foyer et al. (1998) observaram apenas uma leve
mudanca na atividade méaxima da PEPC, contudo em gramineas do tipo C,
submetidas a seca ainda existem respostas contraditdrias quanto a sua atividade
(CARMO-SILVA et al., 2008).

Estudos sobre a fotossintese em milho sob diferentes condi¢des
ambientais sdo ferramentas importantes para uma sele¢do mais “refinada” de
gendtipos conseguindo assim obter altas produtividades (KIM et al., 2006; LAL;
KU; EDWARDS, 1996; YU; SETTER, 2003). Juntamente com a fotossintese, a
fluorescéncia da clorofila (principalmente se for medida simultaneamente

usando sistemas de trocas gasosas com cadmara de fluorescéncia integrada) pode
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ajudar bastante no entendimento fisiologico do processo em condi¢des de seca,
sendo que os padrdes de fluorescéncia nessas condigdes sdo bem estabelecidos
(LONG; BERNACCHI, 2003; OGREN, 1990; O’ NEILL; SHAMAHAN;
SCHEPERS, 2006).
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3 CONCLUSOES

Em condi¢bes de campo sob deficiéncia hidrica foi observado na raiz do
DKB 390 uma maior quantidade de aerénquima no coértex, um aumento da
espessura exoderme, maior quantidade de metaxilemas sendo estes com
didmetros menores. Nas folhas desse mesmo hibrido foi encontrado maior
numero de estdmatos e menor distdncia entre os feixes vasculares do limbo.
Além disso, o DKB 390 apresentou menor porcentagem de folhas secas, maior
sincronismo das inflorescéncias, maior condutancia estomatica e maior relagdo
Fv/Fm. Assim pode-se dizer que a seca afetou significativamente os hibridos de
milho estudados e que o DKB 390 apresentou modificagdes nos caracteres
morfofisioldgicos e morfoanatdmicos os quais favorecem a sua sobrevivéncia
em ambientes com deficiéncia hidrica resultando em maior produtividade.

Em condigdes de casa de vegetacdo ocorreram significativas diferencas
nas caracteristicas fisioldgicas relacionadas a tolerdncia a seca entre os dois
hibridos contrastante 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. Os resultados deste trabalho mostraram também que o estresse hidrico
afetou a atividade do fotossistema II (PSII) e os pardmetros de fotossintese em
ambos os hibridos, contudo o DKB 390 apresentou um aumento dos pardmetros
fotossintéticos ¢ uma diminui¢do do declinio nas func¢des do PSII durante o

estresse.
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Morfofisiologia, morfoanatomia e producao de graos em dois hibridos de
milho contrastantes ao estresse de seca em condicdes de campo
Resumo - No Norte do estado de Minas Gerais, a falta de chuva limita a
producdo vegetal no campo, sendo possivel apenas com irriga¢do. Praticas
agrondmicas e fisioldgicas tém sido buscadas fortemente para superar a seca e
consequentemente aumentar a produgdo. Dentro deste contexto o objetivo deste
trabalho foi caracterizar as modificacdes morfofisioldgicas e morfoanatdmicas, e
avaliar os atributos de producdo de grios em dois hibridos de milho
contrastantes a seca em condi¢des de campo. O experimento foi conduzido por
dois anos e a deficiéncia hidrica foi imposta suspendendo a irrigagdo por 22 dias
no pré-florescimento. No final do estresse foi avaliada a anatomia foliar e
radicular, caracteristicas morfofisioldgicas (potencial hidrico, teor de clorofila,
porcentagem de folhas secas, area foliar, condutancia estomatica, fluorescéncia
da clorofila e intervalo entre o florescimento masculino e feminino). Para melhor
interpretacdo da tolerancia dos hibridos nas caracteristicas avaliadas, um indice
foi utilizado (valor relativo de tolerancia, RVT). O hibrido DKB 390 (tolerante)
superou o BRS 1030 (sensivel) na producdo de grdos. Além disso, ele
apresentou menor porcentagem de folhas secas, maior sincronismo das
inflorescéncias, maior condutincia estomatica e maior relagdo Fv/Fm. Na raiz, o
DKB 390 resultou em maior quantidade de aerénquima no cortex, um aumento
da espessura da exoderme, metaxilemas numerosos ¢ com menor didmetro. Na
folha apresentou maior nimero de estdmatos e menor distdncia entre os feixes
vasculares do limbo. Conclui-se que ocorreram significativas modificagdes
morfofisioldgicas e morfoanatdmicas relacionadas a tolerancia a seca no DKB

390 que resultaram em maior produtividade no campo.

Palavras-chave: Zea mays L. Estresse hidrico. Anatomia foliar. Anatomia

radicular. Condutincia estomatica. Indice de colheita.
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Introducao

Um grande niimero de trabalhos vem sendo conduzidos para avaliar o
efeito das mudangas climaticas sobre a agricultura. A alteragdo da
disponibilidade hidrica é um dos principais fatores das mudancas climaticas
(Ashral, 2010).

Em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica do solo ocorre uma
diminuicdo do teor hidrico foliar levando a um déficit hidrico. Uma rapida
resposta a este déficit € o fechamento dos estomatos que limita a condutancia
dos gases nas folhas e consequentemente limita a fotossintese e a producdo
(Mutava et al., 2011).

O impacto do estresse hidrico pode ser amenizado através do
melhoramento genético para tolerancia a seca. Apesar da sensibilidade do milho
a seca, resultados promissores t€m sido encontrados na busca de genotipos
tolerantes (Makumbi et al., 2011; Monneveux et al., 2006). Esta variabilidade
genética em milho tem sido encontrada através do entendimento das respostas
genéticas e fisiologicas frente ao estresse na avaliagdo de genoétipos tolerantes
(Mutava et al., 2011).

Apesar de necessarios alguns requisitos para utilizagdo, as caracteristicas
fisiologicas (ou secundarias) podem ser utilizadas na selegdo, pois estas podem
aumentar a precisdo na identificagdo de gendtipos superiores nesse ambiente
(Araus et al., 2011). As respostas fisioldgicas na tolerancia a seca podem variar
de acordo com a severidade e a duragdo de imposicdo do estresse, estadio
fenologico e material genético (Shao et al., 2008). Com relacdo ao estadio
fenologico, de acordo com Edmeades et al (2000), o milho é particularmente
muito sensivel no estadio de florescimento. Seca durante esse periodo leva a um
aumento no intervalo entre florescimento masculino ¢ feminino (IFMF), que ¢

negativamente correlacionado com a producao (Duvick, 2005).
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Na regido Norte do Estado de Minas, na cidade de Janauba, a falta de
chuva limita a produgdo vegetal sendo o cultivo em certas épocas possivel
apenas com irrigacdo. Por isso essa regido tem sido bastante importante para o
entendimento da deficiéncia hidrica e a busca de genotipos tolerantes pode
favorecer a producdo de milho nesses locais. Vale ressaltar também que as
respostas das plantas ao estresse hidrico observado em condi¢des de campo sdao
geralmente muito mais complexas do que as medidas sob condi¢cdes ambientais
controladas, porque outros fatores acompanham o déficit hidrico influenciando a
natureza da resposta do estresse (Lopes et al., 2011).

Identificacdes das modificagdes morfoanatomicas tanto na raiz quanto
na folha tem também contribuido bastante na selecdo de gendtipos e no
entendimento dos mecanismos de tolerancia em milho sob condigdes de seca
(Grzesiak et al., 2010; Kutschera et al., 2010; Zhu et al., 2010). Dentro deste
contexto os objetivos deste trabalho foram caracterizar as modifica¢des
morfofisioldgicas e morfoanatdmicas e avaliar os atributos de producdo de graos
em dois hibridos de milho contrastantes ao estresse de seca em condi¢des de

campo em Janatba-MG.

Materiais e Métodos

Material Vegetal e condi¢des de crescimento

Foram utilizados dois hibridos contrastantes ao estresse de seca: DKB
390 (tolerante) BRS 1030 (sensivel) esse ultimo oriundo do Programa de
Melhoramento da Embrapa. O ensaio foi conduzido nos anos de 2010 ¢ 2011 em
condigdes de campo na estacdo experimental de Janauba, Minas Gerais, Brasil,
localizada a 15°47° de latitude S, longitude 43°18” W e 516 m de altitude. As
médias de temperatura maxima, temperatura minima e umidade relativa sdo

representadas na Fig. 1. A precipitacdo pluviométrica foi praticamente zero com
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excecdes para os meses de setembro (0.5 mm) outubro (19.7 mm) em 2010 e os
meses de maio (1.3 mm) e outubro (2.5 mm) de 2011 (dados ndo mostrados).

O experimento foi realizado em solo do tipo Latossolo Vermelho
Amarelo, textura média e siltoso ¢ as adubagbes de base e cobertura foram
realizadas de acordo com a andlise do solo, seguindo recomendacdo para o
milho no Estado de Minas Gerais. As plantas foram irrigadas regularmente
mantendo uma 6tima umidade do solo até a imposicdo do estresse. Todos os

tratamentos fitossanitarios necessarios para cultura foram aplicados.

Imposicéo do estresse hidrico e design experimental

O teor de agua no solo foi monitorado diariamente nos periodos da
manhd e da tarde (9 e 15 horas), com o auxilio de um sensor de umidade
watermark (tensidmetro) modelo 200SS — 5’(IRROMETER, Califérnia —
USA), instalado no centro das parcelas de cada repeticdo, na profundidade de 20
cm. Estes sensores detectam a tensdo de dgua no solo com base na resisténcia
elétrica e foram acoplados a medidores digitais (Watermark meter) da mesma
empresa. A reposicao 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 imposicdo dos tratamentos. Esses calculos foram realizados
com o auxilio de uma planilha eletrénica, feita em fungdo da curva de retengdo
de 4gua do solo.

No pré-florescimento, foram impostos dois tratamentos hidricos:
irrigado e estressado. No primeiro, a reposi¢do hidrica foi realizada diariamente
até o solo atingir a umidade préxima a CC, enquanto que, no segundo tratamento
ndo houve reposi¢do hidrica. Esse estresse foi mantido por 22 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com
quatro tratamentos (DKB 390 irrigado e estressado, BRS 1030 irrigado e

estressado) e cinco repeti¢des. As dimensdes da parcela experimental foram de
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6m x 5,4m; com 6 fileiras de plantio, espacadas de 0,90m, perfazendo uma area
total de 32,4 m’. As duas fileiras externas foram utilizadas como bordadura,
enquanto que as duas centrais para a coleta de dados de produtividade e as duas
intermediarias para as avaliacdes morfofisiologicas e morfoanatomicas
realizadas no final da imposi¢do do estresse. A avaliagdo do potencial hidrico
médio foliar e das caracteristicas morfoanatomicas foi realizada apenas no ano

de 2010.

Caracteristicas morfofisioldgicas

O potencial hidrico médio foliar (midday, ¥,4) foi determinado as Sh
através de uma camara de pressao do tipo Scholander (Soil Moisture Equipment
Corp., Modelo 3005, Santa Barbara CA, USA) em quatro folhas totalmente
expandidas por repeticao.

A caracteristica de senescéncia foliar foi avaliada através da
porcentagem de folhas secas. As observagdes e a contagem em cada folha da
planta foram realizadas visualmente, estabelecendo-se uma escala de 0 a 100%,
que correspondiam as folhas totalmente verdes e totalmente senescentes,
respectivamente (Carlesso et al., 1997). As folhas foram contadas em oito
plantas por repeticao.

O teor relativo de clorofila (unidades de spad) foi determinado na folha
bandeira utilizando um clorofilometro (Model SPAD 502, Minolta, Japan) e 10
leituras por planta foram realizadas. A concentragdo de clorofila total em ug mL-
1, obtida através de unidades de spad, foi feita através de curvas de calibragdes
para cada hibrido. O teor relativo de clorofila in vivo foi determinado em folhas
com variagdes de cores (do amarelo para o verde) e em seguida foi realizada a
concentragdo de clorofila pelo método de Arnon (1949) nessas mesmas folhas. A
concentragdo de clorofila total foi determinada em discos foliares (2 mm de

didmetro) em 10 mL de acetona (80%). A seguir, o extrato foi centrifugado a
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3.000 g por 10 minutos e as absorbancias dos sobrenadantes foram avaliadas em
espectrofotometro a 665 e 645 nm.

A area foliar (LA) foi estimada pela medi¢do do comprimento (C) e
largura (L) de todas as folhas que apresentavam pelo menos 50% de sua area
verde. A area foliar de cada folha foi obtida através da equagdo: LA =C x L x
0.75 (Tollenaar, 1992). A area foliar por individuo foi calculada somando-se as
areas de todas as folhas da planta.

O intervalo entre o florescimento masculino e feminino (ASI) foi
calculado como a diferenga, em dias, entre o florescimento masculino e
feminino. Os florescimentos masculino e feminino foram obtidos como numero
de dias do plantio at¢é que 50% das plantas de cada parcela tivessem,
respectivamente, antese e estilo-estigmas visiveis.

A condutancia estomatica foliar foi obtida através de um pordmetro
(Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, USA). Cinco leituras por folha por
repeticdo foram feitas entre 8 e 10h da manha na folha bandeira. A eficiéncia
quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm) foi determinada em folhas
adaptadas ao escuro por meio de um fluorimetro (Plant Efficiency Analyser,
Hansatech Instruments King’s Lynn, UK). O acondicionamento das folhas foi
realizado com a ajuda de clipes foliares, e a intensidade de luz no sensor foi de
60% da capacidade total do aparelho, durante cinco segundos em cada leitura.
Todas as leituras também foram realizadas na folha bandeira, no periodo da

manha, entre as 8 e as 10 horas.

Caracteristicas morfoanatdmicas

Para anatomia foliar e radicular foi coletado, em 3
plantas/tratamento/repeticdo, uma amostra na regido do terco médio de uma
folha totalmente expandida abaixo da folha bandeira e uma amostra de raiz (com

todas as regides). As secg¢des paradérmicas e transversais foram realizadas de
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acordo com Souza et al. (2009) e Souza et al. (2010) e foram fotografadas em
microscopio optico de luz Olympus BX-60 acoplado a uma camara digital. Os
parametros medidos nas secg¢des paradérmicas na face abaxial das folhas foram:
densidade estomatica (nimero de estdmatos/mm?), funcionabilidade estomatica
(didmetro polar/didmetro equatorial). Para o limbo foliar foram medidos:
espessura da epiderme abaxial (BET), nimero de células buliformes a cada 2
mm (NBC), distancia entre os feixes vasculares (DVB), espessura do mesofilo
(MPT). As avalia¢des na lamina foliar foram realizadas a partir do quarto feixe
vascular de maior calibre, partindo da regido da nervura mediana em direcao a
borda foliar, onde ha uma maior uniformidade da espessura da ldmina foliar.

Os seguintes parametros foram analisados na raiz: propor¢do ocupada
pelo aerénquima no coértex (PA), diametro (DM) e namero das células do
metaxilema (NM), espessura da camada de células suberizadas presentes na
regido da hipoderme (exoderme) (SC), espessura da endoderme (EW) e
espessura da epiderme (EPW). A propor¢ao da area ocupada pelo aerénquima no
cortex (PA) foi calculada pela divisdo da area total de aerénquima formado pela
area total do cortex.

Todas estas medi¢des foram feitas pelo programa de analise de imagens
UTHSCSA ImageTool (University of Texas, San Antonio, USA) utilizando-se
calibragdes feitas com régua microscopica fotografada nos mesmos aumentos
das fotomicrografias. Foram realizadas quatro medi¢des de cada caracteristica

anatomica (em cada repeti¢do) tanto na folha quanto na raiz.

Componentes de produgéo

Na colheita os seguintes dados foram analisados: peso de espiga (EAW),
numero de espigas (EN), comprimento de espigas (EL), rendimento de graos
(RY), peso de 100 sementes (W100), indice de colheita (HI) [peso seco do

grao/(peso seco da plantatpeso seco do grao)*100.
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Anédlise dos dados

Para todos os pardmetros analisados foram calculadas as médias e o +
erro padrdo (SE). Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de
varidncia (ANAVA) e o teste de comparagdo de médias Skott-Knott, a 0,05% de
significancia (P<0.05), no programa Sisvar versdo 4.3 (Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Brasil). Para expressar a tolerancia de cada hibrido foi criado um
indice: valor relativo de tolerancia (RVT) onde os valores de cada caracteristica
avaliada na condicdo estressada foram divididos pelos valores da condigdo

irrigada (Souza et al., 2011).

Resultados

Caracteristicas morfofisioldgicas

Com relagdo ao potencial hidrico médio foliar (W,4) foram observados
uma diminuicdo dos tratamentos estressados em relacdo aos irrigados, entretanto
o hibrido sensivel (BRS 1030) apresentou maior reducdo do que o tolerante
(DKB 390) (Fig. 2).

Com relagdo a porcentagem de folhas secas, apenas no ano de 2010
ocorreram diferengas entre os tratamentos, sendo que os estressados resultaram
em maior porcentagem de folhas secas (Tabela 1). Ressalta-se que o valor
relativo de tolerancia (RVT) para porcentagem de folhas secas foi maior para o
BRS 1030 estressado nos dois anos de avaliagdo.

Nao houve diferengas entre os tratamentos nos dois anos de condugéo
dos ensaios para a concentragdo de clorofila total (TC), contudo o BRS 1030
apresentou, principalmente no ano de 2010, maior RVT (Tabela 1). O DKB 390
estressado apresentou menor média para area foliar (LA) e o BRS 1030 irrigado

a maior no ano de 2010 (Tabela 1). J4 no ano de 2011 o BRS 1030 irrigado foi
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significativamente maior do que o restante dos tratamentos. Quanto ao valor
relativo de tolerancia (RVT) para LA observa-se que o BRS 1030 apresentou
maior valor no ano de 2010.

O estresse hidrico significativamente afetou o intervalo entre o
florescimento masculino e feminino (ASI) nos anos de 2010 e 2011 (Tabela 2).
No primeiro ano de avaliacdo observou-se que o BRS 1030 apresentou maior
ASI. E o DKB 390 apresentou menor RVT no primeiro e segundo ano de
avaliacdo.

Nos dois anos agricolas a maior condutincia estomatica (gs) foi
encontrada nos tratamentos irrigados enquanto que os estressados, no ano de
2010, o BRS 1030 apresentou a menor g (Tabela 2). O DKB 390 se destacou
com maior RVT nos dois anos.

O BRS 1030 estressado resultou na menor eficiéncia quantica maxima
do fotossistema II (Fv/Fm) no ano de 2010 e no ano de 2011 ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (Tabela 2). Na
avaliagdo do RVT nos anos de 2010 ¢ 2011, o DKB 390 também apresentou

maior valor.

Caracteristicas morfoanatdmicas

Quanto a andlise da anatomia foliar, sob estresse hidrico observa-se que
o DKB 390 apresentou maior densidade estomatica (SD), assim como maior
valor relativo de tolerancia (RVT) (Fig. 3A). A funcionabilidade estomatica (SF)
aumentou com o estresse hidrico nos dois hibridos, contudo o DKB 390
apresentou maior média em relacdo ao BRS 1030 e maior RVT (Fig. 3B). Para a
espessura da epiderme abaxial (BET) (Fig. 3C) e numero de células buliformes a
cada 2 mm (NBC) (Fig. 3D) ndo houve diferenca entre os tratamentos e nem
tampouco entre os RVT (Fig. 3C). O DKB 390 estressado foi o Unico tratamento

que diminuiu significativamente a distancia entre os feixes vasculares (DVB) e
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comparando-se os valores relativos de tolerancia, o DKB 390 apresentou um
menor valor (Fig. 3E). Com o estresse hidrico houve um aumento da espessura
do mesofilo nos dois hibridos, porém eles ndo diferenciaram entre si (Fig. 3F).
Com relagdo ao RVT observa-se uma discreta diminui¢do no DKB 390 para o
MPT.

Na andlise da anatomia radicular foram observados que a proporcao de
aerénquima no cortex (PA) aumentou significativamente nos dois hibridos com
o estresse hidrico, sendo mais pronunciado no DKB 390 estressado (Fig. 4a ¢ 5).
O numero de células do metaxilema (NM) foi maior no DKB 390 irrigado e
estressado, quando comparado com o BRS 1030 sendo que ndo houve diferengas
entre os valores relativos de tolerancia (RVT) (Fig. 4B). Ja no didmetro das
células do metaxilema (DM) ocorreu uma significativa diminui¢do no DKB 390
estressado ¢ o RVT neste mesmo hibrido foi menor (Fig. 4C). Quanto a
espessura da camada de células suberizadas na regido da hipoderme (exoderme)
(SC) observou-se que os dois hibridos apresentaram maiores valores no
tratamento estressado sendo mais pronunciado no DKB 390 (Fig. 4D). Para SC o
DKB 390 também apresentou maior RVT. Nado houve diferencas entre os
tratamentos e entre os RVT na espessura da endoderme (EW) (Fig. 4E). Com
relagdo a espessura da epiderme (EPW) o BRS 1030 estressado teve
significativamente um maior aumento do que os outros tratamentos. Foi

verificado também um maior RVT no BRS 1030 para EPW (Fig. 4F).

Componentes de producéo

Nos dois anos de avaliagdo houve uma diminuicdo do peso de espigas
(EAW) entre os tratamentos estressados e irrigados e o DKB 390 apresentou
maior valor relativo de tolerancia (RVT) (Tabela 3). Da mesma forma que o
EAW em 2010, para o numero de espigas (EN) houve uma diminui¢do nos

tratamentos estressados ¢ um aumento do RVT para o DKB 390 (Tabela 3). No
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comprimento de espiga (EL) nos anos de 2010 e 2011, ndo houve diferenga entre
os tratamentos e 0 RVT do DKB 390 foi discretamente maior no ano de 2010
(Tabela 3).

Na tabela 4 pode-se verificar que o estresse no primeiro ano de avaliagdo
(2010) levou a menores rendimentos de graos (GY) do que no segundo ano
(2011). Nos dois anos o BRS 1030 estressado apresentou menor GY e menor
RVT do que o DKB 390 estressado (Tabela 4).

Na avaliacdo do peso de 100 sementes (W100) observou-se que os
tratamentos estressados foram menores do que os irrigados no ano de 2010 e néo
houve diferencas no ano de 2011 e nem na avaliagdo do RVT (Tabela 4). Ja para
o indice de colheita (HI), no ano de 2010, BRS 1030 estressado apresentou
menor valor e ndo houve diferengas entre os tratamentos no ano de 2011 (Tabela
4). Com relacdo ao RVT para o HI nos dois anos o0 DKB 390 apresentou maior

valor sendo a diferenga mais discreta no segundo ano.

Discussao

Pode-se verificar que na estagdo experimental de Janatiba-MG existem
condigdes propicias para experimentagcdo com seca em relagdo a outras regides
do estado, devido a auséncia (ou baixa) precipitacdo e altas temperaturas (Fig.
1). Comparando-se as caracteristicas avaliadas nos dois anos de estudos percebe-
se claramente que em 2010 ocorreu maior efeito do estresse hidrico do que em
2011. Isso pode ter ocorrido devido a maiores temperaturas em 2010 (Fig. 1) que
aliada a seca deve ter levado a um maior impacto sobre os hibridos, sobretudo
em maior intensidade no material sensivel (BRS 1030).

Avaliando o potencial hidrico médio foliar (W,,4) verifica-se que o
estresse hidrico levou a menores valores nos dois hibridos, contudo o DKB 390

(tolerante) apresentou maior status hidrico do que o BRS 1030. Em condigdes de
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campo Vitale et al. (2007) observaram também uma redu¢do do (W¥,¢) em milho
sob seca. Esta maior manutencao do status hidrico no DKB 390 ndo pode ser por
causa do fechamento estomatico, pois ele apresentou maior condutincia
estomatica (g;). Estas duas caracteristicas (gs ¢ Wmq) estdo intimamente ligadas,
porque um maior status hidrico pode favorecer uma maior condutancia
estomatica levando a um fluxo de CO, e a um resfriamento da folha pela
transpiragdo. De acordo com Jones et al. (2009) e Mutava et al. (2011) gendtipos
tolerantes a seca com altos rendimentos tém sido identificados pelo resfriamento
do dossel e para escaparem da seca necessitam de maior gasto de agua. Assim, o
DKB 390 por ter maior status hidrico pode gastar mais agua, pela abertura dos
estdmatos para um maior resfriamento do dossel.

A senescéncia foliar ¢ um dos primeiros sintomas visiveis a serem
observados em estresse de seca (Smit e Singels, 2006). O hibrido DKB 390
apresentou menor RVT para porcentagem de senescéncia foliar, contudo apesar
de ndo existir diferengas significativas entre os tratamentos para a concentragao
de clorofila total (TC), observou-se maior valor do RVT no BRS 1030. Esta
senescéncia da folha pode ser causada por uma maior degradagdo dos pigmentos
pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) que em condigdo de déficit hidrico
tem sua producdo aumentada (Karuppanapandian et al., 2011). Hibridos
tolerantes tendem a ter um maior sistema antioxidante (Moussa ¢ Abdel-Aziz,
2008) podendo ser a razdo de menor senescéncia no DKB 390.

Menor area foliar (LA) encontrada no DKB 390 pode diminuir a
superficie de transpiracdo foliar ajudando na sobrevivéncia da planta pela
manutencdo e controle do uso da agua frente ao estresse hidrico (Shao et al.,
2008).

O intervalo entre o florescimento masculino e feminino (ASI) vem
sendo uma das principais caracteristicas secundarias para discriminar genotipos

de milho em programas de melhoramento para a seca (Araus et al., 2011; Dadu-
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Apraku et al., 2011; Hao et al., 2011). Definitivamente no ano de 2010 houve
uma maior falta de sincronismo entre as inflorescéncias no BRS 1030 sendo,
portanto um dos fatores que podem ter afetado a produg@o neste hibrido (Dubey
et al., 2010). Considerando ainda o ASI no ano em que as temperaturas foram
maiores (2010), o BRS 1030 pode ter apresentado maior intervalo devido a uma
maior sensibilidade em dias mais quentes, pois ¢ relatado que temperaturas
acima de 33°C podem atrasar ou até inibir os eventos de florescimento (Edreira
etal., 2011).

Uma significativa diminui¢do na relagdo Fv/Fm foi verificada no BRS
1030. Com o aumento do déficit hidrico as folhas murcham devido ao
fechamento dos estomatos, a fotossintese decresce e a atividade fotoquimica ¢
perdida (danos no fotossistema) devido ao excesso de energia. Assim, a relacao
Fv/Fm ¢ um dos principais parametros utilizados para as avaliagdes dos danos
no sistema fotossintético, uma vez que a eficiéncia quantica maxima do
fotossistema II indica quando todos os centros de reacdo estdo abertos (Baker e
Rosenqvist, 2004).

Um dos fatores que podem estar facilitando uma maior condutincia
estomatica no DKB 390 é a maior funcionabilidade (SF) e densidade estomatica
(SD) encontrada em suas folhas. O fechamento estomatico ¢ uma das mais
proeminentes respostas a seca, levando a diminui¢do das trocas gasosas (Farooq
et al., 2009), porém maior nimero de estdmatos pode favorecer maior entrada de
gases diminuindo as resisténcias estomaticas. Ennajeh et al. (2010) observaram o
mesmo comportamento em oliva com maior SD em cultivares tolerantes a seca.

Uma maior funcionabilidade estomatica pode aumentar a eficiéncia do
uso da agua, pois este parametro esta relacionado com uma menor area de
abertura estomatica (didmetro polar e equatorial dos estomatos) (Souza et al.,

2010).
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Nao houve diferencas entre os tratamentos para espessura da epiderme
abaxial (BET). J4 Makbui et al. (2011) encontraram em soja sob condi¢des de
seca uma maior epiderme adaxial e abaxial. Apesar de, no presente trabalho nao
ter sido encontrada modificagdes nas células buliformes esta caracteristica pode
ser promissora em estudos de tolerancia a seca, pois estd envolvida no
enrolamento foliar evitando a transpiragdo (Alvarez et al., 2008).

Uma caracteristica importante em condi¢des de restricdo hidrica e altas
temperaturas que também foi encontrado no DKB 390 é a menor distancia entre
os feixes vasculares da folha (DVB). Esta caracteristica fornece maior
habilidade na translocacdo de fotoassimilados e maior distribui¢do de agua nas
folhas (Sage 2004). Dados similares também foram encontrados em Phragmites
communis submetido a seca (Gong et al., 2011).

O estresse hidrico levou a um aumento da espessura do mesofilo (MPT)
tanto no DKB 390 quanto no BRS 1030. De acordo com Poorter ¢ Bongers
(2006) plantas submetidas a estresses abidticos aumentam a espessura foliar,
pois essa plasticidade leva a um incremento da alocagdo de nitrogénio foliar
aumentando a capacidade fotossintética ¢ o uso eficiente de nitrogénio.

Nos dois hibridos uma maior propor¢do de aerénquima (PA) foi
encontrada nos tratamentos estressados em relagdo aos irrigados, mas o DKB
390 apresentou o maior aumento. Aerénquimas sdo definidos em geral como um
tecido especializado caracterizado por espacos celulares constituidos de gases e
sua formacdo em milho envolve lise e morte celular programada (Lenochova et
al., 2009). A formacdo de aerénquima em milho pode estar envolvida com
outros tipos de tolerancia de estresse como alagamento (Souza et al., 2009) e
deficiéncia de nutrientes (Postma e Lynch, 2011). Em arroz também foram
encontrados expressiva formagdo de aerénquima sob deficiéncia hidrica (Gowda
et al., 2011). Uma maior quantidade de aerénquima no DKB 390 pode permitir

maior exploragdo do solo e aquisi¢do de agua, pois estas estruturas decrescem o
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custo metabolico de raizes em crescimento devido a diminui¢do da presenga de
células em respiragdo (Zhu et al., 2010). Poucos trabalhos envolvendo tolerancia
a seca em milho e formacdo de aerénquimas sdo encontrados na literatura. Zhu
et al. (2010) observaram em trabalhos de campo com milho sob seca que aqueles
genotipos com maior quantidade de aerénquima em suas raizes apresentaram
melhor desempenho (maior crescimento radicular e biomassa da parte aérea).

O DKB 390 apresentou um maior numero de metaxilemas e uma
diminui¢ao no didmetro dessas células. Essas caracteristicas do DKB 390 podem
indicar uma maior condutividade hidraulica aumentando a capacidade de
transporte de agua (Li et al, 2009). Um menor didmetro dos vasos esta
relacionado com a diminui¢do do risco do embolismo e aumento da resisténcia
do fluxo de agua. J4 o maior niumero de vasos pode permitir aumento na
probabilidade da adgua chegar ao seu destino ou do fluxo ocorrer (Souza et al.,
2009). Mesmas modificagdes nos vasos de xilema foram observadas em
genotipos de milho tolerantes a seca (Pena-Valdivia et al., 2005; Li et al., 2009).

Nao houve diferencas entre os tratamentos para a espessura da
endoderme (EW), contudo para a espessura da camada de células suberizadas na
regido da hipoderme (exoderme) (SC) observou-se um aumento sob estresse
principalmente para o DKB 390. Tanto a endoderme quanto a exoderme
possuem varias fungdes nas raizes, mas no geral sdo camadas de células
especializadas em selecionar ou impedir a entrada de substancias toxicas ou
microrganismos. No caso do estresse hidrico essas duas camadas podem impedir
a saida de agua dos feixes de xilema para o solo evitando a desidratagdo
(Enstone et al., 2003; Pefia-Valdivia et al., 2005). Neste trabalho foi verificado
que o hibrido sensivel (BRS 1030) apresentou maior espessura da epiderme
radicular (EPW). Uma explicagdo para esse comportamento poderia ser o
aumento do papel da epiderme como barreira por ndo possuir uma exoderme e

endoderme tao espessa (Souza et al., 2009).
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E marcante o efeito do estresse causado pela falta de 4gua nos atributos
de producdo. Diferengas entre as condi¢des estressada e irrigada foram
evidenciadas neste trabalho. Os resultados encontrados no DKB 390 para o
rendimento de grios (GY) nos dois anos de avaliagdo confirmaram maior
tolerancia em relagdo ao BRS 1030. Um dos motivos que podem ter levado a um
melhor rendimento no DKB 390 ¢ o aumento do indice de colheita (HI), ou seja,
uma maior alocacdo diferencial de fotoassimilados para a espiga durante seu
ciclo de vida. Esta diferenca na alocacdo entre os hibridos real¢a ainda mais a
ideia de que milhos tropicais sdo fortemente limitados pelo dreno (Borrés et al.,
2004).

Para os pardmetros peso de espiga (EAW), numero de espigas (EM) e
peso de 100 sementes (W100) foi verificada uma significativa redu¢do nos
tratamentos estressados (principalmente no primeiro ano de avaliagdo), mas nao
foram observadas diferencas entre os hibridos em uma mesma condi¢do. Esses
parametros foram também considerados em varios trabalhos como relevantes
fatores para a tolerancia a seca (Betran et al., 2003; Monneveux et al., 2006;

Dubey et al., 2010; Hao et al., 2011).

Conclusoes

Em condigdes de campo sob deficiéncia hidrica foi observado na raiz do
DKB 390 uma maior quantidade de aerénquima no coértex, um aumento da
espessura da exoderme, maior quantidade de metaxilemas sendo estes com
diametros menores. Nas folhas deste mesmo hibrido foi encontrado maior
numero de estdmatos e menor distancia entre os feixes vasculares do limbo.
Além disso, 0 DKB 390 apresentou menor porcentagem de folhas secas, maior
sincronismo das inflorescéncias, maior condutancia estomatica e maior relagio

Fv/Fm. A seca afetou significativamente os hibridos de milho estudados sendo
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que o DKB 390 apresentou modificagcdes nos caracteres morfofisioldgicos e
morfoanatdmicos os quais favoreceram sua sobrevivéncia em ambientes com

deficiéncia hidrica resultando consequentemente em maior produtividade.
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Tabela 1 Porcentagem de folhas secas, concentragdo de clorofila total (TC), area foliar (LA) e seus respectivos RVT durante a
imposi¢do do estresse hidrico em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030)

Folhas secas (%) TC (ugmL™) LA (cm’)
Tratamentos/ano 2010 2011 2010 2011 2010 2011
DKB estressado 22.88+29 a 19.06+£1.4 a 6,004.0a 8.28+3.0a 531241269 ¢ 6488+900 b
BRS estressado 23.68+1.1a" 19.98£3.6a 9,2842.8a 11.00£2.3 a 70811300 b 7701950 b
DKB irrigado 13.51£2.5b 15.96+5.0 a 9,05£3.6a 8.59+3.0a 7198+800 b 7071+410 b
BRS irrigado 12.52+3.0 b 11.60+4.0 a 12,59+5.5a 11.31+4.0a 8370+364 a 8544+221 a
RVT DKB 1.69 1.50 0.66 0.94 0.74 0.91
RVT BRS 1.89 1.72 0.73 0.95 0.83 0.90

" Médias seguidas por mesma letra nas colunas 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. RVT = valor relativo de tolerancia (estressado/irrigado)
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Tabela 2 Intervalo entre florescimento masculino e feminino (ASI), condutincia estomatica (g;), eficiéncia quantica maxima do
fotossistema II (Fv/Fm) e seus respectivos RVT durante a imposi¢do do estresse hidrico em dois hibridos contrastantes a
seca (DKB 390 e BRS 1030)

ASI g, (mmolm™?s™) Fv/Fm
Tratamentos/ano 2010 2011 2010 2011 2010 2011
DKB estressado 2.50+£0.8 b 2.75+¢1.0 a 44.5+£5.0 b 67.0£30 b 0.74+0.4 a 0.74+14 a
BRS estressado 425+05a" 3.00£0.6 a 21.1+1.8 ¢ 50.0£23 b 0.63+0.3 b 0.70£1.6 a
DKB irrigado 1.50+0.5 ¢ 1.50+0.8 b 198+16 a 205425 a 0.774£0.2 a 0.79£5.0 a
BRS irrigado 1.75¢1.0 ¢ 1.50£0.5 b 235+25a 210440 a 0.78+0.3 a 0.79+4.0 a
RVT DKB 1.69 1.50 0.26 0.33 0.96 0.90
RVT BRS 1.89 1.72 0.05 0.25 0.80 0.85

" Médias seguidas por mesma letra nas colunas 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. RVT = valor relativo de tolerancia (estressado/irrigado)
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Tabela 3 Peso de espigas (EAW), numero de espigas (EM), comprimento de espigas (EL) e seus respectivos RVT durante a
imposi¢do do estresse hidrico em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030)

EAW (g) EN EL (cm)
Tratamentos/ano 2010 2011 2010 2011 2010 2011
DKB estressado 3.489+520b  3.935+15b 31.84£33b  20.25£5a 13£7 a 1245 a
BRS estressado 2.878+566b  3.340+10 b 27.66£2.8b  21.75+4 a 1244 a 12+6 a
DKB irrigado 9.752+415a  4.750+20 a 47.16£t4.7a  22.00£5 a 18+4 a 15£5a
BRS irrigado 8.497+375a  4.165+22 a 49.50+6.0a 23.75f2 a 18+4 a 17£3 a
RVT DKB 0.41 0.83 0.69 0.91 0.72 0.70
RVT BRS 0.34 0.81 0.56 0.90 0.69 0.70

" Médias seguidas por mesma letra nas colunas 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. RVT = valor relativo de tolerancia (estressado/irrigado)
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Tabela 4 Rendimento de graos (GY), peso de 100 sementes (W100), indice de colheita (HI) e seus respectivos RVT durante a
imposi¢do do estresse hidrico em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 ¢ BRS 1030)

GY (Kg ha™) W100 (g) HI
Tratamentos/ano 2010 2011 2010 2011 2010 2011
DKB estressado 2.963+230b  7.063+149 b 32.12+40.8 b  40.70+02 a 0.30+£0.03 b 0.37+0.1 a
BRS estressado 2.204+110 ¢ 5.980+113 ¢ 3247+0.5b 37.60+01 a 0.20+0.01 ¢ 0.35+0.1a
DKB irrigado 7.674+209 a  9.600+750a 36.01+0.5a 40.80+£01 a 0.43%0.05 a 0.44+0.09 a
BRS irrigado 6.725+410a  8.962+160 a 36.54+0.2a 39.21+04 a 0.40%0.03 a 0.40+0.05 a
RVT DKB 0.42 0.74 0.89 0.89 0.69 0.82
RVT BRS 0.33 0.66 0.89 0.88 0.50 0.80

" Médias seguidas por mesma letra nas colunas 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. RVT = valor relativo de tolerancia (estressado/irrigado)
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Fig. 2. Potencial hidrico médio foliar (W,q) durante a imposi¢ao do estresse hidrico em
dois hibridos contrastantes a seca no ano de 2010. Cada barra indica a média do
tratamento+S.E. Barra preta representa os tratamentos irrigados e barra cinza os
tratamentos estressados
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Fig. 3. Caracteristicas anatdmicas foliares durante a imposi¢do do estresse hidrico em

dois hibridos contrastantes a seca no ano de 2010. Cada barra indica a média do
tratamento+S.E. * Médias seguidas por mesma letra em cada barra ndo diferem
entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Barra preta
representa os tratamentos irrigados, barra branca os tratamentos estressados e
barra cinza os valores relativos de tolerancia (RVT). (A) densidade estomatica
(SD), (B) funcionabilidade estomatica (SF), (C) espessura da epiderme abaxial
(BET), (D) numero de células buliformes a cada 2 mm (NBC), (E) distancia
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Fig. 4. Caracteristicas anatomicas radiculares durante a imposigdo do estresse

hidrico em dois hibridos contrastantes a seca no ano de 2010. Cada barra indica a
média do tratamento+S.E. * Médias seguidas por mesma letra em cada barra ndo
diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Barra
preta representa os tratamentos irrigados, barra branca os tratamentos estressados
e barra cinza os valores relativos de tolerdncia (RVT). (A) propor¢do de
aerénquima no cortex (PA), (B) nimero de células do metaxilema (NM), (C)
didmetro das células do metaxilema (DM), (D) espessura da camada de células
suberizadas na regido da hipoderme (exoderme) (SC), (E) espessura da
endoderme (EW) e (F) espessura da epiderme (EPW)
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Fig. 5. Fotomicrografias de secgdes transversais radiculares em dois hibridos
contrastantes ao estresse de seca. (A) DKB 390 estressado, (B) DKB 390
irrigado, (C) BRS 1030 estressado e (D) BRS 1030 irrigado. A barra

corresponde a 100 um
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ARTIGO 2

ENVOLVIMENTO DA APLICACAO FOLIAR DE ABA NA
TOLERANCIA DE DOIS HIBRIDOS DE MILHO CONTRASTANTES
AO ESTRESSE DE SECA: MUDANCA NOS PARAMETROS HIDRICOS
E NA ATIVIDADE ENZIMATICA ANTIOXIDANTE

Artigo redigido conforme norma da revista Journal of Plant Growth

Regulation
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Envolvimento da aplicacao foliar de ABA na tolerancia de dois hibridos de
milho contrastantes ao estresse de seca: mudanca nos parametros hidricos e
na atividade enzimatica antioxidante
Resumo - Estudos relacionados a tolerancia a seca estdo sdo cada vez mais
estratégicos para Brasil, ja que, este é o estresse abidtico mais complexo e de
maior efeito sobre as culturas. A pratica de aplicagdo de substancias em plantas
com intuito de aumentar a tolerancia vem ganhando espago na pesquisa. Dentro
deste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo do
acido abscisico (ABA) no aumento a tolerancia ao estresse hidrico em hibridos
de milho contrastante a seca: DKB 390 (tolerante) ¢ BRS 1030 (sensivel). Para
isso foi realizado em casa de vegetacdo a caracterizagdo do status hidrico
(potencial hidrico de base-¥,q; médio-W¥ng e do caule-¥y) e da atividade
antioxidante enzimatica. O teor de ABA, peroxido de hidrogénio (H,O,) e
malonaldeido (MDA) também foram analisados. 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
apos a recuperagdo hidrica. Com 5 dias de estresse, o hibrido tolerante em
relacdo ao sensivel apresentou menor teor de MDA, menor reducdo do status
hidrico e maior atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase,
peroxidase do ascorbato e do guaiacol, glutationa redutase, deidroascorbato
redutase, polifenoloxidade e L-fenilalanina amonialiase. Com 10 dias de estresse
DKB 390 diminuiu a atividade das enzimas ¢ 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 catalase.

Palavras-chave: Zea mays L. Estresse hidrico. Estresse oxidativo. Acido

abscisico. Potencial hidrico. Per6xido de hidrogénio. Peroxidagao lipidica.
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Introducao

A seca ¢ um topico importante e crescente em muitas partes do mundo.
Ela é uma das principais limitagdes no cultivo do milho. Devido as mudancas
climaticas os problemas com a seca vém aumentando e areas que atualmente sdo
grandes produtoras de graos podem ndo estar mais aptas ao plantio devido a falta
ou ma distribui¢do de dgua (Fan e outros 2009; Farré e Faci 2009).

A seca também induz um estresse oxidativo em plantas pela produgéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). O aumento da producdo de EROs durante
o0 estresse pode ser uma ameaga para as células se ocorrer um aumento elevado,
mas também sabe-se que elas agem como sinais para ativagdo da resposta ao
estresse e caminhos de defesa. Assim, as espécies reativas de oxigénio podem
ser vistas como indicadoras celulares do estresse e como mensageiros
secundarios, envolvendo rotas de sinal de transdug@o, em resposta ao estresse
(Karuppanapandia e outros 2011; Mitler 2002). Em quantidades exageradas as
espécies reativas de oxigénio podem atacar as membranas lipidicas levando a
formagdo de um produto final chamado malonaldeido (MDA) pelo processo de
peroxidacao lipidica (Mitler 2002).

Na presenga toxica 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 desintoxicagdo antioxidante que consiste
de um sistema ndo enzimatico (moléculas de pequeno peso molecular) como
glutationa, acido ascérbico, compostos fenolicos; e de um sistema enzimatico
composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (POD), glutationa redutase (GR),
monodeidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato redutase (DHAR) e
polifenoloxidade (PPO) (Mitler 2002; Ali e Ashraf 2011; Karuppanapandia e

outros 2011). Além dessas enzimas a L-fenilalanina amonialiase (PAL) tem
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mostrado importante papel na tolerdncia a varios estresses (incluindo a seca)
devido a sua atividade estar ligada a produgdo de compostos fendlicos que
também sdo antioxidantes (Pourcel e outros 2006; Sanchez-Rodriguez e outros
2011).

Para aumentar a produtividade agricola em areas com deficiéncia hidrica
¢ de suma importancia induzir tolerancia a seca e a varias praticas agronomicas e
fisiologicas tém sido feitas a fim de garantir este propodsito (Anjum et al.,
2011b). Uma dessas praticas que vem ganhando destaque nos ultimos tempos € a
aplicac@o exdgena de substancias em plantas. Em milho pode-se citar aplicagdo
de varias moléculas como acido ascoérbico (Dolatabadian e outros 2009), acido
fulvico (Anjum e outros 2011b), glinenobetaina (Anjum e outros 2011a);
trealose (Ali e Ashraf 2011), pro-oxidantes (Darké e outros 2011),
brassinolideos (Anjum e outros 2011c) e acido abscisico (Jiang e Zhang 2002;
Kellos e outros 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 aplicacdo exogena do
acido abscisico (ABA), em gramineas (Cynodon dactylon) (Lu e outros 2009) e
arroz (Ye e outros 2011), contudo em milho héa poucos estudos neste sentido.
Estudos evidenciam que o ABA pode estar relacionado com o estresse oxidativo
em células de milho (Hu e outros 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 concentracdes variaveis de ABA.
Apesar disso, pouco se sabe sobre a interacdo de ABA com genotipos de milho
tolerantes e sensiveis a seca.

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis papeis da
aplicagdo exogena de acido abscisico em aumentar a tolerdncia a seca em
hibridos de milho tolerante e sensivel baseado em mudangas fisioldégicas como

parametros hidricos e atividade antioxidante enzimatica.
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Material e Métodos

Material vegetal e condi¢des de crescimento

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
vegetacdo, no Centro Nacional de Pesquisa 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 avaliagdo 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 adubagdo foi feita de acordo com a
recomendacdo 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 a
imposicao do estresse. Todos os tratamentos fitossanitarios necessarios a cultura

foram aplicados.

Imposicao do estresse hidrico, aplicacdo de ABA e design experimental

O teor de dgua no solo foi monitorado diariamente nos periodos da
manhd 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. Estes sensores detectam a tensdo de dgua 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 (totalmente
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seco). A reposicdo 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 imposicdo dos tratamentos. Esses calculos foram realizados
com o auxilio de uma planilha eletronica, feita em fungdo da curva de retengdo
de 4gua do solo.

No pré-florescimento, foram impostos dois tratamentos hidricos:
irrigado e estressado. No primeiro, a reposi¢do hidrica foi realizada diariamente
at¢ 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 seja, até a tens@o da dgua no solo atingir no minimo -138
kPa, cujo valor corresponde ao solo especificado. Esse estresse foi mantido por
10 dias.

Com 12 horas da imposi¢do do estresse as plantas foram tratadas com
(+/-)-cis, trans-ABA (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) na concentracdo de 100
MM. O ABA foi primeiro dissolvido em 1 ml de etanol 70% e em seguida
completado o volume para 1 litro. Logo apds, a solugdo foi pulverizada na parte
aérea (Aroca e outros 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 aplicacdo de ABA exdgeno; e BRS 1030 estressado e irrigado e
estressado e irrigado com aplicacdo de ABA exdgeno) e 6 épocas de coleta ( 1,
5 e 10 dias de estresse hidrico e 1, 5 e 10 dias de recuperagdo hidrica) e 3
repeticdes. As avaliacdes 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 recuperacdo hidrica das plantas

(retomada da umidade do solo para a capacidade de campo).
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Parametros de relagdo hidrica

O potencial hidrico foliar foi determinado através de uma camara de
pressdo do tipo Scholander (Soil Moisture Equipment Corp., Modelo 3005,
Santa Barbara CA, USA) em quatro folhas totalmente expandidas por repetigao.
Foram feitas medidas de potencial hidrico de base (pre-dawn, ¥,q) as 5h da
manhé, potencial hidrico médio (midday, W.q) as 12h e potencial hidrico do
caule (Wy). O Yy foi feito em folhas sem transpiracdo cobertas com papel
insufilme e papel aluminio, 1h antes das medidas (10h). A cobertura de papel
nas folhas impede a transpiracdo foliar igualando o potencial hidrico da folha ao
do caule, foram escolhidas folhas que estavam sombreadas para evitar estresse

por aquecimento (Begg e Turner 1970; Choné e outros 2001).

Extracdo e quantificacdo de ABA foliar

Apo6s a coleta dos tecidos foliares estes foram guardados em freezer -
80°C até a extracao. O método de extracdo do ABA foliar foi adaptado a partir
de e Guédth e outros (2009). Quinhentos miligramas de tecido foliar foram
macerados em nitrogénio liquido em seguida foram adicionados 5 ml de 80%
(v/v) 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 4000 rpm
na mesma temperatura. O sobrenadante foi seco em rotaevaporizador em
temperatura de 26 °C. Para a quantificacdo, as amostras foram dissolvidas em
tampao TBS (25 mM Tris, 100mM NACI, ImM MgCI2 hexaidratado) (1,5
ML/100 mg de amostra) e a deteccao foi feita utilizando Kits de ensaio imuno-

enzimatico (Phytodetec ABA Enzyme Immunoassay Test Kit — Sigma-Aldrich).

Extracdo e quantificagdo do teor de peroxido de hidrogénio (H,O,) e
malonaldeido (MDA)
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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 determinacao do teor de peroxido de hidrogénio
(H,0,) e MDA.

O teor de H,O, foi medido em espectrofotometro de acordo com
Alexieva e outros (2001). O meio de reacdo 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 reagdo foi desenvolvida por 1 h no escuro ¢ a
absorbancia medida a 390 nm. A concentragdo de H,O, foi calculada através de
uma curva padrdo. 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 Buege e Aust (1978) baseado na
reacao com acido tiobarbitlrico. Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas
ao meio de reagdo (0,5% (m/v) de &cido 2-tiobarbitirico (TBA) e 10% (m/v) de
TCA), incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30 minutos. A reagdo foi
paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. O teor de MDA foi trabalhado utilizando
um coeficiente de extingdo de 155 mM cm™ usando a seguinte formula: teor de

MDA (n"M) = [(A535-A600)/1,56] x 105

Extragdo e atividade enzimatica

A extracdo das enzimas foi feita pela maceragdo de 500 mg de folha em
nitrogénio liquido, adicionando-se 1,5 mL do tampao de extrag¢do constituido de:
tampdo 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 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 analises. Os sobrenadantes coletados foram



74

utilizados nas analises de todas as enzimas. A atividade das enzimas foram
expressas por miligramas (mg) de proteinas que foram determinadas pelo
método de Bradford (1976) utilizando uma curva padrio de albumina de soro
bovina (BSA).

A atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada
pela capacidade em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT),
proposta por Giannopolitis € Ries (1977). A mistura reacional foi constituido de
100 pL de extrato enzimatico e 1,9 mL de meio de reagdo contendo tampao
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75
uM, riboflavina 2 uM. A mistura foi iluminada com uma ladmpada de 20 W por
10 minutos. Para o controle foi utilizado a mesma mistura anterior, porém sem a
presenca 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 fotorreducdo do NBT nas condi¢des de ensaio.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pelo
consumo de H,O, 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 e
Mchale 1987).

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi
determinada pelo acompanhamento da oxida¢ao 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 ¢ 0,94 mL do meio reacional contendo tampdo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,0), H,O, 1 mM, L-acido ascorbico 0,8 mM e 4dgua
destilada. O coeficiente de extingiio molar utilizado foi 2,8mM™ cm™ (Nakano e

Asada 1981).
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A atividade da peroxidase do guaiacol (POD, EC 1.11.1.7) foi
determinada pela oxidagdo do guaiacol a 470 nm segundo Lin e Wang (2002)
com modificacdes. A mistura reacional foi constituida de 20 YL de extrato
enzimatico ¢ 1,02 mL de meio reacional contendo tampdo fosfato de potéssio
100 mM (pH 6,0), guaiacol 3,24 mM, H,0, 3,87 mM. O coeficiente de extingao
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 e outros (1993), monitorando-se a taxa de
oxidacdo do NADPH, com decréscimo na absorbancia a 340 nm. A mistura
reacional foi incubado a 28°C, sendo constituida de tampdo fosfato de potassio
25 mM (pH 7.8), glutationa oxidada (GSSG) 0,5 mM, NADPH 0,12 mM ¢ 30
puL do extrato enzimatico. Para céalculo da atividade da GR, utilizou-se o
coeficiente de extingdo molar 6,2 mM'ecm™. Correcdes dos extratos foram feitas
através da atividade a 340 nm sem NADPH quando necessario.

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 ¢ 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 4gua destilada. A atividade foi determinada pela redugdo do
DHA a acido ascorbico via GSH a 265 nm e o coeficiente de extingdo molar
utilizado foi 14 mM™"' cm™ (Hossain e 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. Este
método quantifica a formagdo de purpurogalina a 420 nm. A mistura reacional
foi formada por 10 pL de extrato enzimdtico e 0,990 mL do meio reacional
contendo tampdo fosfato de potassio 25 mM (ph 6,8), pirogalol 10 mM e agua
destilada. A mistura foi incubada a 25 °C por 5 minutos e imediatamente cessou-

se a reacdo pela adi¢do de 0,1 mL de H2SO4 5%.
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A atividade da L-fenilalanina amonialiase (PAL, EC 4.3.1.5) foi
determinada pela formacdo de acido cinamico a 290 nm (Cahill e McComb
1992). A mistura reacional compreendeu 25 pL de extrato enzimatico e 0,975
mL de meio de reagdo 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-1 cm-1 e a mistura foi incubada a 30°C por 1 hora e imediatamente

cessou-se a reacao pela adicdo de 33 uLL. de HCI 6 N.

Anédlise dos dados

Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias e o +
erro padrao (SE). Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de
varidncia (ANAVA) e o teste de comparagdo 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

Monitoramento da umidade do solo

A figura 1 ilustra a tensdo de agua no solo em todos os tratamentos. Nos
10 primeiros dias, em todos os tratamentos estressado tanto no hibrido DKB 390
quanto BRS 1030, com ou sem aplicagdo de ABA, observou-se que os valores
de tensdo de 4gua no solo variaram entre -139 a -192 kPa (Figs. 1A, 1B). Nesses
mesmos tratamentos e considerando os dias de avaliacdo das caracteristicas
fisiologicas (1, 5, 10 dias) observou-se uma diminui¢do gradativa da tensao de
agua no solo. Apos os 10 dias de deficiéncia hidrica iniciou-se a reidratagdo do
solo chegando a variagdes nas leituras entre -10 e -25 kPa, indicando umidade
do solo proximas a capacidade de campo (Figs. 1A, 1B). No tratamento

irrigado sem aplicagdo de ABA ocorreu menor controle da umidade tendo
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maiores varia¢des na tensdo do solo (Fig. 1C). No quinto dia observou-se maior
tensdo (-49 kPa) nos vasos plantados com o BRS 1030. No tratamento irrigado
com aplicagdo de ABA os valores de tensdo de agua do solo variaram menos e

tiveram médias mais proximas da capacidade de campo (Fig. 1D).

Parametros de relacdo hidrica

Com relagdo aos parametros de relagdo hidrica, nos tratamentos
irrigados, ndo houve diferencas durante os dias de analises para os dois hibridos,
mesmo com e sem aplicacdo de ABA. Contudo, para todos os tratamentos com
imposicao de estresse hidrico houve uma reducdo efetiva desses parametros
quando comparados aos 10 dias seguintes de reirrigagdo (recuperacdo hidrica)
(Figs. 2A, 2B, 2C).

Quanto ao potencial hidrico de base (‘¥;,4) 0 hibrido DKB 390 (tolerante)
sob tratamento estressado apresentou menor redu¢do do que o hibrido BRS 1030
(sensivel) nos dias 1, 5 e 10 de coleta (Fig. 2A). O mesmo comportamento foi
observado no DKB sob estresse com aplicagdo de ABA (DKB 390
estressado+ABA), tendo menor redugdo do ¥,q que o BRS com aplicagdo de
ABA (BRS 1030 estressadotABA). Para o DKB 390 a aplicacdo de ABA
proporcionou um aumento do potencial hidrico de base (‘¥,q4), contudo para o
BRS 1030 isto ndo ocorreu. No primeiro dia de reidratagdo o BRS 1030
estressado+ABA apresentou significativamente menor ¥,q (-0,31 MPa) (Fig.
2A). Na avaliagdo do potencial hidrico do caule (Yy) foi verificado, nos
tratamentos estressados que a redugdo foi mais pronunciada no hibrido sensivel
a seca do que no tolerante. Nos dois hibridos estressados com aplicagdo de ABA
em relagc@o aos sem aplicacdo, ocorreu um aumento das médias do W 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 estressadotABA teve menor redugdo do
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potencial hidrico do caule em relagdo aos outros tratamentos estressados.
Observa-se na figura 2C, que no primeiro dia de imposi¢do do estresse 0 BRS
1030 estressado mostrou menor potencial hidrico médio (Wq) (-2,1 MPa). Com
a aplicagcdo do horménio ABA houve uma menor reducdo do ¥y,g 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 ¥,y no 1° dia de recuperacao hidrica.

Teor de &cido abscisico (ABA), perdxido de hidrogénio (H,O,) e malonaldeido
(MDA)

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 0 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 390
estressado+ABA e DKB irrigado+ABA. No primeiro dia de recuperagdo hidrica
os tratamentos BRS 1030 estressado ¢ estressado+ABA apresentaram os maiores
valores seguidos dos outros tratamentos. No 5° e 10° dia de recuperacdo hidrica
nao 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 peréxido de hidrogénio (H,O,).
(Tabela 2). No quinto e décimo dias sob estresse o hibrido BRS 1030 estressado
foi o que apresentou significativamente o maior teor seguido de BRS 1030
estressado+tABA ¢ DKB 390 estressado. Também no quinto ¢ décimo dia de
estresse, quando considerado apenas os tratamentos estressados, o menor teor de

H,0, foi encontrado no tratamento DKB 390 estressado+ABA (Tabela 2).
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Mesmo com 24 horas de recuperacdo hidrica (1 dia) o BRS 1030 estressado ¢
estressado+ABA ainda apresentaram maior teor de H,O, e nos dias restantes de
recuperacdo hidrica ndo houve diferengas entre os tratamentos.

No geral os tratamentos estressados tiveram um aumento no teor de
malonaldeido (MDA) e apds a recuperacdo hidrica o teor diminuiu (Tabela 3).
No primeiro dia de estresse observou-se que ndao houve diferenga 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 malonaldeido (MDA) quando comparado com
os tratamentos irrigados. E com 10 dias de estresse o maior teor foi encontrado
no tratamento BRS 1030 estressado e o menor foram no DKB 390
estressado+ABA e nos tratamentos irrigados. Nao houve diferencas entre os

tratamentos nos dias de recuperacao hidrica (Tabela 3).

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 aplicagdo de ABA nao diferenciaram
suas atividades enzimaticas entre os tratamentos ao longo dos dias de coleta
(com algumas excecdes) (Figs. 3, 4). Na andlise da atividade da superoxido
dismutase (SOD) ndo foram observados diferengas significativas entre os
tratamentos no primeiro dia de estresse (Fig. 3A). No quinto dia de estresse
houve um aumento da atividade da SOD nos tratamentos DKB 390 estressado e
estressado+ABA. Neste mesmo dia no DKB 390, apesar da aplicacdo do ABA
ter aumentado a atividade da SOD, ndo houve diferengas significativas no
tratamento com e sem aplicacdo de ABA. No décimo dia de estresse ocorreu
uma diminui¢do da atividade da SOD no DKB 390 estressado e

estressado+ABA e um aumento nos tratamentos estressado e estressado com
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aplicagdo de ABA no BRS 1030. Na reidratagdo (recuperagdo hidrica) ndo
houve diferencas significativas entre os tratamentos (Fig. 3A).

Nao houve diferenca 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 e a
do DKB 390 com aplicacdo de ABA apresentou maior média (Fig. 3B). 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 e a do BRS 1030
aumentou independente da aplicagdo de ABA. Nao houve diferencas na
recuperacdo hidrica (Fig. 3B).

Na atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) ndo foi
verificado diferengas entre os tratamentos no primeiro 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 aplicacdo de ABA ndo 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 estressadotABA, 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+tABA juntamente com os
tratamentos irrigados tiveram a menor atividade. Apos 24 horas de recuperagdo
hidrica (1* dia) os tratamentos DKB 390 estressado+tABA, BRS 1030
estressado+tABA 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 diferengas no primeiro dia

de estresse hidrico (Fig. 3D). J4 no quinto dia os tratamentos DKB 390
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estressado e estressado+ABA tiveram uma atividade maior que o restante dos
tratamentos. No décimo dia de estresse esses mesmos genétipos diminuiram
significativamente suas atividades da POD em relagdo aos tratamentos BRS
1030 estressado e estressado+ABA e também foram iguais a atividade do
tratamento BRS 1030 irrigado. Em nenhum dos dias da recuperagdo hidrica
houve diferenca entre os tratamentos (Fig. 3D).

No primeiro dia de estresse hidrico observou-se que a atividade da
glutationa redutase (GR) foi maior no DKB 390 estressado+ABA em relagdo aos
outros tratamentos (Fig. 4A). No quinto dia a atividade da GR foi
significativamente maior no DKB 390 estressado e no décimo dia foram os
tratamentos BRS 1030 estressado, DKB 390 estressadotABA 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 deidroascorato redutase (DHAR) no 1°
dia de estresse hidrico, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos,
porém no 5° dia de estresse os tratamentos estressados e estressados com
aplicagdo 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; BRS 1030 irrigado
apresentaram as menores médias. No 1° dia de recuperag@o hidrica o DKB 390;
BRS 1030 estressado ¢ DKB 390; BRS 1030 irrigado+ABA apresentaram as
maiores médias (Fig. 4B).

Na atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) foi observado
diferencas significativas apenas no 5° e 10° dia de estresse (Fig. 4C). No quinto
dia a maior atividade da PPO foi verificada no DKB 390 estressado. Ja no
décimo dia os tratamentos dos dois hibridos estressados incluindo os estressados
com aplicacdo de ABA apresentaram maior atividade do que os tratamentos

irrigados (Fig. 4C).
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O DKB 390 estressado+ABA apresentou a maior atividade da L-
fenilalanina amonialiase (PAL) no primeiro 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 ¢ com 10 dias o BRS 1030
estressado ¢ estressado+ABA tiveram uma atividade da PAL maior em relagao

ao DKB 390 estressado e estressadot+ABA (Fig. 4D).

Discussao

Uma das dificuldades em experimentos envolvendo a seca ¢ a qualidade
do monitoramento da umidade do solo. Foram observados 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 presenga de
um estresse que pode ser descrito como entre moderado nos primeiros dias (1 e 5
dias) e severo noés ultimos (10 dias) (Bettaieb e outros 2011).

A aplicacdo de ABA ndo afetou significativamente as caracteristicas
analisadas nos tratamentos irrigados. Em milho, Jiang e Zhang (2002) também
ndo encontraram influéncia da aplicacdo de ABA em tratamentos com irrigagao.

O 4cido abscisico ¢ um horménio muito importante, pois além de
funcdes de regulagdo nos processos fisiologicos e de desenvolvimento, ¢ o
principal regulador nas respostas adaptativas a estresses ambientais, inclusive a
seca (Jiang e Zhang 2002; Lu e outros 2009). No tratamento estressado sem
aplicagdo exogena 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 e outros 2003; Bano ¢ Yasmeen 2010). Ainda a aplicagdo de
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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 recuperagdo 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 apos sua aplicacdo e com o passar dos
dias o conteudo interno de ABA diminuiu. Da mesma forma, em algumas
gramineas, menor acumulacdo de ABA foi encontrada em gendétipos tolerantes a
seca no final do estresse (DaCosta ¢ Huang 2007). Em estudos com genotipos 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
genotipos modernos (Fan e outros 2009).

A perda de agua em células, tecidos e 6rgaos devido ao estresse hidrico
¢ bem discutida na literatura (Farooq e outros 2009). Muitas investiga¢des t€ém
mostrado que quando plantas de milho sdo submetidas a seca ocorre uma grande
reducdo no potencial hidrico, assim um controle do status hidrico ¢
importantissimo para a sobrevivéncia e tolerancia nos ambientes com pouca
umidade no solo (Médici e outros 2003; Ali e Ashraf 2011). Com relagdo aos
parametros de relagdo hidrica avaliados, observa-se claramente uma maior
recuperagdo do status hidrico noturno (devido ao maior ¥,4) e maior status
hidrico diurno (devido maiores médias de W € Wnq) no hibrido tolerante (DKB
390) em relagdo ao hibrido sensivel (BRS 1030) (Fig. 2). Em relag¢do ao status
hidrico, o hibrido DKB 390, sob estresse, respondeu mais (foi mais sensivel) a
aplicacdo de ABA e manteve um maior status hidrico do que sem aplicagdo do
horménio. Um maior status evidenciado no hibrido tolerante com aplicacdo do
ABA pode ter sido devido a funcdo deste horménio em aumentar a
condutividade hidraulica favorecendo uma melhor hidratacdo dos tecidos. O
balanco de ABA raiz/parte aérea influencia o status hidrico das plantas

(Kudoyarova e outros 2011). Como relatado anteriormente foram observados
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nas folhas de milho um aumento do teor de ABA enddégeno com a aplicacdo de
ABA na parte aérea (Tabela 1). De acordo com Christmann e outros (2005) o
ABA na parte aérea acumula-se principalmente nos tecidos vasculares e em
seguida nas células guardas. Assim como relatado por Kudoyarova e outros
(2011) em trabalhos com trigo, no hibrido DKB 390, o acimulo 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 do potencial hidrico do caule (W) ser mais
utilizado em outras culturas como a uva (Choné e outros 2001), vale ressaltar
aqui que este parametro mostrou ser um bom indicador do estresse hidrico
também para milho.

Um fato marcante com relagdo ao peroxido de hidrogénio (H,0,) foi que
nos dias iniciais de estresse 0 DKB 390 estressado+ABA teve maior teor € com
10 dias de estresse foi observado neste mesmo tratamento um teor
significativamente menor em relagdo 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 relagdo aos outros tratamentos e a aplicagdo de ABA parece ter
aliviado esta situagdo. Com rela¢do ao aumento do teor de H,O, nos dias iniciais
de estresse no hibrido tolerante (DKB), com aplicagdo de ABA, resultados
semelhantes foram encontrados por Kellos e outros (2008) em que uma
linhagem de milho tolerante exibiu maior teor de HO, quando aplicado acido
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 sinalizadora do
estresse (Moller e outros 2007). Com o aumento do estresse hidrico ¢ notorio a
participacdo do H,O, pela reagdo de Haber-Weiss/Fenton como radical livre
atacando as membranas celulares (Queval e outros 2008). Torna-se necessario

entdo, uma varredura para diminuicdo dessas moléculas, mas esta capacidade
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nido foi encontrada no hibrido sensivel (BRS 1030) porque ndo conseguiu
diminuir a quantidade de peréxido de hidrogénio.

Em milho baixo teor de malonaldeido (MDA) tem sido associado a
tolerancia a seca (Anjum e outros 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 comparado 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 aplicagdo de ABA aliviou significativamente o
dano nas membranas principalmente no DKB 390. Um alivio no dano das
membranas (menor formacdo de malonaldeido) também foi evidenciado em
milho com aplicacdo de ABA (Kellos e outros 2008).

A diminui¢do 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 ao
aumento da atividade enzimatica antioxidante nas folhas que proporciona uma
melhor proteg¢do 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 primario no estresse de seca. Além disso, tem sido demonstrado
que as respostas antioxidantes sdo bem correlacionadas com a tolerdncia de
cultivares de milho sob seca (Chugh e outros 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 deidroascorbato redutase (DHAR) e com 10 dias de
deficiéncia hidrica ocorreu uma diminui¢do da atividade. Apesar de em alguns

casos ocorrer maiores médias nas atividades, ndo houve influéncia da aplicagdo
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de ABA nessas enzimas, exceto para a atividade da CAT, que com a aplicacio
do ABA elevou sua atividade resultando em valores mais altos principalmente
no DKB 390. A glutationa redutase (GR), enzima importante na reciclagem da
glutationa em condigdes de estresse (Szalai e outros 2009) foi a Uinica enzima
que exibiu diferengas entre os tratamentos (destacando-se o DKB 390-
estressado-ABA) no primeiro dia de estresse. Uma alta atividade de todas essas
enzimas principalmente no quinto dia de estresse estd ligada resumidamente, a
remocgao 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 no que pode ter acarretado os altos teores de H,O, e de peroxidagdo
lipidica (teor de MDA).

No DKB 390 frente a aplicacdo de ABA (DKB 390estressado+ABA),
um aumento do teor de ABA e de H,O, no primeiro dia de estresse seguido de
um aumento da atividade enzimatica da catalase no quinto dia podem ser
explicados: o tratamento exdgeno com ABA pode aumentar o teor de ABA
interno e isto leva a um aciimulo de H,O, que é uma molécula sinalizadora para
ativagcdo de enzimas antioxidantes. Esta explicacdo foi demonstrada em arroz
(avaliando a atividade da CAT) (Ye e outros 2011) e também em milho
(avaliando a atividade da CAT e outras enzimas) (Jiang e Zhang 2002; Hu e
outros 2005).

A polifenoloxidade (PPO) juntamente com a peroxidase do guaiacol
(POD) pode agir em difendis e fendis para a produgdo de outros compostos
fendlicos importantes na varredura de radicais livres como os flavondides
(Pourcel e outros 2006). Alguns estudos com gergelim (Sesamum indicum L.)

evidenciaram maior atividade da PPO em genotipos tolerantes em comparagio
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aos sensiveis (Fazeli e outros 2007), contudo nos resultados mostrados neste
trabalho n3o 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. Estes dados sdo semelhantes ao
encontrado por Hura e outros (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 produ¢do rapida de compostos
fendlicos aumentando a prote¢do contra o estresse oxidativo (Hura e outros
2008; Gholizadeh 2010).

Conclui-se com base nessa pesquisa que ocorreram significativas
diferencgas nas caracteristicas fisiologicas relacionadas a tolerancia a seca entre
os dois hibridos contrastantes; 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 aplicagdo de ABA que levou ao aumento

da tolerancia a seca.
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Tabela 1 Teor de acido abscisico (ABA) durante a imposi¢ao do estresse e recuperacdo hidrica em dois hibridos contrastantes a seca
(DKB 390 ¢ BRS 1030) com e sem aplica¢do de ABA exdgeno

Tratamento/DAE 1 5 10 1 5 10
Teor de dcido abscisico (ABA) pmol g' MF
DKB estressado 15.83£1.1 b* 17.17¢1.3b 10.30+0.7 ¢ 8.00+0.6 b 9.33+0.7 a 9.001.7+ a
BRS estressado 13.33+0.7 ¢ 14.66+0.8 b 13.50+0.8 b 12.00+1.5a 10.00+£0.6 a 922403 a
DKB estressadotABA 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+1.2 b 16.66+0.9 b 21.68+0.9 a 12.29+0.3 a 11.34+1.2 a 12.33+£0.3 a
DKB irrigado 10.35£0.3 d 9.66+1.1d 10.66+0.4 ¢ 10.30+1.3 b 11.00+£0.6 a 11.10£1.6 a
BRS irrigado 10.00+£0.5 d 10.00+£0.5 d 11.31£1.2 ¢ 9.67+0.3 b 10.65+0.3 a 11.23+1.2 a
DKB irrigado+ABA 12.20+£0.2 ¢ 11.66+£1.0 ¢ 13.00+£0.9 b 10.00+£0.8 b 11.00+£0.1 a 12.34+£0.7 a
BRS irrigadotABA 12.00+0.4 ¢ 12.60+1.2 ¢ 11.66+1.1 ¢ 10.67£0.6 b 12.00+0.6 a 12.20+1.0 a

" Médias seguidas por mesma letra minfiscula para os tratamentos, nio 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
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Tabela 2 Teor de perdxido de hidrogénio (H,0,) durante a imposi¢ao do estresse e recuperacgao hidrica em dois hibridos
contrastantes a seca (DKB 390 ¢ BRS 1030) com e sem aplicagdo de ABA exdgeno

Tratamento/DAE 1 5 10 1 5 10°
Teor de peréxido 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£27Db 599.00+ 36 a 405.20+92 a 116.00+£33 a 1353311 a 137.334£30 a
DKB estressado+ABA 384.3494 a 339.91+59 ¢ 118.66+14 ¢ 141.02+30 a 131.00+08 a 161.33+16 a
BRS estressadot+ABA 188.9+50 b 460.86+66 b 314.18440 b 147.33+20 a 149.33+24 a 130.33+15 a
DKB irrigado 128.9+27 b 155.66+£20 d 90.02+20 ¢ 170.33+47 a 159.05+27 a 178.33+20 a
BRS irrigado 141.3£28 b 170.60+£37 d 67.89+£51 ¢ 106.33+04 a 169.00£23 a 147.67+26 a
DKB irrigado+ABA 73.7£18 b 15444438 d 127.38+19 ¢ 134.00+12 a 137.33+16 a 126.30+07 a
BRS irrigado+tABA 109.1£38 b 134.00£25d 90.98+39 ¢ 156.45+06 a 147.00£06 a 126.00+06 a

" Médias seguidas por mesma letra mintiscula 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 recuperacéo hidrica



Tabela 3 Teor malonaldeido (MDA) durante a imposi¢do do estresse e recuperacdo hidrica em dois hibridos contrastantes a seca
(DKB 390 ¢ BRS 1030) com e sem aplicagdo de ABA exdgeno
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Tratamento/DAE 1 5 10 1 5 10
Teor de MDA (ymol g”' MF)
DKB estressado 27.04+10 a* 112.344+46 a 1504311 b 20.02t14 a 53.80+12 a 50.74+17 a
BRS estressado 25.45+12 a 132.99+£15a 222.85+38 a 41.61+£32 a 30.49+16 a 70.81+£27 a
DKB estressado+ABA 27.42+02 a 71.494+09 a 88.40+11 ¢ 51.67+24 a 65.23+45 a 11.98+03 a
BRS estressado+tABA 31.30+13 a 95.70+13 a 115.35£10 b 78.00+28 a 28.63+05 a 12.45+02 a
DKB irrigado 24.30+11 a 29.67+09 b 32.51+08 ¢ 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 ¢ 58.25+33 a 13.04+08 a 22.85+06 a
DKB irrigado+ABA 35.50+08 a 22.17£03 b 40.35¢18 ¢ 22.00+£09 a 50.00+£22 a 06.37+£03 a
BRS irrigado+tABA 49.56+10 a 22.54£10b 28.65+08 ¢ 31.28+10 a 49.35+15a 12.46+£ 01 a

" Médias seguidas por mesma letra minfiscula para os tratamentos, nfio 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 recuperagao hidrica
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Fig. 1 Valores médios da tensdo da agua no solo medida com tensiémetros Watermark durante a imposi¢éo do estresse e recuperagdo

hidrica. (A) DKB 390 e BRS1030 estressados (B) DKB 390 e BRS1030 estressados com aplica¢do de ABA (C) DKB 390 e

BRS1030 irrigados (D) DKB 390 e BRS1030 irrigados com aplicagdo de ABA. Setas indicam inicio da recuperagio hidrica
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Fig. 2 ParAmetros de relagdo hidrica durante a imposi¢ao do estresse e recuperacao hidrica em dois hibridos contrastantes a seca
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durante a imposi¢ao do estresse e recuperagdo hidrica em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030) com e sem

aplicacdo de ABA exdgeno.* Médias seguidas por mesma letra em cada dia ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de

probabilidade (P<0.05). Cada barra indica a média do tratamento+S.E e * indicam fase da recuperacdo hidrica
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amonialiase (PAL) durante a imposi¢do do estresse e recuperagdo hidrica em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e
BRS 1030) com e sem aplicagdo de ABA exdgeno.* Médias seguidas por mesma letra em cada dia ndo diferem entre si pelo

teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Cada barra indica a média do tratamento£S.E e * indicam fase da

40 hidrica

recuperacao
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ARTIGO 3

APLICACAO DE ACIDO ABSCISICO E CARACTERIZACAO DA
FOTOSSINTESE E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA EM DOIS
HIBRIDOS DE MILHO CONTRASTANTES AO ESTRESSE DE SECA

Artigo redigido conforme norma da revista APP — Acta Physiologiae

Plantarum



101

Aplicagao de acido abscisico e caracterizacao da fotossintese e fluorescéncia
da clorofila em dois hibridos de milho contrastantes ao estresse de seca
Resumo - A seca ¢ uma das principais limitagdes no cultivo de milho no Brasil e
praticas agrondmicas e fisiologicas tém sido buscadas para superar esse estresse
e consequentemente aumentar a produgdo. Assim, neste estudo foi investigado o
papel da aplicacdo do acido abscisico (ABA) na tolerdncia & seca em dois
hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030, respectivamente tolerante e
sensivel). A deficiéncia hidrica foi imposta por 10 dias no estadio de
florescimento associada a uma dose de 100 uM de acido abscisico aplicada na
parte aérea. Avaliacdes de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila, teor
relativo de agua (RWC) e teor enddégeno de ABA foram realizadas nos dias de
estresse ¢ também na recuperagdo hidrica (volta da irrigacdo). A relacdo
funcional entre RWC com parametros de trocas gasosas e fluorescéncia também
foi realizada e observou-se uma significativa relagdo. Na recuperag¢do hidrica
ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos. O DKB 390 apresentou
maior taxa fotossintética (P,) e taxa de transporte de elétrons (ETR) frente ao
estresse hidrico enquanto que o BRS 1030 resultou na maior concentragdo de
carbono interno (C;), menor quenching fotoquimico (qP) e ndo fotoquimico
(NPQ) e menor relagdo Fv/Fm. O DKB 390 foi mais responsivo a aplicagdo de
ABA do que o BRS 1030 apresentando maior teor de endégeno de ABA no
primeiro dia de estresse. O tratamento com ABA no DKB 390 aliviou o efeito
do estresse hidrico através da manutenc¢do do status hidrico, do aumento dos
parametros fotossintéticos e da diminui¢do do declinio nas fung¢des do

fotossistema II durante o estresse.

Palavras-chave: Zea mays L. Estresse hidrico. Status hidrico. Trocas gasosas.

Quenching.
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Introducao

As plantas de modo geral em condigdes de baixa disponibilidade hidrica,
a perda de agua excede a absor¢do em intensidade suficiente para causar o
decréscimo no conteido de agua e a redugdo do turgor, resultando numa
diminui¢do da expansdo celular. Esse fato pode também causar alteracdes de
varios processos morfoldgicos e bioquimicos (Chaves et al. 2003).

O fitohorménio ABA (4cido abscisico) controla muitos processos
importantes no crescimento ¢ desenvolvimento da planta (Tardieu et al. 2010).
Além de amplas fungdes no desenvolvimento e crescimento ele também regula
respostas adaptativas em condi¢des adversas. Sob baixa disponibilidade hidrica
ha um grande acimulo de ABA regulando a abertura e o fechamento dos
estobmatos. Seu acumulo em folhas estressadas exerce um grande papel na
reducdo da perda de agua pela transpiracdo (Liu et al. 2005). O fechamento
estomatico também pode ser causado pelo aumento do transporte de ABA
(através do xilema), produzido nas raizes, em contato com o solo seco, para a
parte aérea (Schachtman e Goodger, 2008).

Condigao de déficit hidrico moderado pode levar uma redugdo marcante
na eficiéncia fotossintética por fatores estomaticos (fechamento dos estdmatos),
entretanto, com o aumento da intensidade do estresse, comegcam a ocorrer
limitagcdes ndo estomaticas como inibicdo ou danificagdio do metabolismo
bioquimico (enzimas da fotossintese) e das reagdes fotoquimicas (atividade do
fotossistema II) (Beyel e Bruggemann 2005; Xu et al. 2008; Guoéth et al. 2009).

Estudos sobre a fotossintese em milho sob diferentes condi¢des
ambientais sdo ferramentas importantes para uma selecdo mais “refinada” de
genotipos tolerantes, conseguindo assim obter altas produtividades em meio a
estresses abioticos (Yu e Setter, 2003; Kim et al. 2006). Juntamente com a

fotossintese, a fluorescéncia da clorofila (principalmente se for medida
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simultaneamente usando sistemas de trocas gasosas com camara de
fluorescéncia integrada) pode ajudar bastante na diferenciagdo de hibridos de
milho e no entendimento fisiolégico do processo em condi¢des de seca (Long e
Bernacchi 2003; O’ Neil et al. 2006).

O milho ¢ particularmente sensivel a seca, contudo seu comportamento
frente a esse estresse pode variar de acordo com a severidade e a duragdo de
imposi¢ao do estresse, estadio fenologico e material genético (Soler et al. 2007).
Uma das praticas que estdo ganhando destaque nos ultimos tempos € a aplicagao
exogena de substincias em plantas que vem aumentando a tolerdncia de
cultivares em areas com deficiéncia hidrica. Em milho, por exemplo, observou-
se que a aplicagdo de trealose e brasinoesteroides levou um aumento nos
parametros de relagdes hidricas e de trocas gasosas como fotossintese (P,),
condutancia estomatica (g;), transpirag¢do (E), concentragao intercelular de CO,
(C) e eficiéncia do uso da agua (WUE) (Farooq et al. 2009a; Ali et al. 2011;
Anjum et al. 2011).

Apesar de poucos trabalhos envolvendo milho com aplicagdo de ABA ¢
trocas gasosas, Aroca et al. (2003) em estudos de estresse pelo frio observaram
que gendtipos tratados com ABA apresentaram maior tolerancia devido a maior
capacidade de enfrentar o déficit hidrico (pelo decréscimo da condutincia
estomatica) causado pelo estresse. Pouco se sabe sobre a interagdo entre a
aplicacdo de ABA e gendtipos de milho tolerantes e sensiveis a seca. Ja com
relagdo a aplicacdo de ABA e estresse oxidativo em milho, sabe-se que o ABA
aumenta atividade enzimatica antioxidante em genotipos tolerantes a seca
(Kellos et al. 2008). Os objetivos deste trabalho, portanto, foram caracterizar
dois hibridos de milho contrastantes ao estresse de seca através do teor relativo
de agua e de ABA foliar, fluorescéncia da clorofila e trocas gasosas e estudar o

efeito da aplicacdo do ABA nos dois genotipos.
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Materiais e Métodos

Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Foram utilizados dois hibridos contrastantes para tolerancia ao estresse
de seca: DKB 390 (tolerante) BRS 1030 (sensivel) este ultimo oriundo do
Programa de Melhoramento 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, 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 avaliacdo 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 adubagdo foi feita de acordo com a
recomendagdo 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 a
imposicao do estresse. Todos os tratamentos fitossanitarios necessarios a cultura

foram aplicados.

Imposicao do estresse hidrico, aplicacio de ABA e design experimental

O teor de agua no solo foi monitorado diariamente nos periodos da
manhd e da tarde (9 e 15 horas), com o auxilio de um sensor de umidade
watermark (tensiémetro) modelo 200SS — 5’(IRROMETER, Califérnia —
USA), instalado no centro dos vasos de cada repeticdo, na profundidade de 20
cm. Estes sensores detectam a tensdo de dgua 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 (totalmente

seco). A reposicao hidrica foi realizada com base nas leituras obtidas com o
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sensor ¢ a agua foi reposta até a capacidade de campo (CC) durante o periodo
que antecedeu a imposicdo dos tratamentos. Esses calculos foram realizados
com o auxilio de uma planilha eletronica, feita em fungdo da curva de retengdo
de 4gua do solo.

No pré-florescimento, foram impostos dois tratamentos hidricos:
irrigado e estressado. No primeiro, a reposi¢do 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 inducdo 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 imposi¢do do estresse as plantas foram tratadas com
(+/-)-cis, trans-ABA (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) na concentragdo de 100
MM. O ABA foi primeiro dissolvido em 1 ml de etanol 70% e em seguida
completado o volume para 1 litro. Logo apds, a solugdo foi pulverizada em toda
parte aérea (Aroca e outros 2003).

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso em esquema
fatorial com 8 tratamentos (DKB 390 estressado e irrigado com e sem aplicagdo
de ABA exdgeno; e BRS 1030 estressado e irrigado com e sem aplicagdo de
ABA exdgeno) e 4 épocas de coleta (1 e 10 dias de estresse hidrico e 1 e 10 dias
de recuperacgdo hidrica) e 3 repetigdes. Para o teor relativo de dgua (RWC) e teor
de ABA foram utilizados 6 épocas de coleta devido a mais uma analise no 5° dia
de estresse e no 5° dia de recuperagdo hidrica. As avaliacdes foram realizadas
durante 10 dias na imposi¢c@o do estresse hidrico, no momento em que as plantas
se encontravam no florescimento pleno e durante 10 dias na recuperacdo hidrica

das plantas (retomada da umidade do solo para a capacidade de campo).
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Teor relativo de agua

O estado hidrico das plantas foi avaliado através do teor relativo de dgua
(RWC). Para determinar o RWC, 10 discos foliares (1 cm de didmetro) por
repeticdo foram pesados para obter o peso fresco (PF). Em seguida estes foram
colocados para flutuar em agua e ap6és 18 horas a 4 °C e escuro, o peso turgido
foi determinado (PT). Esses discos entdo foram levados a estufa e secos a 72 °C
e o peso seco (PS) foram obtidos. O célculo para determinar o teor relativo de

agua foi RWC (%) = (PF-PS)/ (PT-PS) x 100 (Anjum et al. 2011).

Extragdo e quantificacdo de ABA foliar

Apos a coleta dos tecidos foliares estes foram guardados em freezer -
80°C até a extracao. O método de extracdo do ABA foliar foi adaptado a partir
de e Guodth e outros (2009). Quinhentos miligramas de tecido foliar foram
macerados em nitrogénio liquido em seguida foram adicionados 5 ml de 80%
(v/v) 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 4000 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, 100mM NACI, 1mM MgCl, hexaidratado) (1,5
ML/100 mg de amostra) e a detec¢do foi feita utilizando Kits de ensaio imuno-

enzimatico (Phytodetec ABA Enzyme Immunoassay Test Kit — Sigma-Aldrich).

Medidas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila

As medidas de trocas gasosas foram feitas simultanecamente com a
fluorescéncia da clorofila através de um sistema portatil de fotossintese (IRGA,
Model LI-6400, Li-Cor, Lincoln, Nebrasca, USA) com camara de fluorescéncia
integrada (LI-6400-40 leaf chamber fluoremeter, Li-Cor). Todas as medidas

foram realizadas no periodo da manha entre 8 e 11h em uma folha totalmente



107

expandida (folha da espiga). Os parametros avaliados foram taxa fotossintética
foliar (P,), condutancia estomatica (g;), concentragdo intercelular de CO, (C)) e
eficiéncia do uso da agua (WUE, relacdo entre fotossintese e transpiracdo). As
medidas foram feitas em uma area foliar de 2 cm?, com fluxo de CO, controlado
utilizando cilindros (Licor) de 12 gramas numa concentragio de 380 pmol mol™.
A densidade de fluxo de fotons (PPED) foi de 1500 pmol m™ s e temperatura
foliar foi controlada (26 °C).

Apds uma adaptacdo de 30 minutos no escuro e temperatura controlada
(26°C) foi medida a fluorescéncia minima (Fo) com uma luz suficientemente
baixa evitando reagdes fotoquimicas e foi medida também a fluorescéncia
maxima (Fm), aplicando-se por 0,8 segundos um pulso de luz saturante de 7000
um de fotons m™? s™'. Nas amostras adaptadas no escuro, a maxima eficiéncia do
fotossistema (PSII) foi estimada pela razdo Fv/Fm e Fv/Fo e a produgdo quéntica
basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII foi calculada pela razdo Fo/Fm
(Rohéacek 2002). Em seguida as folhas foram iluminadas com luz actinica com
intensidade de 1500 umol de fotons m™s™ por 20 minutos. Entio a fluorescéncia
constante (Fs) foi obtida e em seguida outro pulso de luz saturante de luz foi
aplicado por 1 s para obten¢do da fluorescéncia maxima emitida pelas folhas
(Fm’). A luz actinica foi removida e as folhas foram irradiadas com luz
vermelho-distante, para obtengdo de Fo adaptado a luz (Fo’). O quenching
fotoquimico foi calculado como qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), e o quenching ndo
fotoquimico foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’. Outros pardmetros
também foram feitos como: taxa de transporte de elétrons (ETR) = [(Fm’-
Fs/Fm’) x PPFD x 0,5 x 0,84; mudanca relativa da fluorescéncia da clorofila
minima (qo) = (Fo-Fo’)/Fo; producdo quantica fotoquimica efetiva adaptada a

luz (OPSIT) = Fm’-Fs/Fm’ = AF/Fm’ (van Kooten e Snel 1990).

Analise dos dados
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Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias e o +
erro padrao (SE). Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de
varidncia (ANAVA) e o teste de comparacdo de médias Skott-Knott, a 0.05% de
significancia (P<0.05), no programa Sisvar versao 4.3 (Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Brasil). A relacdo funcional entre teor relativo de agua (RWC)
com parametros de trocas gasosas e fluorescéncia e relacdo funcional da taxa
fotossintética (P,) com ETR e Fv/Fm foram determinadas por analise de
regressdo linear e ndo linear utilizando o programa TableCurve 2D versao 5.01 e
com um nivel de significancia de 0.05 (P<0.05)* e de 0.01 (P<0.01)**. Outras
analises de regressdo com outras caracteristicas foram realizadas, porém sem

evidéncias significativas (dados ndo mostrados).

Resultados

Monitoramento da umidade do solo

A figura 1 ilustra a tens@o de dgua no solo nos diversos tratamentos. Nos
10 primeiros dias, em todos os tratamentos estressados tanto para DKB 390
quanto para BRS 1030, com ou sem aplicacdo de ABA, observou-se que os
valores de tens@o de agua no solo variaram entre -139 a -192 kPa (Figs. 1A, 1B).
Nesses mesmos tratamentos e considerando os dias de avaliagdo das
caracteristicas fisiologicas (1 e 10 dias) observou-se uma diminui¢do gradativa
da tensdo de agua no solo. Apds 10 dias de deficiéncia hidrica iniciou-se a
reidratagdo do solo chegando a variagcdes nas leituras entre -10 e -25 kPa,
indicando umidade do solo préximas a capacidade de campo (Figs. 1A, 1B).
No tratamento irrigado sem aplicagdo de ABA ocorreu menor controle da
umidade tendo maiores variagdes na tensdo do solo (Fig. 1C). No quinto dia
observou-se maior tensdo (-49 kPa) nos vasos plantados com BRS 1030. No

tratamento irrigado com aplicacdo de ABA os valores de tensdo de agua do solo
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apresentaram menor variagdo e tiveram médias mais proximas da capacidade de

campo (Fig. 1D).

Teor relativo de 4gua

Com relagdo ao teor relativo de agua (RWC), para os tratamentos
irrigados, tanto no DKB 390 quanto no BRS 1030 e mesmo com a aplicagdo de
ABA, ndo houve diferengas durante os dias de andlises (Fig. 2). Contudo para
todos os tratamentos com imposi¢do de estresse hidrico houve uma redugio
efetiva quando comparados aos 10 dias seguintes de reirrigacdo (recuperagio
hidrica).

No primeiro dia de imposicdo do estresse a maior redugdo do teor
relativo de dgua (RWC) foi no hibrido sensivel (BRS 1030 estressado) seguido
do mesmo tratado com ABA (Fig. 2). No quinto dia de estresse o tratamento
BRS 1030 estressado apresentou uma significativa redugdo seguida do DKB 390
estressado. Ainda no quinto dia de estresse, os dois hibridos estressados tratados
com ABA tiveram maior RWC do que aqueles sem aplicagdo de ABA, porém o
DKB apresentou maior RWC. Com 10 dias de imposi¢éo do estresse 0 DKB 390
estressado apresentou menor redugdo do teor relativo de 4gua. Nado houve

significativas diferencas nos tratamentos estressados na recuperacdo hidrica

(Fig. 2).

Teor de &cido abscisico (ABA)

Tratamentos irrigados tiveram menor teor de ABA do que os
estressados. No primeiro dia de estresse observa-se que o DKB 390
estressado+ABA apresentou maior teor de ABA seguido dos tratamentos BRS
1030 estressadotABA ¢ DKB 390 estressado (Fig.3). No quinto dia sob estresse
o DKB 390 estressado+ABA apresentou significativamente maior teor, seguido

dos outros tratamentos estressados. Com o aumento de dias sob estresse (10
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dias) houve inversdo com o BRS 1030 estressadotABA significativamente
maior, seguido do DKB 390 estressado+ABA, BRS 1030-estressado ¢ DKB
irrigado+ABA (Fig. 3). No primeiro dia de recuperagdo hidrica os tratamentos
BRS 1030 estressado e estressado+tABA apresentaram os maiores valores
seguidos dos outros tratamentos. No 5° e 10° dias de recuperacao hidrica nao

houve diferencas entre os tratamentos (Fig.3).

Trocas gasosas

Com relagdo a taxa fotossintética foliar (P,), no primeiro dia, o déficit
hidrico afetou significativamente os tratamentos estressados, porém foi mais
pronunciado no tratamento BRS 1030 estressado+ABA (Fig. 4A). Com 10 dias
de estresse os tratamentos DKB 390-estressado ¢ BRS 1030-estressado
apresentaram menor P, com valores médios de 5,9 ¢ 4,0 umolCO2m-2s-1
respectivamente. A aplicacdo de ABA aumentou a taxa fotossintética sendo que
o DKB 390 teve maior taxa. Nao houve diferengas entre os tratamentos na
recuperacdo hidrica (1* e 10* dias) (Fig. 4A).

Tanto no primeiro quanto no segundo dia de estresse, os tratamentos
estressados apresentaram menor condutancia estomatica (gs), mas ndo diferiram
entre si. E ndo houve diferengas entre os tratamentos na recuperacdo hidrica
(Fig. 4B).

No primeiro dia, os tratamentos irrigados juntamente com DKB 390
estressado apresentaram menor concentracdo intercelular de CO, (C;) (Fig. 4C).
A maior C; foi verificada no BRS1030 estressado+ABA seguido dos tratamentos
BRS 1030 estressado e DKB 390 estressado+ABA. No décimo dia de estresse o
BRS 1030 estressado e estressado+ABA apresentaram a maior concentragao
intercelular de CO, (C;) seguido dos outros tratamentos estressados. Os
tratamentos irrigados foram os de menores concentragdes sendo que também nao

houve diferengas entre os tratamentos na recuperagao hidrica (Fig. 4C).
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Para a eficiéncia do uso da agua (WUE) no primeiro dia, foi verificada
uma diminui¢@o nos tratamentos estressados em relacdo aos irrigados (Fig. 4D).
E com 10 dias de estresse foi verificado o mesmo comportamento com excegao
do BRS 1030 irrigado+ABA que foi significativamente igual aos tratamentos
estressados. J4 com 10 dias de recuperac¢do hidrica os tratamentos DKB 390

irrigado e BRS 1030 irrigado tiveram maiores WUE (Fig. 4D).

Fluorescéncia da clorofila

Nos pardmetros de fluorescéncia de clorofila ndo foram verificados
nenhuma diferenca significativa na recuperacdo hidrica entre os tratamentos
(Fig. 5).

Os tratamentos BRS 1030 irrigado+ABA, BRS 1030 estressado e
estressado+ABA apresentaram menor producdo quéntica fotoquimica efetiva
adaptada a luz (OPSII) no primeiro dia de estresse (Fig. SA). No décimo dia os
estressados sem aplicacdo de ABA dos dois hibridos mais o BRS 1030
estressado+ABA resultaram nas menores médias (Fig. 5A)

Observa-se na figura 5B que no primeiro dia sob estresse o quenching
fotoquimico (qP) diminuiu significativamente nos tratamentos BRS 1030
estressado e estressado+ABA e DKB 390 estressado+ABA. Ja no décimo dia
todos os estressados incluindo os com aplicagdo de ABA apresentaram menor
gP mas nao diferiram entre si (Fig. 5B).

Para o quenching ndo fotoquimico (NPQ), tanto no primeiro quanto no
décimo dia de estresse os tratamentos BRS 1030 estressado e estressado+ABA
apresentaram significativamente maiores medias em relagdo aos tratamentos
DKB 390 estressado ¢ estressado+ABA, contudo as menores médias foram
verificadas nos tratamentos irrigados (Fig. 5C).

Na taxa de transporte de elétrons (ETR) no primeiro dia houve uma

reducdo significativa no tratamento BRS 1030 estressado+ABA seguido dos
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BRS 1030-estressado e DKB 390 estressado+ABA (Flg. 5D). Observa-se uma
queda brusca na ETR do primeiro para o décimo dia de estresse principalmente
nos tratamentos estressados sem ABA seguido do BRS 1030 estressado+ABA
(Fig. 5D).

No primeiro dia os tratamentos estressados, incluindo os com aplicagdo
de ABA, apresentaram a maior mudanca relativa da fluorescéncia da clorofila
minima (qo), mas ndo diferiram entre si (Fig. 5E). Mas, com o aumento do
estresse hidrico (10 dias) o BRS 1030 estressado e estressado+tABA
apresentaram maior qo do que os outros tratamentos estressados (Fig. SE).

Com relagdo a maxima eficiéncia do fotossistema II (Fv/Fm) observou-
se que no primeiro dia de estresse o hibrido BRS 1030 (estressado e
estressado+ABA) apresentaram uma diminui¢do significativa em relacdo aos
outros tratamentos (Fig. 5F). No décimo dia de estresse houve uma maior
reducdo da relagdo Fv/Fm do que no primeiro dia, contudo ainda os tratamentos
BRS 1030 estressado e estressado+ABA tiveram menor média (Fig. 5F).

Os tratamentos estressados incluindo os com aplicacdo de ABA, no
primeiro e no décimo dia de estresse, apresentaram uma menor eficiéncia
maxima do processo fotoquimico no PSII (Fv/Fo), mas ndo diferiram entre si
(Fig. 5G).

Considerando o primeiro dia de estresse, apos os tratamentos irrigados, o
DKB 390 estressado+ABA apresentou a menor média da produgdo quantica
basal dos processos ndo fotoquimicos no PSII (Fo/Fm) (Fig. SH). E no décimo
dia os tratamentos DKB 390 irrigado e irrigado+tABA e BRS 1030 irrigado

foram os que apresentaram as menores médias (Fig. SH).

Relagdo entre os parametros de trocas gasosas e RWC
Nos tratamentos estressados, os valores de teor relativo de agua (RWC)

foram significativamente relacionados com a taxa fotossintética (P,), tanto para
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DKB 390 (y = —0.04x> + 7.89x — 330.44; R*> = 0.89**) quanto para o BRS 1030
(y = 52.40x™ — 0.01x* — 352.80; R* = 0.87**) (Fig. 6A). Em decorréncia de
RWC menores, o BRS 1030 possuiu P, maior que o DKB 390. Contudo sob
baixos RWC e com aplicacdo de ABA ocorreu inversdo e o DKB 390 resultou
em uma maior P, do que o BRS 1030 (Fig. 6B). No tratamento estressado com
ABA também houve significativa relacdo de RWC com taxa fotossintética (P,)
no DKB 390 (y = —0.008x> + 1.80x — 56.02; R* =0.85%*) ¢ no BRS 1030 (y =
0.68x—28.35; R* = 0.67**) (Fig. 6B). Na relagio entre RWC e concentragio
intercelular de CO, (C;) apenas os tratamentos BRS 1030 estressado (y = —
0.0013x>° + 0.09x'° +154.95; R* = 0.68**) ¢ BRS 1030 estressado+ABA (y =
216.71x0.5 — 13.67x — 691.18; R* = 0.87**) foram significativamente
relacionados (Fig. 6C, D).

Relacdo entre os parametros de fluorescéncia e RWC

Para o teor relativo de agua (RWC) e funcdo da taxa de transporte de
elétrons (ETR) os tratamentos DKB 390 estressado (y = 868.43x™ — 46.07x —
4001.16; R* = 0.88**), BRS 1030 estressado (y = — 0.06x* + 11,54x — 466.19;
R* = 0.85%*), DKB 390 estressadotABA (y = 0.038x” — 4.91x + 207.88; R* =
0.50*) e BRS 1030 estressado+ABA (y = 0.08x” — 11.49x + 406.53; R* = 0.58%)
foram significativamente relacionados (Figs. 7A e 7B). Com aplicagdo de ABA
o DKB 390 apresentou maiores ETR em baixos RWC (Fig. 7B).

Os valores de RWC e quenching fotoquimico (qP) foram
significativamente relacionados nos tratamentos DKB 390 estressado (y =
0.008x — 0.45; R* = 0.74*) ¢ BRS 1030 estressado (y = 0.005x — 0.101; R* =
0.60%) (Fig. 7C). A aplicacdo de ABA afetou a relagdo de RWC e qP, pois levou
o DKB 390 a maiores valores de qP em relagdo ao BRS 1030 (Fig. 7D). Os
valores dos tratamentos DKB 390 estressado+ABA (y = 0.003x — 0.01; R* =
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0.72%) e BRS 1030 estressado+ABA (y = —1.17x"° + 0.07x + 4.93; R* = 0.50%)
também foram significativamente relacionados.

Uma significativa relagdo foi encontrada entre RWC e quenching nio
fotoquimico (NPQ) nos tratamentos DKB 390 estressado (y = — 0.74x"” + 0.01x
+7.91; R? = 0.66%*) ¢ BRS 1030 estressado (y = 0.02x™° — 0.05x + 6.42; R* =
0.85**) (Fig. 7E), assim como nos tratamentos com aplicacdo de ABA: DKB
390 estressado+ABA (y = 3.99x%° — 0.25x — 13.12; R* = 0.65**) ¢ BRS 1030
estressado+ABA (y = 8.92x"° — 0.55x — 32.36; R* = 0.65**) (Fig. 7F).

Nos tratamentos estressados apenas houve significancia na relagdo entre
RWC e maxima eficiéncia do fotossistema II (Fv/Fm) no tratamento BRS 1030
(y = 0.005x + 0.32; R? = 0.72**) (Fig. 7G). Com adigdo de ABA tanto o DKB
390 estressado+ABA (y = 0.002x + 0.58; R? = 0.87**) quanto BRS 1030
estressado+tABA (y = 0.002x +0.51; R*> = 0.75%) apresentaram relacio
significativa (Fig. 7H).

Relacdo entre taxa fotossintética (P,) com ETR e Fv/Fm

Houve significativa relagdo entre a taxa fotossintética (P,) e a taxa de
transporte de elétrons (ETR). A andlise de regressdo indicou uma significativa
dependéncia entre essas duas caracteristicas no DKB 390 estressado (y = 2.31x
+1.94; R* = 0.90**) ¢ no BRS 1030 estressado (y = 2.25x — 1.02; R* = 0.90%*)
(Fig. 8A). Da mesma forma para os tratamentos DKB 390 estressado+ABA (y =
2.14x + 6.97; R* = 0.70**) e BRS 1030 estressado+ABA (y =2.31x — 0.63; R* =
0.84**) também foram encontrados significativas dependéncias (Fig. 8B).

Para a P, e em funcdo da Fv/Fm foram observadas significativas
dependéncias entre elas em todos os tratamentos: DKB 390 estressado (y =
0.001x + 0.73; R* = 0.75**), BRS 1030 estressado (y = 0.004x + 0.62; R* =
0.60**) (Fig. 8A), DKB 390 estressado+ABA (y = 0.003x +0.66; R* = 0.63%) e
BRS 1030 estressado+ABA (y = 0.003x + 0.65; R* = 0.85%*) (Fig. 8B).
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Discussao

Foram observados neste trabalho que durante os 10 dias de restrigdo
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 nds
ultimos (10 dias) (Bettaieb e outros 2011).

O estresse de seca, significativamente, afetou os teores relativos de agua
(RWC), teor de ABA, os parametros de trocas gasosas ¢ fluorescéncia avaliados
neste trabalho, entretanto uso do tratamento de ABA nas folhas alterou
significativamente os valores de alguns destes pardmetros.

Com aplicagdo de ABA na parte aérea, no primeiro dia de estresse, DKB
390 aumentou seu teor interno de ABA sugerindo ser mais receptivo ao ABA
exdgeno do que o hibrido sensivel BRS 1030. Mesmo sem o tratamento com
ABA, DKB 390 apresentou maior teor de ABA foliar (Fig. 2). Jiang e Zhang
(2002) aplicando ABA em milho também observaram um aumento interno deste
hormonio. No inicio do estresse hidrico uma maior quantidade de ABA foliar
pode ser importante para ativagdo do sistema antioxidante enzimatico (Ye et al.
2011) que ¢ fundamental para a sobrevivéncia em milho durante o estresse
(Chugh et al. 2011; Tan et al. 2011).

Com o aumento do estresse (10 dias) percebe-se que o BRS 1030
estressado+ABA apresentou maior teor de ABA do que o DKB 390
estressado+tABA. Sem aplicagdo de ABA o BRS 1030 ainda resultou nos
maiores teores. Esta diminuicdo do teor de ABA no DKB 390 durante o estresse
hidrico sugere sua maior tolerdncia a seca, pois em alguns trabalhos sfo
relatados uma diminui¢do da quantidade interna de ABA foliar durante a seca

para genotipos tolerantes (DaCosta e Huang 2007; Fan et al. 2009).



116

O BRS 1030 apresentou menor status hidrico (teor relativo de agua) do
que DKB 390. Além disso, a aplicagdo de ABA resultou em um aumento no teor
relativo de agua (RWC) principalmente no DKB 390 (Fig. 3). Esta capacidade
de manter o status hidrico no hibrido tolerante também foi observada em
genotipos tolerantes de milho Egipcios (Moussa e Abdel-Aziz 2008). A
aplicacdo de hormonios como brassinoesterdides em arroz (Farooq et al. 2009a),
e acido abscisico em Cynodon dactylon (Lu et al. 2009) também levaram a
maior RWC.

Cultivares tolerantes a seca mantendo maior turgor celular podem ter
maior crescimento devido a atividade das espansinas que sdo inclusive reguladas
pelo acido abscisico e auxina acumulados nos tecidos (Zhao et. al 2011).

No inicio do estresse hidrico, um aumento do status hidrico do hibrido
tolerante pode ser devido a maior quantidade de ABA encontrada em suas
folhas, pois o ABA pode aumentar a condutividade hidraulica quando
transportado das folhas para as raizes resultando em maior absorcdo de agua e
permitindo um melhor desempenho sob condi¢des de seca (Kudoyarova et al.
2011).

Uma das primeiras respostas que ocorrem sob exposicdo a seca ¢ o
fechamento estomatico seguido da diminuicdo da taxa fotossintética (P,)
(Farooq et al. 2009b). A P, foi fortemente afetada pelo estresse hidrico nos
genotipos estudados, e com 10 dias de estresse a aplicagdo de ABA levou os 2
hibridos (mas em maior intensidade no DKB 390) a um aumento da taxa
fotossintética (Fig. 4A). Pela analise de regressdo observa-se que o DKB 390 foi
mais responsivo a aplicacdo de ABA resultando em maior fotossintese sob
baixos teores relativos de agua (RWC) (Fig.6A e B). Variabilidade genética para
a tolerancia a seca foi encontrada em cultivares de milho portuguesas que
apresentaram maior fotossintese (P,) e condutincia estomatica (gs) frente ao

estresse (Carvalho et al. 2011).
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Nos tratamentos estressados com aplicagdo de ABA quando o RWC
decresceu ocorreu também um declinio da fotossintese (Fig. 6B) e uma
tendéncia de aumento na taxa de transporte de elétrons (ETR) (Fig. 7B). Isso
sugere que em estresse mais severo nesses hibridos estudados ocorre uma
ativacdo de um caminho alternativo para o fluxo de elétrons (exemplo redugdo
de O,; assimilagdo de nitrogénio) (Ripley et al. 2003; Lawlor e Tezara 2009).

O DKB 390 teve maior producdo quantica fotoquimica efetiva adaptada
a luz (OPSII) do que o BRS 1030. Além disso, a aplicagio de ABA levou o
DKB 390 a um significante aumento da ®PSII (Fig. 5SA). Assim como a ETR, a
®PSII é um indicador da capacidade fotossintética, pois mede o rendimento do
transporte de elétrons no PSII (Kalefetoglu e Ekmek¢i 2009). Em milho,
genotipos tolerantes tendem a ter maior producdo quantica fotoquimica efetiva
adaptada a luz (®PSII) (Ding et al. 2005; O’Neill et al. 2006), contudo nenhum
trabalho foi encontrado envolvendo aplicagio de ABA e fluorescéncia da
clorofila.

Em todos os tratamentos estressados ocorreram uma diminui¢do na
condutancia estomatica (g;) (Fig. 4B), entretanto ndo houve diferengas entre os
hibridos. Apesar de o ABA ser um importante hormoénio relacionado com o
fechamento estomatico, ndo foram observados efeitos entre a aplicagdo de ABA
e a g. O fechamento dos estdmatos limita a desidratagdo, diminuindo o risco da
cavitagdo do xilema que pode comprometer a sobrevivéncia da planta de milho
(Li et al. 2009).

As concentragdes intercelulares de CO, (C;) aumentaram com o estresse
hidrico, sendo marcante no BRS 1030 (Fig. 4C). Este aumentou
significativamente o C; em baixos teores relativos de agua (RWC) (Figs. 6C e
D). Pode-se entdo sugerir, principalmente para o BRS 1030 que além de o
fechamento estomatico afetar a taxa fotossintética (P,), houve uma limitagdo nio

estomatica. Nas plantas tipo C,, apesar de alguns autores atribuirem a limitacao
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estomatica como fator responsavel pela diminuicdo da fotossintese no inicio do
estresse, Lopes et al. (2011) em suas revisdes relatam claramente a presenga
também da limitagdo ndo estomatica.

Pode-se observar nos dados apresentados neste trabalho que o estresse
hidrico levou a uma diminuicao na eficiéncia do uso da 4gua (WUE), porém sem
diferengas entre os hibridos e entre os tratados com ABA. Uma maior
sensibilidade dos estdmatos (maior controle estomatico) frente ao estresse
hidrico que resulta em maior WUE é uma das importantes estratégias para a
tolerancia a seca em plantas tipo C, (Araus et al. 2010; Lopes et al. 2011).

Nos tratamentos estressados, a seca levou a uma diminui¢do na
“abertura” dos centros de reagdo do fotossistema II medido pelo quenching
fotoquimico (qP). No inicio do estresse ou quando o RWC esteve acima de 85%
o DKB 390 estressado teve maior gP em relacdo ao BRS 1030 estressado, porém
com a diminui¢do do RWC o qP do DKB 390 caiu com maior intensidade do
que no BRS 1030. Com a aplicagdo de ABA pode-se verificar que houve
inversdo com o DKB 390 sempre com maiores médias de qP (Figs. 5B, 7C e
D). Esta melhor resposta do DKB 390 pode estar ligada ao seu melhor status
hidrico encontrado quando foi aplicado o hormoénio. Varios trabalhos mostram
diminuicdo de qP em milho sob estresse hidrico inclusive pelos genotipos
sensiveis a seca que tendem a ter uma menor manutengdo do status hidrico
(Efeoglu et al. 2009; Carvalho et al. 2011).

Uma maior fotoinibigdo frente a seca pode estar ocorrendo no hibrido
BRS 1030, pois além de menor qP ele apresentou um maior decréscimo da
relagdo Fv/Fm e do quenching nao fotoquimico (NPQ) (Figs. 5C ¢ F). O NPQ
esta envolvido na dissipagdo do excesso de energia e um fraco aumento no BRS
1030 em relagdo ao DKB 390 pode ser devido a um pequeno pool do ciclo das
xantofilas (Maxwell e Johnson 2000). Isto pode ser comprovado pela maior qo

(mudancga relativa da fluorescéncia da clorofila minima) encontrada no BRS
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1030 (Fig. SE). Este pardmetro (qo) esta relacionado com a quantificagdo do
processo de dissipacdo térmica dentro dos centros de reagdo do PSII e também
esta ligado com a epoxidacdo das violoxantinas, com os mecanismos de fluxo-
regulatorio e com a inativacdo dos centros de reagdo do PSII (fotoinibigao)
(Rohack 2002; Xu et al. 2008).

Houve uma relagdo linear significativa e positiva entre P, ¢ Fv/Fm e
entre P, e ETR (Figs.8 A e B). Com isso pode-se concluir que um decréscimo da
fotossintese foi em parte explicado pelo declinio das fun¢des do PSII. E que com
a aplicagdo de ABA houve um alivio no estresse hidrico reduzindo este declinio
das fungdes do PSII. Isto também foi evidenciado em milho por Xu et al. (2008).

Na analise da eficiéncia maxima do PSII neste trabalho foram utilizadas
dois parametros Fv/Fm e Fv/Fo (Figs. 5F e G), contudo a relagdo Fv/Fm
diferenciou mais os tratamentos. Diferentemente, Wu e Bao (2011) observaram
significativas diferencas da relagdo Fv/Fo em gendtipos de trigo contrastantes a
seca e Hura et al. (2007) também observaram em milho e triticale.

Na avaliag@o da produgdo quantica basal do processo ndo fotoquimico
(Fo/Fm) nao houve uma expressiva diferenciacdo entre os tratamentos
estressados apesar de que estes tiveram maiores valores do que os irrigados (Fig.
S5H). Alguns autores citam a utilizacdo do aumento desta relagdo como
indicativo de estresse, sugerindo valores normais ou padrdes entre 0.14 a 0.20
(Rohacek 2002).

Os resultados deste trabalho mostram que o estresse hidrico afetou a
atividade do PSII e os pardmetros de fotossintese em ambos os hibridos, contudo
o DKB 390 apresentou melhor desempenho frente ao estresse. Conclui-se
também que a aplicacdo de ABA nas folhas aliviou o efeito do estresse hidrico
no hibrido tolerante DKB 390 através da manutengdo do status hidrico, do
aumento dos parametros fotossintéticos e da diminui¢cdo do declinio nas fungdes

do PSII durante o estresse.
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Fig. 1 Valores médios da tensdo da 4gua no solo medida com tensiémetros Watermark
durante a imposi¢do do estresse e recuperagao hidrica. (A) DKB 390 ¢ BRS1030
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DKB 390 e BRS1030 irrigados (D) DKB 390 ¢ BRS1030 irrigados com aplicagao

de ABA. Setas indicam inicio da recuperag@o hidrica
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hidrica em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 ¢ BRS 1030) com e sem
aplicagdo de ABA exdgeno. Cada valor indica a média do tratamento +S.E e *
indicam fase da recuperacao hidrica
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Fig. 3 Teor de acido abscisico (ABA) durante a imposi¢do do estresse e recuperagio
hidrica em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 ¢ BRS 1030) com ¢ sem
aplicagdo de ABA exdgeno. * Médias seguidas por mesma letra em cada dia ndo
diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Cada barra
indica a média do tratamento+S.E e * indicam fase da recupera¢do hidrica
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Fig. 4 ParAmetros de trocas gasosas durante a imposi¢do do estresse e recuperagao
hidrica em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 ¢ BRS 1030) com e sem
aplicacdo de ABA exodgeno. (A) taxa fotossintética (P,), (B) condutancia
estomatica (g;), (C) concentracdo intercelular de CO, (C;) e (D) eficiéncia do uso
da agua (WUE). * Médias seguidas por mesma letra em cada dia ndo diferem entre
si pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Cada barra indica a
média do tratamento£S.E e * indicam fase da recuperag@o hidrica
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recuperagdo hidrica em dois hibridos contrastantes a seca (DKB 390 e BRS 1030)
com e sem aplicacdo de ABA exdgeno. (A) producdo quantica fotoquimica efetiva
adaptada a luz (®FII), (B) quenching fotoquimico (qP), (C) quenching ndo
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fotoquimico (NPQ), (D) taxa de transporte de elétrons, (E) mudanca relativa da
fluorescéncia da clorofila minima (qo), (F) a maxima eficiéncia do fotossistema II
(Fv/Fm), (G) eficiéncia maxima do processo fotoquimico no PSII (Fv/Fo) e (H)
produgdo quéntica basal dos processos nao-fotoquimicos no fotossistema II
(Fo/Fm). " Médias seguidas por mesma letra em cada dia niio diferem entre si pelo
teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (P<0.05). Cada barra indica a média do
tratamento+S.E e * indicam fase da recuperacdo hidrica
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BRS 1030. Auséncia das retas indicam correlagdo nio significativa
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Fig. 7 Teor relativo de
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agua (RWC) relacionado com: taxa de transporte de elétrons

(ETR) (A e B); quenching fotoquimico (qP) (C e D); quenching ndo fotoquimico
(NPQ) (E e F) e maxima eficiéncia do fotossistema II (Fv/Fm) (G ¢ H) em folhas
do hibrido DKB 390 ¢ BRS 1030. Auséncia das retas indicam relagdo ndo
significativa
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Fig. 8 Taxa fotossintética (P,) relacionada com taxa de transporte de elétrons (ETR)
(tridngulo) e com maxima eficiéncia do fotossistema II - Fv/Fm (circulo) em
folhas do hibrido DKB 390 (tridngulo e circulo aberto) ¢ BRS 1030 (tridngulo e
circulo fechado). Reta continua representa o hibrido BRS1030 e reta tracejada
representa o hibrido DKB 390. A hibridos estressados e B hibridos estressados
com aplicagdo de ABA



